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Raloksifen je predstavnik selektivnih modulatora estrogenih receptora koji se koristi u terapiji
osteoporoze i invazivnog oblika raka dojke u postmenopauzi. Raloksifen se relativno dobro
resorbuje iz gastrointestinalnog trakta, ali pri prvom prolasku kroz jetru podleze
biotransformaciji u znacajnom procentu, S$to je uzrok njegove niske bioloSke raspoloZivosti.
BioraspoloZivost kod ljudi iznosi 2%, a kod Wistar pacova 39%. Razli¢ite supstance se koriste
da bi se poboljsala bioraspolozivost lekova. Zuéne kiseline, kao §to je deoksiholna kiselina,
omogucavaju bolji prolazak kroz bioloSke membrane drugim supstancama, te mogu povecati
bioraspolozivost lekova. Apigenin je Siroko rasprostranjeni flavonoid koji inhibiSe razli¢ite
metabolicke puteve 1 na taj nafin moze usporiti metabolizam 1 eliminaciju 1 povecati
koncentraciju lekova u krvi. Ciljevi ovog istrazivanja su bili da se ispita da li apigenin i natrijum-
deoksiholat mogu povecati bioraspolozivost raloksifena, njihov uticaj na biohemijske parametre 1
parametre hemostaze, kao i da se ispita antioksidativni potencijal apigenina. Ispitan je i uticaj
apigenina na akutno oStecenje jetre usled primene toksi¢ne doze paracetamola.
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U istrazivanju su kori$éeni zdravi, beli pacovi muskog roda, soja Wistar. U ogledu su ukupno
koriS¢ene 84 eksperimentalne Zivotinje. Sva ispitivanja na zivotinjama je odobrila Eticka komisija
Univerziteta u Novom Sadu. Raloksifen je primenjen intravenski i per os, dok su natrijum-
deoksiholat i apigenin aplikovani peroralno. Uzorci krvi, urina i fecesa su kori$¢eni za odredivanje
farmakokinetskih parametara, dok su za odredivanje biohemijskih, hemostatskih i parametara
oksidativnog stresa koris¢eni serum i uzorci jetre laboratorijskih zZivotinja.

Pretretman natrijum-deoksiholatom je doveo do smanjenja koncentracije raloksifena u krvi zbog
olaksanog i brzog prodora raloksifena u periferne kompartmane. Time je znacajno produzeno
poluvreme eliminacije i srednje vreme zadrzavanja raloksifena i znacajno je povecan volumen
distribucije raloksifena. Apigenin je doveo do manjeg pada koncentracije raloksifena u prvim
satima nakon intravenske primene raloksifena, dok su koncentracije raloksifena bile znacajno
vise nakon osmog Casa od primene leka.

Uticaj raloksifena na biohemijske parametre je bio znacajno vec¢i nakon intravenske nego nakon
peroralne primene. Nakon intravenske primene raloksifena je znacajno povecana aktivnost
enzima jetre, ALP, ALT, AST i GGT, dok su pokazatelji funkcije bubrega, urea, mokraéna
kiselina i kreatinin bili snizeni. U grupama koje su pretretirane natrijum-deoksiholatom i
apigeninom vrednosti ovih parametara bile su nize u odnosu na grupu tretiranu samo
raloksifenom. Statisticki najznacajniji uticaj je imala primena trojne kombinacije, raloksifena,
natrijum-deosiholata i apigenina, koja je dovela do znac¢ajnog pada aktivnosti enzima jetre, i u
odnosu na grupu tretiranu raloksifenom i u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod zivotinja tretiranih kombinacijom apigenina i paracetamola pokazatelji toksi¢nosti su bili
znacajno nizi, naroCito vrednosti ALT i ALP, u odnosu na grupu koja je dobijala samo
paracetamol. Hepatotoksi¢nost izazvana toksicnom dozom paracetamola je potvrdena i
histopatoloSkim promenama na jetri, koje nisu primefene u grupi Zzivotinja tretiranih
kombinacijom apigenina i paracetamola. Ispitivanjem je utvrdeno da apigenin moze da spreci
paracetamolom indukovano povecanje nivoa MDA, §to ukazuje da apigenin pozitivho uti¢e na
ocuvanje integriteta celije. Aktivnost enzima CAT 1 GR u homogenatima jetre je bila znacajno
povecana nakon primene toksi¢ne doze paracetamola u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnost
enzima CAT 1 GR u grupi tretiranoj kombinacijom apigenina 1 paracetamola je bila priblizna
vrednostima u kontrolnoj grupi.

Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da natrijum-deoksiholat i apigenin znacajno
uticu na farmakokinetiku raloksifena. Primena natrijum-deoksiholata dovela je do pada
koncentracije raloksifena u krvi, zna¢ajnog prelaska raloksifena iz krvi u periferne kompartmane
i povecanja njegovog volumena distribucije, dok je apigenin znacajno usporio metabolizam i
eliminaciju raloksifena i doveo do njegovog produzenog zadrzavanja u Krvi.
Natrijum-deoksiholat i apigenin su pokazali pozitivan uticaj na biohemijske parametre,
parametre hemostaze i smanjenje nivoa oksidativnog stresa. Kombinacija natrijum-deoksiholata i
apigenina je pokazala sinergistic¢ki uticaj na navedene parametre, odnosno dovela je do znacajnih
promena u odnosu na pojedina¢nu primenu ovih supstanci.

Rezultati ispitivanja ukazuju na to da apigenin smanjuje stepen lipidne peroksidacije i da dovodi
do znacajnog povecanja enzimskih antioksidantnih mehanizama odbrane kod pacova kod kojih
je hepatotoksi¢nost indukovana paracetamolom.

Datum prihvatanja teme od strane Senata:  24.10.2013.
DP
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Abstract:

AB

Raloxifene is selective estrogen receptor modulator used in treatment of osteoporosis and
invasive breast cancer in postmenopausal women. Raloxifene is well absorbed from the
gastrointestinal tract, but undergoes extensive first-pass metabolism, which results in very low
bioavailability of raloxifene, 2% in humans, and 39% in Wistar rats. VVarious supstances are used
for increasing bioavailability of other drugs. Bile acids, such as deoxycholic acid, promote
transport of other supstances through biological membranes, and consequently, may increase
their bioavailability. Apigenin is a widespread flavonoid, which inhibits different metabolic
pathways. Thus, apigenin can slow down metabolism and elimination of drugs, and raise drug
concentration in blood. Aims of this study were to investigate if apigenin and sodium
deoxycholate could increase bioavailability of raloxifene, their influence on biochemical and
hemostasis parameters, and to investigate antioxidative potential of apigenin.

Furthermore, influence of apigenin on acute liver damage after toxic dose of paracetamol was
examined. In vivo experiments were performed on 84 laboratory healthy male Wistar rats. All
experiments were approved by Ethics Committee of University of Novi Sad. Raloxifene was

\
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applied intravenously and per os, while sodium deoxycholate and apigenin were given perorally.
Blood, urine and feces samples were used for pharmacokinetic parameters measurement, whereas
serum and liver samples were used for evaluation of biochemical, hemostasis and oxidative stress
parameters.

Pretreatment of sodium deoxycholate led to raloxifene blood concentration decrease due to easier
penetration of raloxifene in peripher compartments. As a result, raloxifene half-life and mean
residence time were significantly longer and volume of distribution was increased. Apigenin
caused lower decrease in raloxifene concentration in first few hours after raloxifene intravenous
application, while raloxifene concentrations after apigenin pretreatment were significantlny
higher 8 hours after raloxifene application.

Influence of raloxifene on biochemical parameters was more significant after intravenous than
after per os application. Intravenous application of raloxifene led to increased activity of liver
enzymes, ALP, ALT, AST and GGT, while parameters of kidney function, urea, uric acid and
creatinine were decreased in comparison to the control group. In experimental groups pretreated
with sodium deoxycholate and apigenin these parameters were lower than in the group treated
only with raloxifene. Statistically the most significant effects were in the group treated with
combination of raloxifene, sodium deoxycholate and apigenin, which caused significant decrease
in activity of liver enzymes compared both with raloxifene and control group of animals.

In experimental animals treated with combination of apigenin and paracetamol bioindicators of
paracetamol toxicity were significantly lower, especially activity of ALT and ALP, in
comparison to the group treated only with paracetamol. Hepatotoxicity induced by toxic dose of
paracetamol was also confirmed by histopathological alterations in liver, which were not
observed in the experimental group treated with combination of apigenin and paracetamol. In
this study it was confirmed that apigenin could prevent paracetamol-induced MDA level
increase, which suggests that apigenin have positive effects on cell integrity. Activity of CAT
and GR in liver homogenates was significantly increased after toxic dose of paracetamol in
comparison to the control group, while activity of these enzymes in the group treated with
apigenin and paracetamol was similar to values in the control group.

Results of this study showed that sodium deoxycholate and apigenin can significantly change
pharmacokinetic parameters of raloxifene. Sodium deoxycholate caused signicant decrease in
raloxifene blood concentration, extensive distribution from blood to peripheral compartments
and increase of raloxifene volume of distribution. Apigenin inhibited metabolism and elimination
of raloxifene and thus prolonged half-life and mean residence time of raloxifene.

Sodium deoxycholate and apigenin showed positive effects on biochemical and hemostasis
parameters and decreased the level oxidative stress. Combination of sodium deoxycholate and
apigenin showed synergistic effects on these parameters in comparison to effects of separate
application of sodium deoxycholate and apigenin.

The result of our study indicates that apigenin inhibits the level of lipid peroxidation and
significantly increase the enzyme antioxidant defence mehanisms in paracetamol induced
hepatotoxicity in rats.

Accepted on Senate on: 24.10.2013.
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1. UvOD

1.1.  Osteoporoza

Osteoporoza predstavlja oboljenje misi¢no-koStanog sistema, koje se manifestuje
poremecajem strukture kostiju. Smanjenje sadrzaja minerala u kostima naziva se osteopenija.
Doslovni prevod rec¢i osteoporoza bi bio ,,porozna kost* (Hernlund et al., 2013; Ugresi¢ 1 dr.,
2011). Tokom razvoja bolesti dolazi do smanjenja koStane mase sa oSte¢enjem mikroarhitekture
kostanog tkiva §to rezultira poveéanom sklono$¢u ka prelomima kostiju. Najce$¢i su prelomi
kuka, priljenova i ru¢nog zgloba. Cesto ne postoje bilo kakvi simptomi pre nego $to se dogodi
prvi prelom. Kvalitet Zivota 1 duzina Zivotnog veka nakon preloma drasti¢no opadaju, narocito
posle preloma kuka ili kiéme. Samim tim, osteoporoza kao bolest ostavlja ozbiljne posledice ne
samo na kvalitet zivota pojedinca, nego i na njegovu porodicu i §Siru drustvenu zajednicu. Bol
visokog intenziteta, nepokretljivost, invaliditet, pa ¢ak i smrtni ishod su Ceste posledice preloma
uzrokovanih osteoporozom. Stoga je primarni cilj medikamentne terapije osteoporoze smanjene
rizika od nastanka fraktura (Hernlund et al., 2013; Rang et al., 2005; Ugresic¢ i sar., 2011).

Starost, genetska predispozicija, hormonski status, rana menopauza, fizicka neaktivnost,
nedovoljan unos kalcijuma i deficit vitamina D, kao i pusenje i konzumiranje alkohola spadaju u
najznacajnije faktore rizika za nastanak osteoporoze. DuZa ili prekomerna upotreba
glukokortikoida ili tiroksina takode mogu dovesti do osteoporoze. Zene imaju veéu sklonost da
razviju osteoporozu, naro¢ito nakon menopauze, kada dolazi do naglog pada nivoa estrogena i
narusavanja homeostaze kostiju, $to je posebno izraZzeno kod Zena fragilne grade, koje imaju
mali procenat masnog tkiva u organizmu (Rang et al., 2005, Ugresic¢ i sar., 2011).

Inicijalna fraktura predstavlja glavni rizik za nastanak novog preloma. Osobe koje su

prethodno dozivele prelom imaju 86% povecan rizik od novog preloma (Kanis et al., 2004).

-1-
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Pacijenti sa istorijom prethodne frakture prSljenova imaju 2,3 puta ve¢i rizik od buduceg preloma
kuka i 1,4 puta veci rizik od preloma podlaktice (Melton et al., 1999).

Dijagnoza osteoporoze se zasniva na merenju gustine kostane mase (bone mineral density
— BMD) izrazene kroz T-skor i Z-skor. T-skor predstavlja broj standardnih devijacija (SD) za
koliko vrednost BMD ispitanika odstupa od vrednosti BMD kod zdrave mlade osobe, dok se kod
Z-skora vrednost BMD kod ispitanika poredi sa vrednos¢éu BMD kod zdrave osobe istog pola i
starosti kao ispitanik. Vrednost T-skora koja je niza od -2,5 SD smatra se osteopozom (Cauley et
al., 2011; Sheu and Diamond, 2016).

S obzirom da je globalno rasprostranjena, osteoporoza predstavlja ozbiljan zdravstveni
problem. Postoje velike razlike u incidenci osteoporoze izmedu razlicitih zemalja, pa i u okviru
samih drzava. Smatra se da razlike u ekonomskom statusu mogu biti objasnjenje za ovakve
razlike. Prevalenca osteoporoze u Svetu iznosi 8-10%. Preko 8,9 miliona preloma godisnje u
Svetu je posledica osteoporoze. Od toga se visSe od jedne trecine dogodi u Evropi. Prema
podacima iz 2010. godine u Evropskoj uniji (EU) 22 miliona Zena i 5,5 miliona muskaraca
boluje od osteoporoze (Hernlund et al., 2013; Ugresi¢ i sar., 2011).

U SAD i Evropi oko 30% Zena u postmenopauzi boluje od osteoporoze. Ocekuje se da
preko 40% Zena i 15-30% muskaraca sa osteoporozom dozivi jedan ili viSe preloma do kraja
zivota (Melton et al., 1992; Randell et al., 1995).

U zemljama EU se u narednih 25 godina oc¢ekuje porast broja osoba starijih od 65 godina
za 50,6%. U istom periodu se ocekuje povecanje broja muskaraca starijih od 85 godina za 129%,
dok je o¢ekivani porast broja zena starijih od 85 godina 73% (Hernlund et al., 2013). Produzen

zivotni vek 1 nacin zivota sa nedostatkom fizicke aktivnosti dovode do stalnog povecanja broja
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obolelih od osteoporoze poslednjih godina, te se o¢ekuje da broj obolelih bude udvostrucen u

narednih 30-40 godina (Reginster and Burlet, 2006).

1.2. Raloksifen
Raloksifen je selektivni modulator estrogenih receptora (selective estrogen receptor

modulators - SERM) koji se koristi u prevenciji i terapiji osteoporoze i za smanjenje rizika od
invazivnog raka dojke u postmenopauzi (Rang i sar., 2005; Scott et al., 1999; Snyder et al.,
2000). Zahvaljujuci vecoj selektivnosti za pojedina tkiva raloksifen ispoljava manje nezeljenih
dejstava od starijih predstavnika SERM, npr. tamoksifen (Chen et al., 2010).

Kao sto se moze videti na slikama 1. 1 2. raloksifen nema osnovnu strukturu estrogenih
hormona, ali na nekim tkivima, prvenstveno kostima, ispoljava estrogene efekte. Na taj nacin
raloksifen izaziva dozno-zavisno povecanje aktivnosti osteoblasta i smanjenje aktivnosti
osteoklasta i tako smanjuje gubitak kostane mase kod zena u menopauzi. Na nekim drugim
tkivima (uterus i dojka) raloksifen blokira estrogene efekte i na taj nacin smanjuje rizik od
nastanka invazivnog raka dojke. (Black et al., 1994; Bryant et al., 1999; Rang i sar., 2005).
Studije su pokazale da raloksifen ispoljava pozitivne efekte na lipidni status snizavaju¢i nivo

ukupnog i LDL holesterola (Delmas et al., 1997; Scott et al., 1999).

HO
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Slika 1. Struktura raloksifena Slika 2. Struktura estradiola
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Od nezeljenih dejstava raloksifena najcescée se javljaju naleti vrucine i gréevi u nogama.
Najozbiljnije nezeljeno dejstvo raloksifena je venska tromboembolija, te je raloksifen
kontraindikovan kod ve¢ postojece tromboembolijske bolesti (Azevedo et al., 2003; Rang i sar.,
2005; Ugresi¢ i sar.,, 2011). Primena raloksifena se ne preporucuje Zenama koje planiraju
trudnocu (Eli Lilly and Company, 1997).

Farmakokinetika raloksifena

Resorpcija raloksifena kod ljudi iznosi 63%, medutim, zbog izrazenog metabolizma, koji
pocinje ve¢ u crevima, bioloSka raspolozivost ovog leka posle per os primene je mala. Kod ljudi,
bioraspolozivost raloksifena iznosi 2%, a kod Wistar pacova 39%. Dodatni problem predstavlja i
znacajna interindividualna varijabilnost farmakokinetike raloksifena (Kosaka et al., 2011;
Lindstrom et al., 1984; Mizuma, 2009; Morello et al., 2003; Ram et al., 2011; Rang i sar., 2005;
Snyder et al., 2000). Glavni metaboliti raloksifena su u formi glukuronida i sulfata (Jeong et al.,
2004). Ipak, najvec¢i deo per 0s unetog leka podleze glukuronidaciji pri ¢emu nastaju 6-p i 4 -p-
glukuronid, metaboliti raloksifena koji nemaju farmakolosko delovanje (Hochner-Celnikier,
1999; Kemp et al., 2002). Stvaranje glukuronida raloksifena odvija se posredstvom jetrenih i
intestinalnih izoformi enzima uridil-difosfat-glukuroniltransferaze, UGT1A1, UGTI1AS,
UGT1A9 i UGT1A10. U crevima se nalaze sve cetiri izoforme enzima UGT, dok u jetri
nedostaju UGTIA8 i UGT1A10, tako da veéi procenat glukuronida raloksifena nastaje u
crevima. UGT1Al i UGT1A8 stimulisu formiranje i 6-p i 4'-p-glukuronida, dok posredstvom
UGT1A10 nastaje samo 4" -f-glukuronid (Jeong et al., 2005; Mizuma, 2009; Trdan Lusin, 2011,
Trdan Lusin, 2012).

Volumen distribucije raloksifena iznosi 2,348 L/kg (Heringa, 2003; Snyder et al., 2000).

Preko 95% resorbovanog raloksifena i njegovih metabolita se vezuje za proteine plazme. Podaci
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istrazivanja ukazuju da, ukoliko se raloksifen primenjuje zajedno sa varfarinom, dolazi do
skracenja protrombinskog vremena za oko 10% (Eli Lilly and Company, 1997).

Poluvreme eliminacije raloksifena iznosi oko 32 sata. Najve¢i deo leka se eliminiSe
fecesom, a u urinu se mogu naci samo zanemarljive koli¢ine (Rang i sar., 2005; Scott et al.,
2000).

I kod ljudi i kod pacova glavni metabolicki put raloksifena je glukuronidacija i zbog toga
su pacovi dobar eksperimentalni model za ispitivanje farmakoloskih i farmakokinetskih osobina
raloksifena (Dalvie et al., 2008). Razlika u metabolizmu raloksifena kod ljudi i pacova je Sto se u
organizmu pacova raloksifen u najve¢em procentu metabolise do 6-p-glukuronida, dok je glavni

metabolit kod ljudi 4" -B-glukuronid (Dodge et al., 1997; Jeong et al., 2005).

1.3.  Apigenin
Flavonoidi spadaju u najvecu grupu biljnih polifenola. Po hemijskoj strukturi to su difenil

propanoidi. Flavonoidi se u voéu i povréu naj¢esce nalaze vezani za Secere, u obliku glikozida.
Veliki broj istraZzivanja je potvrdio antioksidantni potencijal flavonoida 1 njihovu sposobnost
vezivanja slobodnih kiseoni¢nih radikala. Postoje podaci da flavonoidi ispoljavaju
antiinflamatorno 1 antioksidativno dejstvo, kao i da imaju protektivan efekat u spre¢avanju
kardiovaskularnih bolesti i maligniteta, dok neke studije pokazuju odsustvo zastitnog uticaja
(Kumar and Pandey, 2013; Lefort and Blay, 2013; Patel D. et al., 2007; Ross and Kasum, 2002;

Shukla and Gupta, 2010).

Svetsko trziste dijetetskih suplemenata je procenjeno na vise od 151 milijardu dolara,
stoga ¢injenica da su flavonoidi ¢esto zastupljeni u biljnim i dijetetskim suplementima ukazuje

na ogroman finansijski znac¢aj njihove primene (BBC research, 2011; Patel IMA, 2008).
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Medu flavonoidima, po farmakoloSkom potencijalu izdvaja se apigenin (slika 3).
Apigenin je prirodni flavonoid, 4°,5,7 trihidroksi flavon, prisutan u velikom broju biljaka,
najces¢e u formi glikozidnog konjugata. Nakon unoSenja u organizam apigenin se u
intestinalnom traktu ¢oveka hidrolizuje delovanjem bakterijskih enzima (El Dib et al., 2014;

Hertog et al., 1995; Janssen et al., 1998; Patel D. et al., 2007).

OH O

Slika 3. Hemijska struktura apigenina

Biljke bogate apigeninom i drugim flavonoidima od davnina su KkoriS¢ene u
tradicionalnoj kineskoj medicini za leCenje razlicitih stanja, pa tako i oboljenja jetre. Rezultati
razli¢itih istrazivanja potvrduju hepatoprotektivno dejstvo apigenina. Kod eksperimentalnih
zivotinja je utvrdeno sniZenje aktivnosti serumskih transaminaza i spre¢avanje smanjenja nivoa
redukovanog glutationa kada su pored hepatotoksi¢nog agensa primale apigenin (Zheng et al.,
2005).

U ispitivanju na laboratorijskim zivotinjama ekstrakt biljke Markhamia platycaly, koja
sadrzi apigenin, pokazao je hepatoprotektivan efekat koji je uporediv sa efektima silimarina na
spreCavanje porasta jetrenih transaminaza. U istom ispitivanju navedeni ekstrakt je pokazao

antioksidativni efekat slican delovanju L-askorbinske kiseline (El Dib et al., 2016).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Dib%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24696422
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Dosadasnje studije ukazuju da postoje znacajne razlike u dnevnom unosu flavonoida u
razli¢itim delovima Sveta. Tako stanovnici Zapadne Evrope i SAD unose oko 13 mg flavonoida
dnevno, dok u pojedinim azijskim zemljama taj unos iznosi i do 64 mg/dan. Prema rezultatima
tih istrazivanja, ishrana bogata antioksidantnim flavonoidima u zna¢ajnoj meri smanjuje rizik od
nastanka ishemijske bolesti srca i njenih komplikacija (Hertog et al., 1995).

Apigenin podleze fazi II metabolizma u crevima i tako moze stupiti u klinicki znacajnu
interakciju sa raloksifenom, koji takode podleze konjugaciji u crevima (Liu and Hu, 2002;
Setchell et al., 2003). In vitro ispitivanja su pokazala da apigenin moze povecati biolosku
raspolozivost raloksifena ukoliko se apigenin i raloksifen primenjuju istovremeno (Jeong et al.,
2004). Dalja ispitivanja su pokazala da apigenin moze povecati bioraspolozivost raloksifena i in
vivo (Chen et al., 2010). To moze biti korisno ukoliko bi se ovakav efekat iskoristio za nove
formulacije raloksifena koje bi pokazale vecu bioraspolozivost i ve¢u efikasnost raloksifena. Sa
druge strane, ukoliko slucajno dode do interakcije apigenina i raloksifena kao posledica redovne
terapije raloksifenom i suplementacije apigeninom, moze do¢i i do potencijalno toksi¢nih efekata
raloksifena (Leszek et al., 2005).

S obzirom da je potencijal korisnih dejstava apigenina visok i da se radi o flavonoidu koji
je prisutan u svakodnevoj ishrani u naSoj sredini, a da jo§ uvek nedostaje dovoljan broj
kvalitetnih pretklinickih i klinickih studija, u ovom radu je ispitan uticaj apigenina na
bioraspolozivost raloksifena, uticaj na parametre hemostaze, kao i zastitni uticaj apigenina na
funkciju jetre i bubrega zivotinja izlozenih terapijskoj dozi raloksifena i toksi¢noj dozi

paracetamola.



Slobodan Gigov Doktorska disertacija

1.4.  Zuéne Kiseline

Zuéne kiseline i njihovi derivati promovisu prolazak lekova kroz bioloske membrane i
tako uti¢u na farmakokinetske osobine tih lekova (Stojancevic et al., 2013). One mogu poboljsati
resorpciju lekova u tankom crevu, kroz kozu, plu¢a, nazalnu i bukalnu sluzokozu (Mikov et al.,
2003). Sintetski derivati zu¢nih kiselina mogu olaksati prolazak lekova kroz krvno-mozdanu
barijeru (Mikov et al., 2004; Vasovi¢ et al., 2014; Lali¢-Popovi¢ et al., 2013).

Mehanizmi delovanja zu¢nih kiselina nisu u potpunosti utvrdeni, ali se smatra da one svoj
efekat ispoljavaju menjaju¢i mehanicke karakteristike same membrane, a da je solubilizirajuci
efekat manje znacajan (Yang et al., 2009). One povecavaju permeabilnost mukozne membrane
slabljenjem meducelijskih veza, ¢ime se potencira prolazak lekova paracelularnim putem.
Formiranjem micela sa hidrosolubilnim 1 slabo rastvorljivim lekovima Zuc¢ne kiseline povecavaju
njihovu rastvorljivost i transcelularni transport. Interakcijom sa membranskim lipidima i
proteinima zuéne kiseline mogu dodatno uticati na resorpciju lekova (Samstein et al., 2008;
Sayani and Chien, 1996). Zuéne kiseline, snizavanjem povrsinskog napona bioloskih membrana i
stimulacijom paracelularnog prolaza supstanci koje se nepotpuno resorbuju, takode mogu
znacajno uticati na biolosku raspolozivost lekova (Sayani and Chien, 1996).

Pored wuticaja na farmakokinetiku lekova, Zucne kiseline imaju odredene
farmakodinamske osobine, zbog ¢ega pretklinicke i klinicke studije ispituju bezbednost i
efikasnost njihove farmakoterapijske primene. Ovim studijama je potvrden hipoglikemijski i
hipolipidemijski efekat Zu¢nih kiselina, a ursodeoksiholna kiselina se koristi u leCenju oboljenja
jetre 1 zu¢nih puteva (Lefebvre et al., 2009; Stiehl et al., 1994).

U nekoliko in vivo studija potvrdeno je da soli zucnih kiselina mogu da povecaju
resorpciju i bioraspoloZzivost antibiotika kada su primenjeni zajedno u kombinaciji. Zahvaljujuci

ovom efektu antibiotici u kombinaciji sa Zu¢nim kiselinama uzrokuju manji poremecaj normalne

-8-
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crevne flore nego kada su sami primenjeni (Golocorbin-Kon et al., 2009; Mrestani et al., 2003;
Suvajdzic et al., 2015).

Natrijumova so deoksiholne kiseline (natrijum-deoksiholat) je izabrana za ovo ispitivanje
jer se ova zuc¢na kiselina Cesto koristi u razli¢itim formulacijama u kojima se pokazala kao dobar

promoter resorpcije (Samstein et al., 2008).

1.5. Oksidativni stres

Jetra je najveci organ u ljudskom organizmu, ¢ija je glavna uloga metabolizam hrane 1
lekova. Poremecaji funkcije jetre mogu biti uzrokovani autoimunim bolestima, virusnim
infekcijama, toksi¢nim supstancama, kao i znacajnim promenama u ishrani. TeZi oblici oStecenja
jetre mogu biti izazvani lekovima (paracetamol, doksorubicin, ciklosporin, izoniazid,
rifampicin), ali i drugim ksenobioticima, kao §to su etanol i ugljen tetrahlorid (Bhakuni et al.,
2016; Ingawale et al., 2014; Singh et al., 2015). Najvec¢i broj lekova u Sjedinjenim ameri¢kim
drZzavama nije dobio dozvolu za pusStanje u promet, ili je povucen sa trzita od strane Americke
agencija za hranu i lekove (Food and Drug Administration — FDA) upravo zbog utvrdene
hepatotoksi¢nosti tih lekova (Ostapowicz et al., 2002; Pandit et al., 2012).

Patofizioloska osnova hepatotoksicnosti izazvane lekovima nije do kraja razjaSnjena, ali
je poznato da je najceS$ce inicirana hepatotoksi¢énim metabolitima, koji nastaju u prvoj fazi
metabolizma lekova. Ovi metaboliti ¢esto uzrokuju inhibiciju mitohondrija i nagomilavanje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV) koje indukuju nastanak oksidativnog stresa. Oksidativni stres
predstavlja neravnotezu izmedu toksicnih efekata koje uzrokuju reaktivne kiseoni¢ne vrste i
odbrambene sposobnosti organizma da neutraliSe reaktivne intermedijere ili popravi/ukloni
nastala ostecenja. Oksidativni stres dovodi do oStecenja i smrti celija Sto moze uzrokovati

razlicita oboljenja jetre i bubrega (Gu and Manautou, 2012; Corsini and Bortolini, 2013).
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S obzirom da neki lekovi mogu biti hepatotoksic¢ni i1 kada se primenjuju u terapijskim
dozama neophodno je ispitati moguc¢nost smanjenja njihovog hepatotoksi¢nog potencijala ako bi
se primenjivali u formulacijama sa hepatoprotektivnim supstancama (Madrigal-Santillan et al.,
2014; Singh et al., 2015). Danas su to najc¢escée prirodni antioksidansi, naro€ito fitopreparati, koji
se sve vise koriste za prevenciju i terapiju oboljenja jetre. Gotovo polovina svih proizvoda koji se
koriste za terapiju oboljenja jetre su biljnog porekla, ili su derivati dobijeni iz biljaka (Raskovié¢
et al., 2014; Raskovi¢ et al., 2015; Zhang et al., 2013). Znacajno mesto u fitoterapiji oboljenja
jetre zauzimaju flavonoidi, koji se nalaze u velikom broju biljaka i ¢ine znacajne sastojke
svakodnevne ljudske ishrane. (Kumar and Pandey, 2013; Yao et al., 2004). Medu flavonoidima
se izdvaja apigenin, 4°,5,7-trihidroksi flavon, koji ima brojna farmakoloska svojstva, a pritom ne
ispoljava klinicki znacajnu toksi¢nost. Apigenin, koji je u znaCajnom procentu prisutan u
mnogobrojnim biljkama naseg podneblja, ima razli¢it terapijski potencijal kao antiinflamatorni,
antioksidantni i antikancerski agens (Lefort and Blay, 2013; Nabavi et al., 2015; Patel D. et al.,
2007). Smatra se da apigenin moze imati protektivnu ulogu i kod drugih bolesti uzrokovanih
oksidativnim procesima, kao §to su kardiovaskuarne i neurodegenerativne bolesti (Shukla and
Gupta, 2010). Medutim, hepatoprotektivna uloga apigenina nije dovoljno ispitana. Stoga je cilj
ovog istrazivanja da se utvrdi efikasnost apigenina u smanjenju osteCenja jetre izazvanog

toksi¢nom dozom paracetamola.

1.6. Znacaj ispitivanja

Osteoporoza je bolest misi¢no-kostanog sistema koja se danas leci razli¢itim grupama
lekova, medu kojima je i raloksifen. S obzirom na nisku bioraspolozivost raloksifena (2%) i
individualne razlike u bioraspolozivosti ovog leka, postoji potreba za novim formulacijama

raloksifena za peroralnu primenu. In vitro studije pokazuju da raloksifen i apigenin podlezu fazi

-10 -
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II metabolizma u crevima i da apigenin moze dovesti do smanjene konjugacije raloksifena in
vitro. Medutim, ne postoje podaci o interakciji izmedu raloksifena i apigenina in vivo. Takode,
prema dostupnoj literaturi, ne postoje podaci o interakciji izmedu raloksifena i zu¢nih kiselina,
koje su poznate kao promoteri resorpcije lekova.

Stoga bi nova formulacija raloksifena u kombinaciji sa apigeninom i natrijum —
deoksiholnom kiselinom mogla doprineti vecoj bioraspolozivosti raloksifena i efikasnosti
terapije osteoporoze.

Veliki broj ispitivanja je potvrdio antiinflamatorno, antioksidantno i antikancersko
delovanje apigenina, ali nema dovoljno podataka o njegovim hepatoprotektivnim efektima. lako
se apigenin u visokom procentu nalazi u vocéu, za¢inskom i lekovitom bilju koje svakodnevno
unosimo, apigenin se ne nalazi u doziranim farmaceutskim oblicima (npr. kapsulama) niti su
zdravstveni radnici dovoljno upoznati sa farmakoloskim potencijalom ovog flavonoida. Potvrda
hepatoprotektivnog dejstva apigenina bi mogla dovesti do njegove racionalnije upotrebe u

prevenciji i terapiji oboljenja jetre.

-11-
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2. CILJISTRAZIVANJA

Ci]j istrazivanja je bio da se primenom odgovarajuc¢ih metoda ispita:

1. Uticaj apigenina i natrijum-deoksiholata na biolosku raspolozivost raloksifena kod
pacova

2. Uticaj apigenina i natrijum-deoksiholata na hematoloSke i parametre pokazatelje funkcije
jetre i bubrega u serumu eksperimentalnih zivotinja tretiranih terapijskom dozom
raloksifena

3. Uticaj apigenina na vrednosti parametara oksidativnog stresa u homogenatu jetre i na
histoloSke promene u jetri eksperimentalnih Zivotinja izloZenih oksidativhom stresu

primenom paracetamola
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3. RADNE HIPOTEZE

Na osnovu prethodno definisanih ciljeva istrazivanja postavljene su sledec¢e hipoteze:

1. Primena apigenina i natrijum-deoksiholata u kombinaciji sa raloksifenom znacajno
povecava biolosku raspolozivost raloksifena

2. Apigenin i natrijum-deoksiholat u kombinaciji sa raloksifenom ne dovode do poremecaja
hemostaze, kao ni pokazatelja funkcije jetre i bubrega u serumu eksperimentalnih
zivotinja

3. Apigenin spre¢ava poremecaje izazvane oksidativnim stresom indukovanim toksi¢nom

dozome paracetamola.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Ispitivanje je radeno u junu i septembru 2014. godine, na Katedri za farmakologiju,
toksikologiju i klini¢ku farmakologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.
Ispitivanje je sprovedeno na polno zrelim, belim laboratorijskim pacovima soja Wistar, muskog
pola, telesne mase 200-350 grama, odgajanih na farmi za eksperimentalne Zivotinje
Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Laboratorijske Zivotinje su boravile u Ehret Uni-
Protect ormanima za ¢uvanje laboratorijskih zivotinja, pod standardnim uslovima na Katedri za
farmakologiju, toksikologiju i klinicku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu
(slike 4 i 5). Zivotinje su uvane na prose¢noj temperaturi 20-25°C, bile su izloZene smeni dana i
noc¢i u trajanju od po 12 ¢asova i bio im je omoguéen slobodan pristup vodi i hrani. Briga o
zivotinjama 1 sve eksperimentalne procedure su sprovodene u skladu sa etickim nacelima rada sa
laboratorijskim Zivotinjama. Izvodenje ogleda je odobrila Eticka komisija Univerziteta u Novom

Sadu dajuéi svoju saglasnost za plan ovog ispitivanja.

Slike 4. i 5. Ehret Uni-Protect ormani za ¢uvanje laboratorijskih Zivotinja na Katedri za

farmakologiju, toksikologiju i klini¢ku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu
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4.2.  Supstance koriS¢ene u eksperimentima

U eksperimentima su koriS¢ene sledece supstance:

raloksifen (Raloxifene hydrochloride, Sigma-Aldrich, Nemacka)

deoksiholna kiselina (Deoxycholic acid, Sigma Chemicals Co, St Louis, SAD)
apigenin (4,5, 7-trinydroxyflavone, Alfa Aesar GmbH&Co0.KG, Nemacka)
paracetamol (Acetaminophen, Sigma-Aldrich, Nemacka)

fizioloski rastvor (Natrii chloridi infundibile 0,9% 500 ml, Hemofarm, Srbija)
uretan (Urethan, Sigma Chemicals Co, St Louis, SAD)

YV V. V V V V

Pre primene, raloksifen, apigenin i natrijum-deoksiholat su prethodno rastvoreni u
fizioloSkom rastvoru na temperaturi 70°C u ultrazvu¢nom kupatilu i zatim rashladeni na 37°C
(Choi et al., 2013; Forouzandeha et al., 2013).

Doza raloksifena preracunata je iz terapijske dnevne doze za Coveka (60mg), pomocu
Clarc-ove formule koja se koristi za odredivanje doza za laboratorijsko-eksperimentalne
zivotinje (Jakovljevi¢, 2006). S obzirom da je na osnovu formule izra¢unata doza od 5,59 mg/kg,
u eksperimentu je zbog potencijalnih gubitaka prilikom rastvaranja raloksifena koriS¢ena doza od

6 mg/kg.

ekvivalent na doza za ¢oveka (mg/kg)
3/masa zvotinje (kg) / masa oveka (Kg)

Doza raloksifena za pacove (mg/kg)= = 5,59 mg/kg

(Formula 1)

Doza apigenina koja je primenjivana tokom 7 dana jednom dnevno iznosila je 10 mg/kg
(Chen et al., 2010).
Doza deoksiholne kiseline koja je primenjivana tokom 7 dana jednom dnevno iznosila je

4 mg/kg.
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4.3.  Tretman i podela eksperimentalnih grupa

Za ispitivanje uticaja apigenina i natrijum-deoksiholata na bioraspolozivost raloksifena u
krvi pacova, odredivanje koli¢ine raloksifena u urinu i fecesu, kao i na ispitivanje uticaja na

biohemijske parametre i hemostazu, Zivotinje su metodom sluc¢ajnog izbora podeljene u sledece

grupe:

1. Kontrolna (K), koja je tokom 7 dana per 0s, pomocu gastricne sonde, tretirana

fizioloskim rastvorom, 10 ml/kg

2. Eksperimentalna (RAL p.o.), pretretirana tokom 7 dana fizioloSkim rastvorom, a potom,
24 sata pre zrtvovanja, gastricnom sondom tretirana per os raloksifenom, u dozi od 6

mg/kg telesne mase (terapijska doza raloksifena)

3. Eksperimentalna (RAL i.v.), pretretirana tokom 7 dana fizioloskim rastvorom, a potom

24 sata pre zrtvovanja, tretirana intravenski raloksifenom, u dozi od 6 mg/kg telesne mase

4. Eksperimentalna (RAL p.o. + ZK), pretretirana tokom 7 dana natrijum-deoksiholatom (4
mg/kg), a potom, 24 sata pre zrtvovanja, pomocu gastriéne sonde tretirana per o0s

raloksifenom, u dozi od 6 mg/kg telesne mase

5. Eksperimentalna (RAL i.v. + ZK), pretretirana tokom 7 dana natrijum-deoksiholatom (4
mg/kg), a potom, 24 sata pre zrtvovanja, tretirana intravenski raloksifenom, u dozi od 6

mg/kg telesne mase

6. Eksperimentalna, (RAL p.o. + ZK + API), pretretirana tokom 7 dana natrijum-

deoksiholatom (4 mg/kg) i apigeninom (10 mg/kg) per os, a potom, 24 sata pre
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Zrtvovanja, pomocu gastri¢ne sonde tretirana per os raloksifenom, u dozi od 6 mg/kg

telesne mase

7. Eksperimentalna, (RAL iv. + ZK + API), pretretirana tokom 7 dana natrijum-
deoksiholatom (4 mg/kg) i apigeninom (10 mg/kg) per os, a potom, 24 sata pre

Zrtvovanja, tretirana intravenski raloksifenom, u dozi od 6 mg/kg telesne mase

8. Eksperimentalna, (RAL p.o. + API), pretretirana tokom 7 dana apigeninom (10 mg/kg)
per 0s, a potom, 24 sata pre zrtvovanja, gastricnom sondom tretirana per os raloksifenom,

u dozi od 6 mg/kg telesne mase

9. Eksperimentalna, (RAL i.v. + API), pretretirana tokom 7 dana apigeninom (10 mg/kg)
per 0s, a potom, 24 sata pre Zrtvovanja, tretirana intravenski raloksifenom, u dozi od 6

mg/kg telesne mase

10. Eksperimentalna (RALnron), Qrupa Zivotinja koja je tokom 14 dana tretirana
raloksifenom per os, u dnevnoj dozi od 6 mg/kg telesne mase, kojom je ispitivan uticaja

hroni¢ne primene raloksifena na biohemijske parametre i parametre hemostaze.

U svakoj grupi je bilo po 6 Zivotinja.

Za ispitivanje uticaja apigenina na biohemijske parametre u serumu pacova, uticaja na
enzime oksidativnog stresa, kao i patohistoloske promene u jetri pacova izazvane primenom

toksi¢ne doze paracetamola, zivotinje su metodom slu¢ajnog izbora podeljene u slede¢e grupe:

1. Kontrola, koja je tokom 6 dana per 0s, pomocu gastri¢ne sonde, pretretirana fizioloskim

rastvorom, 10 ml/kg, (K)
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2. Eksperimentalna (PAR), pretretirana tokom 6 dana fizioloskim rastvorom rastvorom, a
potom, 24 sata pre zrtvovanja, tretirana gastricnom sondom paracetamolom, per os, u

dozi od 600 mg/kg telesne mase (toksi¢na doza)

3. Eksperimentalna, (API), pretretirana tokom 6 dana apigeninom, 10 mg/kg telesne mase,

per os

4. Eksperimentalna, (PAR + API), pretretirana tokom 6 dana apigeninom, 10 mg/kg, per os,
a potom, 24 sata pre zrtvovanja, tretirana gastricnom sondom paracetamolom, per os, u

dozi od 600 mg/kg telesne mase (toksi¢na doza)

U svakoj grupi je bilo po 6 zivotinja.

Pacovima je neposredno pre zrtvovanja aplikovan uretan intraperitonealnom injekcijom,
zrtvovanje je izvrSeno kardiopunkcijom, dobijena krv je koriS¢ena za odredivanje biohemijskih
parametara, a uzorci jetre su Cuvani za kasnije odredivanje enzima oksidativnog stresa i

patohistoloska ispitivanja.

4.4. Farmakokineti¢ka ispitivanja

4.4.1. Prikupljanje uzoraka krvi

Uzorkovanje krvi kod zivotinja u svakoj grupi zapoceto je neposredno pre aplikacije
raloksifena, bilo aplikovanog intravenski, bilo oralno. Prvi uzorak, koji je uzet neposredno pre
aplikacije raloksifena bio je nulti uzorak krvi (0). Kod svake grupe vreme uzorkovanja Krvi
mereno je od momenta aplikacije raloksifena. Uzorkovano je ukupno 14 uzoraka krvi po

zivotinji. Uzorci su uzimani u 0 (pre aplikacije raloksifena), 15, 30, 45, 60, 90, 120. minutu i
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zatim nakon 3, 4, 6, 8, 10, 12 i 24 sata od pocetka uzorkovanja, zbog relativno dugog

poluvremena eliminacije raloksifena kod pacova, koje iznosi 13,5 ¢asova (Chen et al., 2010).

Slika 6. Imobilizacioni metabolicki kavezi za pacove

Nakon aplikacije raloksifena Zivotinje su bile stavljene u imobilizacione metabolicke
kaveze za pacove (slika 6). Repovi su potopljeni u posudu sa toplom vodom kako bi se izazvala
hiperemija. Zatim su repovi posus$eni papirnim ubrusom, namazani vazelinom i masirani u svrhu
izazivanja dodatne hiperemije. Potom je, na vrhu repa, lancetom napravljena perforaciju na kozi i

u adekvatno obelezenu mikroepruvetu iz repne vene pacova uzorkovano 200 uL krvi (slika 7).
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Slika 7. Uzorkovanje krvi iz repne vene pacova u mikroepruvetu
Uzorkovanje krvi kod kontrolnih grupa zivotinja izvrSeno je kardiopunkcijom. Krv je

uzorkovana u pravilno obelezene epruvete do iskrvarenja.

Slika 8. Centrifuga
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Potom su uzorci krvi centrifugirani 10 minuta na 6000 obr/min (slika 8). Nakon
centrifugiranja supernatant je pipetiran i prenet u nove, pravilno obelezene mikroepruvete. Do
momenta analiticke obrade uzorci su odlozeni i ¢uvani u obelezenim mikroepruvetama u

zamrzivacu na temperaturi od -2°C.

4.4.2. Prikupljanje uzoraka urina

Uzorkovanje urina kod Zivotinja u svim grupama zapoceto je neposredno nakon
aplikacije raloksifena. Zivotinje od kojih je uzorkovan urin stavljene su u metaboli¢ke kaveze sa

separatorom za urin i feces u trajanju od 24 ¢asa (Slika 9). Za vreme boravka u metabolickim

kavezima Zivotinje su imale slobodan pristup vodi i hrani (slika 10).

Slika 9. Separator za urin i feces Slika 10. Posuda sa hranom i vodom

Nakon stavljanja eksperimentalne zivotinje u metabolicki kavez, iz kiveta koje su
namenjene za sakupljanje urina uzeta je celokupna koli¢ina urina u prvih 6 sati, izmedu Sestog |
dvanaestog sata i izmedu dvanaestog i dvadesetCetvrtog sata od pocetka sakupljanja urina i
ostavljena u prethodno izmerene i adekvatno obelezene epruvete (slika 11). Vrednost mase
prazne epruvete oduzeta je od vrednosti mase pune epruvete i na taj nacin dobijena ukupna

koli¢ina urina koju je jedan pacov dao u Sestom, dvanaestom i dvadestecetvrtom satu.
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Do momenta analiti¢ke obrade, urin je bio odloZen u obelezenim epruvetama u zamrzivac

i ¢uvan je na temperaturi od -2°C.

Slika 11. Izmerene i obeleZene epruvete za sakupljanje urina i fecesa

4.4.3. Prikupljanje uzoraka fecesa

Uzorkovanje fecesa kod zivotinja u svim grupama zapoceto je neposredno nakon
aplikacije raloksifena. Zivotinje od kojih je uzorkovan feces stavljene su u metabolicke kaveze sa
separatorom za urin i feces u trajanju od 24 €asa. Za vreme boravka u metaboli¢kim kavezima
zivotinje su imale slobodan pristup vodi i hrani. Nakon stavljanja eksperimentalne Zivotinje u
metabolicki kavez, iz kiveta koje su namenjene za sakupljanje fecesa uzeta je celokupna koli¢ina
fecesa u prvih 6 sati, izmedu Sestog i dvanaestog sata i izmedu dvanaestog i dvadesetéetvrtog
sata od pocetka sakupljanja fecesa, izmerena njegova masa i ostavljena u adekvatno obelezene
epruvete (slika 11).

Do momenta analiticke obrade, feces je bio odlozen u obeleZzenim epruvetama u
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zamrziva¢ 1 ¢uvan na temperature od -2°C. Neposredno pre analiticke obrade celokupna masa
fecesa je homogenizovana sa 4 puta ve¢im volumenom destilovane vode i na taj nacin je dobijen

5 puta razblazen homogenat fecesa. Ova ¢injenica je uzeta u obzir kod tumacenja rezultata.

4.4.4. Odredivanje farmakokineti¢kih parametara

Odredivani su slede¢i farmakokineticki parametri:

Az (1/min) — konstanta eliminacije

t12 (min) — poluvreme eliminacije

Ciast (ng/ml) — koncentracija ispitivane supstance u poslednjoj tacki merenja
AUC (min-pg/ml) — povrsina ispod krive (PIK)

Vd (ml/kg) — volumen distribucije

CL (ml/min/kg) — klirens

vV VvV VYV VvV ¥V V VY

MRT (min) — srednje retenciono vreme

4.4.5. Metoda za odredivanje koncentracije raloksifena

Odredivanje koncentracije raloksifena je vrSeno koriS¢enjem tecne hromatografije

kuplovane sa masenim spektrometrom (LCQ Fleet, Thermo Scientific).

LC-MS metod za odredivanje koncentracije raloksifena u uzorcima seruma, urina i
fecesa

Odredivanje koncentracije raloksifena vrseno je na LC-MS uredaju po ranije
publikovanoj metodi (Kumar et al., 2009). Isti hromatografski uslovi su kori§¢eni za odredivanje
koncentracije leka u serumu, urinu 1 u fecesu. Hromatografsko razdvajanje je vrSeno na
temperaturi od 30°C na Hypersil GOLD koloni (100mm x 3mm i.d., 3 um) sa odgovaraju¢om
pretkolonom (Agilent Technologies, USA). Radena je gradijentna elucija gde je mobilnu fazu A

¢inila voda LC-MS ¢istoce sa 0,1% formicne kiseline, a mobilnu fazu B ¢inio acetonitril sa 0,1%
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formicne kiseline. Udeo faza prema vremenskim intervalima se menjao kao $to je prikazano u
tabeli 1. Protok mobilne faze iznosio je 0.5 ml/min. Injekcioni volumen iznosio je 10 pl.

Maseni spektri snimani su pomo¢u LCQ Fleet™ Ion Trap Mass Spectrometer (Termo
Fischer Scientific, Germany), sa ESI (electron spray ionization) izvorom, ion trap masenim
detektorom u pozitivnom modu snimanja. Podaci su prikupljani i obradivani pomoc¢u Xcalibur
software (Thermofisher Scientific Corporation, ver 2.0.7., 2007).

Parametri rada LCQ Fleet masenog spektrometra bili su:
e temperature ion transfer tube 350 °C,
e sheat gas flow (azot) of 32.00,

e auxilary gas flow (helium) of 8.0.

Joni koji su praceni su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. Udeo faza u toku gradijentne elucije

Vreme [min] Faza A Faza B
0,0 80 20
6,0 20 80
6,2 80 20
7,5 80 20

Tabela 2. Mase jona koji su praceni na detektoru

Jedinjenje Raloksifen Raloksifen-4-glukuronid* | Raloksifen-6-glukoronid*
Parent m/z 474,2 650,2 650,2
Produkt m/z 112,1 112,0 112,0
Energija sudara 28 40 40

*uredaj je bio podesen samo da prati ove jone, za njih nije radena kalibracija
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Kalibracija LC-MS uredaja za odredivanje koncentracije raloksifena u serumu

Standardni osnovni rastvor raloksifena koncentracije 1 mg/ml dobijen je odmeravanjem 1
mg raloksifena u ependorfu i dodavanjem 1 ml metanola. 1z standardnog osnovnog rastvora je
dobijena serija kontrolnih uzoraka u metanolu i serija spajkovanih uzoraka u serumu.

Serum pacova koji nije tretiran lekom je spajkovan pri ¢emu je radena serija rastvora.
Nakon meS$anja standarda i seruma u svakoj tacki je radeno vorteksovanje 30 sekundi. Dobijena
je kalibraciona kriva sa 6 tacaka.

Spajkovani uzorak u serumu je dalje tretiran kao i uzorci eksperimentalnih Zivotinja,
odnosno uzimano je 75 pl spajkovanog uzorka i prebacivano u mikroepruvetu. Potom je dodato
25 pl metanola i 150ul acetonitrila i smesa je homogenizovana 30 sekundi na vorteksu. Nakon
homogenizacije uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3500 obr/s. Na uredaj LC-MS je
injektovano 10 pl supernatanta. Radena je i serija rastvora u metanolu koja je sluzila kao
kontrola spajkovanim uzorcima i pripremana je na isti nacin.

Pri navedenim uslovima metod je specifican (poredenje blank plazme i spajkovanog
uzorka), utvrdeno je retenciono vreme 5,1 minut.

Metod je linearan u rasponu od 0,07-6 pg/ml (R?=0,9722).

Recovery je raden poredenjem povrSine pika spajkovanih uzoraka sa povrSinama pika
kontrolnih uzoraka iste koncentracije tretiranih na isti na¢in. Dobijen je recovery od 95.33+7.12.

Ta¢nost (ACC) je odredena kao bliskost izmedu izmerene i stvarne vrednosti
koncentracija koja je trebala biti postignuta. Ponavljano je injektovanje sa po tri merenja za
koncentracije 0,075, 1,75 i 6 pg/ml (Tabela 3). Za svaki nivo koncentracije pripremana su po tri

odvojena uzorka. Ta¢nost je racunata pomoc¢u Formule 2.

100 x (Csrednje — Cizmereno)
Cizmereno

ACC(%) = (Formula 2)
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ACC (accuracy) predstavlja vrednost ta¢nosti, Csrednje j& Srednja vrednost tri merenja za
svaki nivo koncentracije i Cizmereno je izmerena pojedinacna koncentracija za svaki nivo
koncentracije.

Preciznost je raCunata kao procenat relativne standardne devijacije (RSD%) za
koncentraciju 0,075 i 1,75 pg/ml koje su injektovane 10 puta iz istog uzorka (Tabela 3), a za
izracunavanje je koris¢ena Formula 3.

100 x SD

RSD(%) = — (Formula3)

RSD je relativna standardna devijacija, SD je standardna devijacija i X je srednja
vrednost ponovljenih 10 merenja za jedan nivo koncentracije.

Standardi za odredivanje preciznosti i tacnosti su praceni u tri uzastopna dana i dobijeni
rezultati su prikazani u Tabeli 3.

Limit detekcije (LOD) je odreden kada je odnos signala i Suma iznosio 1:3 i iznosio je
0.002 pg/ml. Limit kvantifikacije (LOQ) je odreden kada je odnos signal-Sum iznosio 1:10 i
iznosio je 0.03 pug/ml. U Tabeli 3. i Grafikonu 1. su prikazani rezultati kalibracije sa spajkovanim
uzorcima seruma.

Tabela 3. Rezultati validacije LC-MS metoda.

Koncentracije
u uzorcima Tacnost Preciznost
seruma (%ACC) (%RSD)
[ng/ml]
Unutar dana Izmedu dana Unutar dana Izmedu dana
6 4,11-7,02 5,9-11,12 1,2-3,2 1,01-5,2

1,75 7,99-9,01 8,01-12,02 1,8-4,0 1,02-5,7
0,075 13,08-14,88 12,89-15,45
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Grafikon 1. Zavisnost povrsine pika od koncentracije raloksifena u serumu.

Kalibracija LC-MS uredaja za odredivanje koncentracije raloksifena u urinu

Standardni osnovni rastvor raloksifena koncentracije 1 mg/ml dobijen je odmeravanjem 1
mg raloksifena u ependorfu i dodavanjem 1 ml metanola. 1z standardnog osnovnog rastvora je
radena serija kontrolnih uzoraka u metanolu i serija spajkovanih uzoraka u urinu.

Urin pacova koji nije tretiran lekom je spajkovan pri ¢emu je radena serija rastvora.
Nakon mes$anja standarda i urina u svakoj tacki je radeno vorteksovanje 30 sekundi. Dobijena je
kalibraciona kriva sa 6 tacaka.

Spajkovani uzorak u urinu je dalje tretiran kao i uzorci eksperimentalnih Zivotinja,
odnosno uzimano je 75 pl spajkovanog uzorka i prebacivano u mikroepruvetu. Potom je dodato
25pl metanola i 150l acetonitrila i smesa je homogenizovana 30 sekundi na vorteksu. Nakon

homogenizacije uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3500 obr/s. Na uredaj LC-MS je
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injektovano 10 pl supernatanta. Radena je i serija rastvora u metanolu koja je sluzila kao
kontrola spajkovanim uzorcima u urinu i pripremana je na isti nacin.

Pri navedenim uslovima metod je specifi¢an (poredenje blank urina i spajkovanog uzorka
urina), utvrdeno je retenciono vreme 4,6 minuta.

Metod je linearan u rasponu od 0,04-6,6 pg/ml (R?>=0,9989).

Recovery je raden poredenjem povrSine pika spajkovanih uzoraka sa povrSinama pika
kontrolnih uzoraka iste koncentracije tretiranih na isti nacin. Dobijen je recovery od 90,12+8,11.

Tacnost je odredena kao bliskost izmedu izmerene i stvarne vrednosti koncentracija koja
je trebala biti postignuta. Ponavljano je injektovanje sa po tri merenja za koncentracije 0,075,
1,751 6 pg/ml (Tabela 4).

Preciznost je raCunata kao procenat relativne standardne devijacije (RSD%) za
koncentraciju 0,075 i 1,75 pg/ml koje su injektovane 10 puta iz istog uzorka (Tabela 4), a za
izracunavanje je koris¢ena Formula 3.

Standardi za odredivanje preciznosti i tacnosti su praceni U tri uzastopna dana i dobijeni
rezultati su prikazani u Tabeli 4.

Limit detekcije (LOD) je odreden kada je odnos signala i Suma iznosio 1:3 1 iznosio je
0,007 pg/ml. Limit kvantifikacije (LOQ) je odreden kada je odnos signal-Sum iznosio 1:10 i
iznosio je 0,035 pg/ml.

U Tabeli 4. i na Grafikonu 2. su prikazani rezultati kalibracije sa spajkovanim uzorcima

urina.
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Tabela 4. Rezultati validacije LC-MS metoda.

Koncentracije y .
U LUzorcima Taénost Preciznost
0, 0,
urina [pug/ml] (%ACC) (%RSD)
Unutar dana Izmedu dana Unutar dana | Izmedu dana
6 7,08-10,33 9,9-12.43 1,8-4,1 2,2-6,8
1,75 8,13-8,13 9,01-15,03 2,7-3,8 2,2-5,1
0,075 12,07-17,22 15,75-18,22
90000
20000 y=11711x+198,1
% 70000 R*=0,998
’3 60000
£ 50000
& 40000
£ 30000
E 20000
10000
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00

Koncentracija raloksifena u urinu [ug/ml]

Grafikon 2. Zavisnost povrsine pika od koncentracije raloksifena u urinu.

Kalibracija LC-MS uredaja za odredivanje koncentracije raloksifena u fecesu

Standardni osnovni rastvor raloksifena koncentracije 1 mg/ml dobijen je odmeravanjem 1

mg raloksifena u ependorfu i dodavanjem 1 ml metanola. 1z standardnog osnovnog rastvora je

radena serija kontrolnih uzoraka u metanolu i serija spajkovanih uzoraka u fecesu.
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Feces pacova koji nije tretiran lekom je spajkovan pri ¢emu je radena serija rastvora.
Nakon mesanja standarda i homogenata fecesa u svakoj tacki je radeno vorteksovanje 30
sekundi. Dobijena je kalibraciona kriva sa 6 tacaka.

Homogenat fecesa je raden merenjem 1 g fecesa i dodavanjem 4 ml destilovane vode.
Masa je homogenizovana u homogenizatoru a zatim prenoSena u staklene koni¢ne epruvete.
Epruvete su centrifugirane 5 minuta na 3500 obr/s a supernatan je dalje koriSten za spajkovanje.
Spajkovani uzorak homogenata fecesa je dalje tretiran kao i uzorci eksperimentalnih Zivotinja
odnosno uzimano je 75 pl spajkovanog uzorka i prebacivano u mikroepruvetu. Potom je dodato
25pl metanola i 150ul acetonitrila i smesa je homogenizovana 30s na vorteksu. Nakon
homogenizacije uzorci su centrifugirani 10 minuta na 3500 obr/s. Na uredaj LC-MS je
injektovano 10 pl supernatanta. Pre odredivanja koncentracije raloksifena u fecesu dobijene
vrednosti koncentracije homogenata su mnozene sa 5.

Radena je i serija rastvora u metanolu koja je sluzila kao kontrola spajkovanim uzorcima
u homogenatu fecesa i pripremana je na isti nacin.

Pri navedenim uslovima metod je specifi¢an (poredenje blank urina i spajkovanog uzorka
fecesa) utvrdeno je retenciono vreme 4,9 minuta.

Metod je linearan u rasponu od 0,17-6,6 pg/ml (R?=0,983).

Recovery je raden poredenjem povrSine pika spajkovanih uzoraka sa povrSinama pika

kontrolnih uzoraka iste koncentracije tretiranih na isti nacin. Dobijen je recovery od 85,11+7,03.

Tacnost je odredena kao bliskost izmedu izmerene i stvarne vrednosti koncentracija koja
je trebala biti postignuta. Ponavljano je injektovanje sa po tri merenja za koncentracije 0,075,

1,751 6 pg/ml (Tabela 5).
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Preciznost je raCunata kao procenat relativne standradne devijacije (RSD%) za
koncentracije 0,075 i 1,75 pg/ml koje su injektovane 10 puta iz istog uzorka (Tabela 5) a za
izraCunavanje je kori$¢ena Formula 3.

Standardi za odredivanje preciznosti i tacnosti su praceni U tri uzastopna dana i dobijeni
rezultati su prikazani u Tabeli 5.

Limit detekcije (LOD) je odreden kada je odnos signala i Suma iznosio 1:3 i iznosio je
0,05 pg/ml. Limit kvantifikacije (LOQ) je odreden kada je odnos signal-Sum iznosio 1:10 i
iznosio je 0,1 pg/ml (Krishna RD, 2014).

U Tabeli 5 i na Grafikonu 3. su prikazani rezultati kalibracije sa spajkovanim uzorcima

fecesa.

Tabela 5. Rezultati validacije LC-MS metode.

Koncentracije
u uzorcima Tacénost Preciznost
homogenata (%ACC) (%RSD)
[ng/ml]
Unutar dana Izmedu dana Unutar dana Izmedu dana
6 6,43-9,88 7,83-13,12 1,9-3,3 2,6-5,1
1,75 8,97-11,85 7,99-14,99 3,4-5,6 2,4-6,2
0,075 15,02-18,13 16,02-19,05
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Grafikon 3. Zavisnosti povrsine pika od koncentracije raloksifena u fecesu

4.4.6. FarmakokinetiCka analiza

Program WinNonLin (version 5.1., SCI software, Pharsight Corporation, Garz, NC, USA,
2005) je koris¢en za ra¢unanje farmakokinetskih parametara iz podataka koncentracija-vreme.
Koris¢ena je nekompartmanska analiza. Maksimalna koncentracija (Cmax) | Vreme potrebno za
postizanje maksimalne koncentracije (fmax) su dobijeni direktno iz podataka. Pocetna
koncentracija leka nakon i.v. davanja (Co) je dobijena ekstrapolacijom krive koncentracija-vreme
na y—osu.

Ukupna povrsina ispod krive koncentracija-vreme do merenog vremena (AUCo.y) |
ekstrapoliranog vremena u beskonacnost (AUCo.») je izraCunata koriS€enjem trapezoidalnog
metoda (Formula 4 i 5). Koreliranjem vrednosti koncentracija-vreme sa vremenom dobija se
kriva prvog momenta gde se trapezoidalnim metodom moZze izraCunati povrSina ispod krive

prvog momenta (AUMC) (Formula 6).

t
AUC, , = [C,*dt (min-pg/mi) (Formula 4)
0
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t Co
AUC, . =[C, P = j C,, *dt (min-pg/ml) (Formula 5)
0

Z

t
AUMC,, = thpt *dt (min?-ug/ml) (Formula 6)
0

Cypt je koncentracija u vremenu t, a dt je diferencijalna razlika vremena.
Konstanta eliminacije (A;) se dobija iz poslednjih tacaka krive u sistemu InCp-vreme i
odreduje se linearnom regresijom, odnosno konstanta eliminacije je nagib prave u logaritamskom

sistemu (Formula 7).

AInC

= "L (1/min) (Formula 7)

Poluvreme eliminacije (t12) je raGunato preko konstante eliminacije A; (Formula 8):

In(2)

t,= D (min) (Formula 8)

z
Srednje vreme zadrZavanja leka u organizmu (MRT) je raCunato preko povrsine ispod

krive AUC, na osnovu Formule 9:

AUMC
MRT = ————% (mj
AUC, (min) (Formula 9)

Ukupan klirens leka (CL) je izracunat preko Formule 10:

cl=_Dom I/min/kg) (Formula 10
AUC, . (ml/min/kg) (Formula 10)

Volumen distribucije (Vd) je odreden koriS¢enjem date doze leka i izraCunate AUC o
(Formula 11):

Vd—ﬂ I/kg) (F la 11l
AUC,  *4 (ml/kg) (Formula 11)

z
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Statisticka analiza farmakokineti¢kih parametara

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (sr.vred+SD).
Statisticka poredenja izmedu grupa eksperimentalnih Zivotinja koje su primale raloksifen kao i
grupa pretretiranih natrijum-deoksiholatom i/ili apigeninom su radene testom analize varijanse
(ANOVA). Razlike su smatrane statisti¢ki znacajnim ako je p<0,05. Statisticke analize su radene

koris$¢enjem programa SPSS (version 17, Systat Software Inc., San Jose, CA).

4.5. Biohemijska i toksikoloska ispitivanja

U serumu laboratorijskih Zivotinja je odredivana koncentracija jetrenih enzima - aspartat
aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP), gama-
glutamil transferaze (GGT) i direktnog bilirubina u cilju pracenja funkcije jetre, a odredivana je i
koncentracija uree, kreatinina i mokra¢ne Kiseline, pokazatelja bubrezne funkcije. Sve analize su
radene prema standardnim spektrofotometrijskim metodama na automatskom sistemu za

hemijske analize Olympus AU 400 (Hamburg, Nemacka).

45.1. Odredivanje koncentracije aspartat aminotransferaze (AST)

Kataliticka koncentracija aspartat aminotransferaze u serumu Zzivotinja je merena
metodom IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine). U
reakciji transaminacije, izmedu L-aspartata i 2-ketoglutarata nastaje oksalacetat. Oksalacetat u
sledecoj, indikatorskoj reakciji, katalizovanoj od strane malat dehidrogenaze, oksiduje NADH. U
ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u indikatorskoj reakciji je proporcionalna

koncentraciji AST (Majki¢-Singh i sar., 1995; Spasi¢ i sar., 2003).
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4.5.2. Odredivanje koncentracije alanin aminotransferaze (ALT)

Kataliticka koncentracija alanin aminotransferaze u serumu zivotinja je merena metodom
IFCC. U reakciji transaminacije, izmedu L-alanina i 2-oksoglutarata nastaje piruvat. Piruvat u
sledec¢oj, indikatorskoj reakciji, katalizovanoj od strane laktat dehidrogenaze, oksiduje NADH. U
ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u indikatorskoj reakciji je proporcionalna

koncentraciji ALT (Majki¢-Singh i sar., 1995; Spasi¢ i sar., 2003).

4.5.3. Odredivanje koncentracije alkalne fosfataze (ALP)

Kataliticka koncentracija alkaline fosfataze u serumu zivotinja je merena metodom IFCC.
Supstrat za odredivanje aktivnosti ALP je 4-nitrofenil-fosfat ¢ijim se razlaganjem dobija 4-
nitrofenol. Ovo jedinjenje u uslovima reakcije (pH 9,2) prelazi u 4-nitrofenoksidni jon koji je u
hinoidnom obliku intenzivno Zuto obojen sa maksimumom apsorbancije na 405 nm. Zbog toga
brzina enzimske reakcije moze da se prati direktno fotometrijskim merenjem, a metode koje se
zasnivaju na ovom principu su brojne i razlikuju se po temperaturi na kojoj se reakcija odvija,
vrsti i koncentraciji pufera, pH vrednosti, koncentraciji dodatog Mg2+ i zapremini uzorka (Dean,

2002).

45.4. Odredivanje gama-glutamil transferaze (GGT)

Kataliticka koncentracija gama-glutamil transferaze u serumu Zivotinja je merena
metodom IFCC. Odredivanje nivoa gama-glutamil transferaze (GGT) u serumu vr$i se
spektrofotometrijski, "point of care" (POCT), na 37°C. Supstrat je L-y-glutamil-3-karboksi-4-

nitroanilid, akceptor je glicil-glicin.
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Princip metode:
Serumska GGT katalizuje reakciju izmedu L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilida i glicil-
glicina. U reakciji nastaje 3-karboksi-4-nitroanilin. Promena apsorbancija se meri na 405 nm na

temperaturi 37°C i proporcionalna je aktivnosti enzima GGT (Persijn and Van der Slik, 1976).

4.5.5. Odredivanje direktnog bilirubina

Koncentracija direktnog bilirubina je odredivana kolorimetrijskom DPD metodom, koja
je zasnovana na reakciji bilirubina i 2,5 dihlorofenildiazonium soli, pri ¢emu nastaje
azobilirubinski kompleks. Prilikom odredivanja direktnog bilirubina, serum Zivotinja se prvo
zakiseli s razblazenom HCI 1 zatim izmeSa s diazotovanom sulfanilnom kiselinom pri ¢emu
nastaje azobilirubin. U odsustvu akceleratora, kofein benzoata, reaguju samo konjugovani oblici
bilirubina, reakcija se zaustavlja dodatkom rastvora askorbinske kiseline, a zatim se smesi dodaje
alkalni rastvor tartarata i alikvot reagensa kofeina. Kofein dodat na kraju pomera pik
apsorbancije od 585 na 598 nm. Intenzitet plave boje se meri na 598 nm (Landis and Pardue,

1978).

4.5.6. Odredivanje koncentracije uree

Koncentracija uree u serumu Zzivotinja je odredivana metodom GLDH-UV. U prvoj
reakciji urea, pod uticajem enzima ureaze, hidrolizuje na amonijak i ugljen-dioksid. U
indikatorskoj reakciji formirani amonijumovi joni reaguju sa a-ketoglutaratom, u reakciji
katalizovanoj od strane glutamat dehidrogenaze (GLDH), gde istovremeno dolazi do oksidacije
NADH. Smanjenje koncentracije NADH je direktno proporcionalno sa koncentracijom uree u

uzorku (Spasic i sar., 2003).
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45.7. Odredivanje koncentracije mokraéne Kiseline

Koncentracija mokraéne kiseline u serumu je odredena enzimskom metodom pomocu N-

metil-N-(4-aminofenil)-3-metoksianilin reagensa (Jeliki¢ Stankov et al., 2003).

4.5.8. Odredivanje koncentracije kreatinina

Koncentracija kreatinina u serumu zivotinja je odredivana metodom Jaffe. U reakciji
kreatinina sa alkalnim pikratom nastaje Janovski kompleks, koji je crvenonarandzaste boje.

Merenjem apsorbancije je odredena koncentracija kreatinina (Spasi¢ i sar, 2003).

4.6. Odredivanje uticaja natrijum-deoksiholata i apigenina na parametre hemostaze kod

eksperimentalnih Zivotinja tretiranih terapijskom dozom raloksifena

Kao S$to je ranije receno, venska tromboembolija je najozbiljnije nezeljeno dejstvo
raloksifena. Raloksifen je kontraindikovan kod veé postojece tromboembolijske bolesti (Rang i
sar., 2005; Ugresi¢ i sar., 2011). Stoga je u ovom radu ispitivan uticaj natrijum-deoksiholata i

apigenina na parametre hemostaze kod zivotinja izlozenih terapijskoj dozi raloksifena.

4.6.1. Odredivanje aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (APTT)

Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme (APTT) predstavlja globalni “skrining”
postupak (Kamal et al., 2007; Leung, 2006) koji se primarno koristi za evaluaciju abnormalnosti
koagulacije unutrasnjeg puta, a takode moze da detektuje teske funkcionalne deficijencije faktora
I, V, X ili fibrinogena. APTT se takode koristi za pracenje efikasnosti terapije heparinom kod
koga je produzeno vreme koagulacije u zavisnosti od nivoa heparina. Kod pacijenata Kkoji
uzimaju oralne antikoagulanse, nivoi cirkuliSuc¢ih faktora II, VII, IX i X su sniZeni, i stoga se
ocekuje da APTT moze da bude produzeno (Bates et al., 2001; Eikelboom and Hirsh, 2006;
Hirsh and Raschke, 2004; Olson et al., 1998).

Princip metode:
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Faktori unutra$njeg koagulacionog sistema se aktiviraju inkubacijom plazme sa
optimalnom Kkoli¢inom fosfolipida i povrSinskog aktivatora. Dodatkom jona kalcijuma se
zapocinje koagulacioni proces i posle toga se meri vreme stvaranja ugruska. Rezultati su
prikazani u sekundama (sec) i kao odnos (R) izmedu vremena stvaranja ugruska ispitivanog

uzorka 1 vremena stvaranja ugruska kod normalne humane plazme.

4.6.2. Odredivanje protrombinskog vremena (PT)

Protrombinsko vreme mereno Tromborel® S reagensom predstavlja brz, osetljiv
“skrining” test poremecaja u okviru spoljasnjeg puta koagulacije (faktori Il, V, VII i X). Zbog
svoje visoke osetljivosti za ove faktore koagulacije Tromborel® S reagens je posebno podesan za
uvodenje i pracenje oralne antikoagulantne terapije, za dijagnozu genetski uzrokovanih i ste¢enih
deficijencija faktora koagulacije spoljasnjeg puta koagulacije i proveru sposobnosti sinteze jetre
u hepati¢nim poremecajima (Ansell et al., 2008; Poller, 1998; Quick et al., 1935).

Tromborel® S reagens sadrzi liofilizovan humani placentalni tromboplastin (< 60 g/L),
kalcijum hlorid (oko 1,5 g/L) i stabilizatore.

Princip metode:

Proces koagulacije zapocinje inkubacijom plazme sa optimalnom Kkoli¢inom
tromboplastina i kalcijuma. Posle toga se meri vreme potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska.
Rezultati su prikazani u sekundama i kao procenat u odnosu na normalne vrednosti

protrombinskog vremena kod ljudi.

4.6.3. Odredivanje fibrinogena

Nivo fibrinogena u plazmi moze biti povisen ili snizen. SniZeni nivoi fibrinogena nadeni

su u stecenoj i kongenitalnoj hipofibrinogenemiji ili afibrinogenemiji.
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Stanja stecene deficijencije fibrinogena nastaju posebno kao rezultat intravaskularne
proteolize fibrinogena trombinom, zmijskim otrovom ili plazminom. Osim toga, do umerenih
hipofibrinogenemija moze do¢i u slu¢aju smanjene produkcije, gubitaka u intravaskularnom
prostoru ili povecane degradacije fibrinogena. Privremeno povecéanje nivoa fibrinogena nadeno
je kao rezultat ponaSanja fibrinogena kao proteina akutne faze kod:

» tranzitorne hiperfibrinogenemije, koja se javlja posle operacija, trauma, infarkta miokarda

i infekcija (Cooper and Douglas, 1991) i

» perzistentne hiperfibrinogenemije, koja se javlja kod pacijenata sa neoplazmama i
hroni¢nim inflamatornim oboljenjima.

Do neznatnog povecanja fibrinogena dolazi sa godinama. PoviSeni nivoi fibrinogena
predstavljaju faktor rizika za kardiovaskularna oboljenja (Cook and Ubben, 1990).

Princip metode (modifikovana metoda po Clauss-u):

U citratnoj plazmi dolazi do koagulacije pri velikom visku trombina S obzirom da se
fibrinogen prevodi u fibrin, pri ¢emu nastaje ugrusak. Vreme koagulacije je obrnuto srazmerno
kolic¢ini fibrinogena u uzorku.

Uzorcima krvi dodat je natrijum-citrat kao antikoagulans, nakon c¢ega su uzorci
centrifugirani na 2500 obrtaja u trajanju od 15 minuta. Nivo fibrinogena je odreden po Clauss
metodi pomocu komercijalnih kitova Instrumentation Laboratory (IL, Milan, Italija) i
koagulometra ACL 9000 (IL, Milan, Italija) (Medi¢-Stojanoska et al., 2014; Palareti and

Maccaferri, 1990).

4.6.4. Odredivanje fibrin degradacionih produkata u plazmi

Prilikom razgradnje ugruska nastaju razli¢iti produkti, od kojih je jedan D-dimer. lako

nije specifi¢an marker tromboze, D-dimer se u kombinaciji sa drugim klinickim podacima koristi
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za iskljuCivanje prisustva duboke venske tromboze ili pluéne embolije, kao i za procenu
verovatno¢e ponovnog nastajanja ugruska (Gavrilovi¢, 2012; Petrovi¢ i sar., 2002).

D-dimer sadrzi neo-epitop koji se formira unakrsnim vezivanjem susednih D domena s
faktorom Xllla. Tako nastali epitop prepoznaju antiserumi koji se koriste u klinickim
ispitivanjima (Dempfle, 2005). Innovance* D-DIMER test se koristi za kvantitativno odredivanje
fibrin degradacionih produkata u humanoj plazmi. Reagens sadrzi polistirenske Cestice
kovalentno vezane za monoklonska antitela (MA-8D3, IL, Milan, Italija) koja aglutiniraju kada
se mesaju sa uzorcima koji sadrze D-dimer. Struktura ovog molekula je stereosimetri¢na $to
uslovljava da se epitop za monoklonsko antitelo pojavljuje dva puta. Ovo ima za posledicu da je
jedno antitelo dovoljno da zapoé¢ne reakciju aglutinacije, dolazi do zamucenja, $to se detektuje

turbidimetrijski (Medi¢-Stojanoska et al., 2014; Righini et al., 2008).

4.7.  Invivo ispitivanje antioksidativne aktivnosti apigenina

Za in vivo ispitivanje antioksidativne aktivnosti apigenina koris¢en je paracetamol u
toksi¢noj dozi od 600 mg/kg telesne mase. Paracetamol je prethodno rastvoren u fizioloskom
rastvoru na temperaturi 70°C i pre primene rashladen na 37°C, a zatim, 30 minuta nakon
poslednje doze apigenina, rastvor paracetamola je aplikovan per 0s gastricnom sondom.
Dvadeset cetiri sata nakon primene rastvora paracetamola zivotinje su uvedene u anesteziju
pomocu rastvora uretana (0,75 mg/kg) 1 zrtvovane kardiopunkcijom, u cilju uzimanja uzoraka
krvi i jetre za dalja ispitivanja.

Homogenat jetre pripremljen je tako Sto se 1 g tkiva jetre homogenizovao sa TRIS-HCI
puferom (pH=7,4), u odnosu 1:3, na temperaturi od 4°C. Za homogenizaciju je koris¢en
homogenizator tipa B. Braun, Potter S (Melsungen, Nemacka). Tokom homogenizacije, posuda
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homogenizatora je bila sve vreme uronjena u usitnjeni led, kako bi se zaustavila aktivnost
enzima i kako usled povecane temperature usled trenja pri homogenizaciji ne bi doslo do
denaturacije proteina.
Za spektrofotometrijsko odredivanje parametara oksidativnog stresa u pripremljenom
homogenatu tkiva jetre koriséen je spektrofotometar Agilent 8453 (Santa Clara, USA).
Odredivani su sledeci parametri:
» intenzitet lipidne peroksidacije (LPx), izmeren je na osnovu koncentracije sekundarnog
produkta lipidne peroksidacije, malondialdehida (MDA);
» aktivnost katalaze (CAT);
» aktivnost enzima glutation reduktaze (GR);

» aktivnost enzima glutation peroksidaze (GPx).

Za odredivanje svih navedenih parametara neophodno je bilo prvo odrediti koncentraciju

proteina u uzorcima.

4.7.1. Odredivanje koncentracije proteina

Odredivanje koncentracije proteina u grubom homogenatu jetre i citosolnim frakcijama
jetre vrSeno je biuretskom metodom koja se zasniva na reakciji peptidne veze sa jonima bakra u
alkalnoj sredini, pri ¢emu se stvara ljubicasto obojeni kompleks. Intenzitet obojenja je srazmeran
koncentraciji proteina i meri se na 540 nm (Niketi¢, 2007; Robinson and Hogden, 1940).
Odredivanje koncentracije proteina je izvedeno pomocéu komercijalnog kit-a firme Sentinel
Diagnostic (Milan, Italija), prema uputstvima proizvodaca.

Reakciona smesa je pripremljena na sledec¢i nacin:

U 1 ml reagensa (6 mmol CuSO4, 6 mmol KI, 0,75 mmol NaOH, pH >10) dodato je 0,01 ml

uzorka. U slepu probu je umesto uzorka dodato 0,01 ml destilovane vode, a u standard 0,01 ml
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rastvora standarda (6g/dl). Reakciona smeSa je dobro pomesSana i nakon 15 min merene su
apsorbance standarda (AS) i uzorka (AU), normalizovane u odnosu na slepu probu.
Izracunavanje koncentracije proteina (Cpr):

(AS/AU) x 6 = g ukupnih proteina / dl uzorka

4.7.2. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Metoda se zasniva na reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) sa malonaldehidom (MDA) iz
uzoraka, koji nastaje u procesu lipidne peroksidacije, odnosno kada reaktivne kiseoni¢ne vrste
razgraduju polinezasi¢ene masne kiseline iz ¢elijskih membrana. MDA je prihvaceni pokazatelj
lipidne peroksidacije koji se koristi u evaluaciji oksidativnog stresa. U uslovima visoke
temperature 1 u kiseloj sredini MDA ucestvuje u reakciji nukleofilne adicije sa TBA, pri ¢emu
nastaje konjugat crvene boje koji ima maksimum apsorpcije monohromatske svetlosti na talasnoj

duzini od 535nm (Guéraud et al., 2010).

Reakciona smesa je pripremljena na sledec¢i nacin:

100-500 ul uzorka grubog homogenata jetre je pomeSano sa 1 ml rastvora smesSe
tiobarbiturne kiseline (0,375% w/v) 1 trihlorsir¢etne kiseline (15% w/v) u 0,25 M
hlorovodoni¢noj kiselini (HCI), zatim izmeSano vorteksovanjem i1 zagrevano na vodenom
kupatilu 15 minuta na 90°C. Nakon zagrevanja epruvete su hladene na ledu 5 minuta, a zatim
centrifugirane 10 minuta na 10.000 obrtaja/minuti. Koncentracija MDA je odredena iz
supernatanta spektrofotometrijski na 535 nm uz TCA-TBA-HCI reagens kao slepu probu, prema
slede¢oj formuli:

(AAuz — AAsp) x Vrs x10

C (MDA) =
( ) 1,56 x Vuz x Cpr

pri ¢emu je:

-42 -



Slobodan Gigov Doktorska disertacija

AAsp — srednja promena apsorbance slepe probe,

AAuz — srednja promena apsorbance uzorka u minuti,

Cpr — koncentracija proteina u uzorku (mg/ml),

Vs — zapremina reakcione smese (ml),

Vuz — zapremina uzorka (ml).

Molarni apsorpcioni koeficijent za konjugat MDA-TBA iznosi 1,56 -10° Mcm™.

Koncentracija MDA je izrazena u nmol/mg proteina (Guéraud et al., 2010).

4.7.3. Odredivanje specifi¢ne aktivnosti katalaze (CAT)

Metoda se sastoji u spektrofotometrijskom pracenju brzine razgradnje vodonik-peroksida
u prisustvu katalaze na 240 nm.

Reakciona smesa se priprema na slede¢i nacin:

0,05 M fosfatni pufer (pH=7,0) podesen je sa 30 % vodonik-peroksidom tako da
apsorbanca slepe probe na 240 nm bude 0,525-0,550. U 1,5 ml podeSenog rastvora H202 u
fosfatnom puferu dodato je 10 pl uzorka nakon ¢ega odmah zapocinje reakcija. Pad apsorbance
je prac¢en na 240 nm tokom tri minuta na temperaturi od 25 °C.

Izracunavanje:

(AAuz — AAsp) x Vs x1000
43,6 x Vuz x Cpr

spec.aktivnost CAT =

pri cemu je:

AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti,
AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe,

Cpr - koncentracija proteina u uzorku (mg/ml),

V/rs - zapremina reakcione smese (ml),
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Vuz - zapremina uzorka (ml).
Specifi¢na aktivnost CAT se izrazava u jedinicama aktivnosti na mg proteina (Aebi and

Catalase, 1974).

4.7.4. Odredivanje specificne aktivnosti glutation reduktaze (GR)

Metoda se zasniva na pracenju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u kojoj enzim
katalizuje redukciju oksidovanog (GSSG) u redukovani glutation (GSH).

Reakciona smeSa se priprema na sledec¢i nacin:

U spektrofotometrijsku kivetu sipano je 0,2 ml fosfatnog pufera (0,5 M, pH=7,4), 0,035
ml oksidovanog glutationa GSSG (2 mM), 0,035 ml uzorka i vode do 1 ml. Reakcija otpocinje
dodatkom 0,035 ml NADPH (0,1 mM). Optimalna temperatura reakcije bila je 37°C. Pratila se
promena apsorbance u toku 3 minuta, a aktivnost se izracunavala pomoc¢u jednacine:

(AAuz — AAsp) x Vrs x 1000
6,22 xVuz x Cpr

spec.aktivnost GR =

pri ¢emu je:

AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti,

AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe,

Cpr - koncentracija proteina u uzorku (mg/ml),

Vs - zapremina reakcione smese (ml),

Vuz - zapremina uzorka (ml).

Aktivnost GR se 1zraZava u specificnim jedinicama aktivnosti na mg proteina. Specifi¢na
jedinica aktivnosti je definisana kao broj nmol NADPH oksidovanih u minuti po mg proteina

(Glatzle et al., 1974).
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4.7.5. Odredivanje specifi¢ne aktivnosti glutation peroksidaze (GPX)

Glutation peroksidaza kataliSe redukciju organskog peroksida uz nastajanje oksidovanog
glutationa, GSSG. GSSG se ponovo redukuje do glutationa (GSH) uz NADPH (kao donora
redukcionih ekvivalenata), a reakciju kataliSe enzim glutation reduktaza (GR). Aktivnost GPx se
prati spektrofotometrijski, indirektno, pracenjem pada apsorbance na 340 nm koja poti¢e od
NADPH.

Reakciona smesa se priprema na sledeci nacin:

U spektrofotometrijsku epruvetu sipano je 0,5 ml destilovane vode, 0,1 ml rastvora
redukovanog glutationa (10° M), 0,2 ml rastvora NADPH (0,2 mM u 1% NaHCOs3), 0,035 ml
EDTA (1 mM), 0,1 ml fosfatnog pufera (0,5 M, pH=7,0), 0,035 ml t-butilhidroperoksida (0,03
M) i 50 pl uzorka. Smesa je inkubirana 10 min na 37°C, nakon ¢ega reakcija pocinje dodavanjem
20 ul GR (10 U/mg proteina). Apsorbanca je o¢itavana na 340 nm u toku 3 min. U slepu probu je
umesto GR dodato 1,7 ul destilovane vode.

Izracunavanje:

(AAuz — AAsp) x Vs x1000
6,22 x Vuz x Cpr

spec.aktivnost GPx =

pri ¢emu je:

AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti,

AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe,

Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml],

Vrs - zapremina reakcione smese [ml],

Vuz - zapremina uzorka [ml].

Specifi¢na aktivnost GPx se izrazava kao broj nmol NADPH oksidovanih po minuti po

mg proteina (Paglia and Valentine, 1967).
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4.8. Patohistoloska ispitivanja

Nakon zrtvovanja i kompletne obdukcije, iseéci tkiva jetre su izdvojeni i fiksirani u
Bujenovom fiksativu na 4°C tokom 24h (slika 12). Potom je izvrSena dehidratacija tkiva rastu¢im
koncentracijama izopropanola, kalupljenje u parafin i seCenje na rotacionom mikrotomu marke
Leica pri debljini od S5Sum. Od uzoraka tkiva jetre uzet je po jedan presek organa svake ispitivane

jedinke. Tkivo jetre je bojeno standardnom hematoksilin i eozin metodom (LaloSevi¢ i sar.,

2005).

Slike 12. 1 13. Uzorci jetre za patohistoloska ispitivanja

4.9.  Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada rezultata dobijenih tokom ispitivanja uradena je pomocu statistickog
programa SPSS (version 21, Systat Software Inc., San Jose, CA). Kao mera centralne tendencije
koris¢ena je aritmeti¢ka sredina (X), a mera varijabiliteta izmedu podataka je predstavljena
standardnom devijacijom (SD), odnosno standardnom greskom srednje vrednosti (Standard Error
of Mean Value, SEM). Studentovim t-testom za male nezavisne uzorke analizirana je statisticka
znacajnost razlika izmedu ispitivanih grupa, odnosno analizom varijanse sa jednim promenljivim

faktorom (ANOVA). Post hoc testiranje nakon ANOVA-e uradeno je Tukey-evim metodom.
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Sve statisticke hipoteze su testirane na nivou statisticke znacajnosti (alfa nivo) od 0,05,
odnosno statisticki znacajne su smatrane vrednosti p<0,05.

Rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki.

-47 -



Slobodan Gigov Doktorska disertacija

5. REZULTATI

5.1. Farmakokinetska ispitivanja

Odredivana je koncentracija raloksifena u plazmi, urinu i fecesu.

5.1.1. Odredivanje koncentracije raloksifena u plazmi nakon intravenske primene

Koncentracije raloksifena u plazmi nakon intravenske primene raloksifena (RAL; 6
mg/kg, i.v.) kod laboratorijskih pacova sa i bez pretretmana natrijum-deoksiholatom (ZK; 4
mg/kg, p.o.) i apigeninom (API; 10 mg/kg, p.o.) su prikazane na Grafikonu 4. Farmakokinetski

parametri raloksifena kod eksperimentalnih Zivotinja su prikazani u Tabeli 6.

1,4

1,2

—— 2-IV-RAL
------ 4-|V-RAL+ZK
,,,,,,,,,,, 7_|V_RAL+AP|

- =% = 5-|V-RAL+ZK+API

koncentracija raloxifena u plazmi [ug/ml]

’ R
02 Ml -:\t s ¢-F... F
BT ~---...I 1
; e Y Y ""I S 1

0] 6 12 18 24
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Grafikon 4. Koncentracije raloksifena u plazmi sa i bez pretretmana natrijum-

deoksiholatom (ZK) i apigeninom (API) nakon intravenske primene raloksifena
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Koncentracija raloksifena je merena u 15, 30, 45, 60, 90, 120. minutu, zatim na 3, 4, 6, 8,
10, 12 i 24 casa od trenutka aplikacije leka. Nakon jednokratne intravenske primene pocetna
koncentracija leka je maksimalna (100%) u odnosu na unetu dozu.

Na Grafikonu 4. moze se primetiti da su u grupi tretiranoj samo raloksifenom
koncentracije leka bile znacajno vece u odnosu na grupe koje su pretretirane natrijum-
deoksiholatom i apigeninom. Nakon tre¢eg sata u grupi 2 (RAL i.v.) je doslo do povecanja
koncentracije leka u krvi. Nakon Sestog sata koncentracija raloksifena u grupi 2 je naglo pala, te
nakon osmog sata koncentracija raloksifena u ovoj grupi nije bila detektibilna. 1 u ostalim
eksperimentalnim grupama je doslo do povecéanja koncentracije raloksifena (izmedu drugog i
Cetvrtog sata), pri ¢emu je to poveéanje bilo manje u odnosu na grupu 2 (RAL i.v.).

U grupi tretiranoj kombinacijom natrijum-deoksiholata i raloksifena koncentracije
raloksifena su bile vrlo niske tokom celog intervala od 24 Casa, a ve¢ u 15. minutu (prvom
merenju nakon aplikacije raloksifena) doslo je do naglog pada koncentracije raloksifena u
poredenju sa grupom tretiranom samo raloksifenom.

Koncentracije raloksifena u grupi 7, koja je bila pretretirana apigeninom, u prvih 6 sati
nakon aplikacije leka bile su nize u odnosu na grupu koja je dobijala samo raloksifen, ali
znadajno vise u odnosu na grupu 4 (RAL i.v.+ZK) koja je dobijala kombinaciju natrijum-
deoksiholata i raloksifena. Nakon Sestog sata u grupi 7 (RAL i.v.+API) koncentracija raloksifena
je znatno sporije opadala u odnosu na grupu 2 (RAL i.v.), te su u grupi 7 relativno visoke

koncentracije raloksifena izmerene sve do kraja merenja (24h).

-49-



Slobodan Gigov

Doktorska disertacija

Tabela 6. Farmakokinetski parametri raloksifena nakon intravenske aplikacije raloksifena

(6 mg/kg) eksperimentalnim zivotinjama Sa i bez pretretmana sa natrijum-deoksiholatom i

apigeninom. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

Farmakokinetski Grupa 2 Grupa 4 Grupa 5 Grupa 7
parametri RAL i.v. RALiv. +ZK RAL i.v. + ZK + API RAL i.v. + API
2z (1/min) 0,011+0,004 0,00230,0014* 0,0025:+0,0009* 0,0026:+0,0008*
tuz (min) 78.49+54,82 428 31+262,63* 296 46+74,64 288,09+75,00
Clast (ug/ml) 0.82+0,27 0,056:+0,017* 0,480, 24 0,225+0.108*
AUC 0-t 193.51+76.90 14,91+6,86* 293 34+78.72 152.90+109 57
(min*pg/ml)
AUC 0-c0 213.26+57.86 29 82+15 81* 260,91:+98, 24 177.44+137.81
(min*pg/ml)
vd (mifkg) | 1.152,87+845,61 | 33.066,07+7.934,48* |  2.480,18+463,98° | 3.822,79+1.584,84"
CL (mI/min/kg) 10,36+3.85 70.88+36,25* 6,42+3 10 9.95+4 65~
MRT (min) 177,31:+40,46 613,02+352,36* 616,68+156,74* 546,40+204.31

*1<0,05 u odnosu na grupu koja je dobijala raloksifen i.v.

X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu natrijum-deoksiholatom i raloksifenom

# p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu natrijum-deoksiholatom, apigeninom i raloksifenom

Konstanta eliminacije (Az) je bila statisticki znacajno veca u grupama 4, 5 i 7 u odnosu na

grupu tretiranu samo raloksifenom, p<0,05.

Poluvreme eliminacije (ti2) je bilo produzeno u grupama 4, 5 i 7 u odnosu na grupu

tretiranu raloksifenom. Razlika je bila statisticki zna¢ajna samo u grupi tretiranoj kombinacijom

natrijum-deoksiholata i raloksifena u odnosu na grupu tretiranu raloksifenom, p<0,05.

Poslednja merljiva koncentracija raloksifena (Clast) je bila statisticki znacajno niza u

grupama 4, 5 1 7 u poredenju sa grupom 2, koja je dobijala samo raloksifen, p<0,05.
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Povrsina ispod krive (AUC) je bila znacajno niza u grupi pretretiranoj natrijum-
deoksiholatom u odnosu na ostale eksperimentalne grupe, p<0,05, dok medu ostalim grupama
nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u ovom parametru.

Volumen distribucije (Vd) je statisti¢ki znadajno povecan u grupi 4 (RAL i.v. + ZK) u
odnosu na grupu koja je dobijala samo raloksifen intravenski, p<0,05. Volumen distribucije je u
grupi 4 bio gotovo 29 puta veéi od volumena distribucije u grupi 2 (RAL i.v.), u grupi 5 je bio
oko 2 puta veci, a u grupi 7 oko 3,5 puta veci u odnosu na grupu 2.

Klirens (CL) je statisti¢ki zna¢ajno poveéan u grupi 4 (RAL i.v. + ZK), gotovo 7 puta
veéi u odnosu na grupu koja je dobijala samo raloksifen intravenski, p<0,05. U grupama 51 7
klirens je bio priblizan klirensu u grupi 2. S obzirom da je klirens direktno proporcionalan
konstanti eliminacije i volumenu distribucije (CL = Az - Vd), o¢ekivano je da je klirens zna¢ajno
povecan u grupi 4, jer je u toj grupi volumen distribucije poveéan gotovo 29 puta u odnosu na
grupu 2, dok je vrednost konstante eliminacije u grupi 4 oko 5 puta manja nego u grupi 2.

Srednje vreme zadrzavanja (MRT — mean residence time) je statisticki znacajno
produzeno u grupama pretretiranim natrijum-deoksiholatom i kombinacijom natrijum-
deoksiholata i apigenina, u poredenju sa grupom Zivotinja koje je tretirana samo raloksifenom

intravenski, p<0,05.

5.1.2. Odredivanje koncentracije raloksifena u plazmi nakon peroralne primene

U grupama zivotinja koje su tretirane raloksifenom per os vrednosti koncentracija
raloksifena su bile ispod limita detekcije, osim kod jednog pacova u grupi 8, koja je tretirana

kombinacijom apigenina i raloksifena.

-51-



Slobodan Gigov Doktorska disertacija

0,060
0,050
0,040
0,030
0,020

0,010

0,000

Koncentracijaraloxifena u serumu
[ug/mi]

0] 6 12 18 24

Vreme [h]
Grafikon 5. Koncentracija raloksifena u serumu pacova pretretiranog apigeninom, kojem

je aplikovana terapijska doza raloksifena per os.

Na grafikonu 5 je prikazana koncentracija raloksifena u serumu pacova pretretiranog
apigeninom, kojem je raloksifen dat per os. Nakon drugog sata od primene raloksifena kriva koja
pokazuje koncentraciju raloksifena u zavisnosti od vremena je vrlo slicna krivi koncentracije
leka nakon intravenske primene raloksifena u grupi pretretiranoj apigeninom (grafikon 4).
Primecuje se blagi porast koncentracije raloksifena nakon Cetvrtog sata od primene raloksifena i

spori pad koncentracije raloksifena nakon osmog sata od pocetka merenja.
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5.1.3. Odredivanje koli¢ine raloksifena u urinu
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Grafikon 6. Koli¢ina (masa) raloksifena u urinu izrazena u mikrogramima, Sa i bez
pretretmana natrijum-deoksiholatom (ZK) i apigeninom (API) u periodu od 3, 6, 12 i 24 h nakon

intravenske primene raloksifena.

0,450
0,400
0,350
0,300
0,250 —— 1-PO-RAL
0,200 —=— 3-PO-RAL+ZK

0,150 —b— 6-PO-RAL+ZK+API

masa raloxifena [ug]

—<— 8-PO-RAL+API
0,100

0,050

0,000
0 6 12 18 24

Vreme [h]

Grafikon 7. Koli¢ina (masa) raloksifena u urinu izrazena u mikrogramima, sa i bez
pretretmana natrijum-deoksiholatom (ZK) i apigeninom (API) u periodu od 3, 6, 12 i 24 h nakon

peroralne primene raloksifena.
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Tabela 7. Ukupna Koli¢ina raloksifena u urinu prikupljenog u intervalu od 24 ¢asa
izrazena kao procenat (%) od primenjene doze raloksifena, nakon intravenske i peroralne
primene raloksifena eksperimentalnim zivotinjama, Sa i bez pretretmana natrijum-deoksiholatom
I apigeninom. Podaci su prikazani kao srednja vrednost * standardna devijacija.

Grupa Zivotinja RAL RAL + ZK RAL + ZK + API RAL + APl
Intravenski (i.v.) | 0,007+0,0017 0,032+0,042 0,004+0,002 0,014+0,015
Peroralno (p.o.) 0,003+0,003 0,007+0,002 0,006+0,004 0,006+0,005

*1<0,05 u odnosu na grupu koja je dobijala raloksifen
X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu natrijum-deoksiholatom i raloksifenom

# p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu natrijum-deoksiholatom, apigeninom i raloksifenom

U urinu su detektovane vrlo male koli¢ine raloksifena. Statisti¢ki nije bilo znacajnih

razlika u koli¢ini raloksifena izmedu grupa.

Kada se uporede srednje vrednosti koli¢ina raloksifena u urinu u razliitim grupama,

primecuje se da je natrijum-deoksiholat imao najveci uticaj na povecanje koli¢ine raloksifena u

urinu pri intravenskoj primeni raloksifena.

Apigenin je doveo do povecanja koli¢ine raloksifena u urinu, koja je bilo manje izrazeno

nego u grupi pretretiranoj natrijum-deoksiholatom.

U grupi pretretiranoj kombinacijom natrijum-deoksiholatom i apigeninom koli¢ina urina

je bila pribliZna koli¢ini urina u grupi koja je dobijala samo raloksifen.
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5.1.4. Odredivanje koli¢ine raloksifena u fecesu
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Grafikon 8. Koli¢ina (masa) raloksifena u fecesu izrazena u mikrogramima, sa i bez
pretretmana natrijum-deoksiholatom (ZK) i apigeninom (API) u periodu od 3, 6, 12 i 24 h nakon

intravenske primene raloksifena.
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Grafikon 9. Koli¢ina (masa) raloksifena u fecesu izrazena u mikrogramima, sa i bez
pretretmana natrijum-deoksiholatom (ZK) i apigeninom (API) u periodu od 3, 6, 12 i 24 h nakon
peroralne primene raloksifena
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Tabela 8. Ukupna koli¢ina raloksifena u fecesu prikupljenog u intervalu od 24 casa

izrazena kao procenat (%) od primenjene doze raloksifena, nakon intravenske i peroralne

aplikacije raloksifena eksperimentalnim Zzivotinjama,

sa 1 bez pretretmana natrijum-

deoksiholatom i apigeninom. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

Grupa Zivotinja RAL RAL + ZK RAL + ZK + API RAL + API
Intravenski (i.v.) 0,336+0,075 0,463+0,422 0,813+1,006 0,696+0,457
Peroralno (p.o.) 0,505+0,602 1,555+0,915 4,611+2,310* 2,124+1,954

*1<0,05 u odnosu na grupu koja je dobijala raloksifen
X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu natrijum-deoksiholatom i raloksifenom

# p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu natrijum-deoksiholatom, apigeninom i raloksifenom

U fecesu su izmerene vece koliCine raloksifena nego u urinu. Koli¢ina raloksifena u
fecesu je bila ve¢a nakon peroralnog davanja nego nakon intravenske primene leka.

Pretretman natrijum-deoksiholatom i apigeninom je doveo do povecanja koli¢ine
raloksifena u fecesu, i nakon intravenske i nakon peroralne primene raloksifena.

U grupama zivotinja pretretiranih kombinacijom natrijum-deoksiholata i apigenina
(RAL+ZK+API) koli¢ina raloksifena u fecesu je bila najveéa. Grupa Zivotinja koja je
pretretirana natrijum-deoksiholatom i apigeninom i kojoj je raloksifen primenjen per os imala
statistiCki znaCajno povecanje koli¢ine raloksifena u fecesu u odnosu na grupu tretiranu samo

raloksifenom per os, kao i u odnosu na sve grupe koje su dobijale raloksifen intravenski, p<0,05.
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5.2.

Biohemijska i toksikoloska ispitivanja

5.2.1. Uticaj natrijum-deoksiholata i apigenina na biohemijske parametre u

serumu nakon primene terapijske doze raloksifena

Tabela 9. Aktivnost alkalne fosfataze, alanin i aspartat transaminaze, gama-glutamil

transferaze (ALP, AST, ALT, GGT, U/l, x£SD) u serumu pacova tretiranih terapijskom dozom

raloksifena per os.

Kontrola i} RAL p.o. + ZK
RAL p.o. RAL p.o. +ZK RAL p.o. + API RALHRroN
(K) + AP
ALP | 272.82492.71 | 299.33+38.00 | 187.00+45.67* | 212.67+52.67% 318.33£20.22 369.67+£66.33
ALT | 41.82+16.78 50.33+3.00 43.33+5.33% 21.00+9.33** 37.33+4.56% 56.83+7.50
AST | 105.83+20.50 | 112.50+12.17 | 177.50+72.17 | 86.00+30.33** 141.67+21.89** 99.67+7.33
GGT 0.73+0.40 0.50+£0.50 0.83+0.28 0,17+0.28* 1,00+0.00% 0,50£0.50

*p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu koja je dobijala fizioloski rastvor

X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i raloksifenom

Aktivnost alkalne fosfataze (ALP) i alanin transaminaze (ALT) u serumu pacova

tretiranih  kombinacijom raloksifena i natrijum-deoksiholata, kao i trojnom kombinacijom

raloksifena, natrijum-deoksiholata i apigenina, je znacajno niza u poredenju sa aktivnosc¢u ovih

enzima kod grupe tretirane raloksifenom. Kombinacija raloksifena i apigenina je takode

uzrokovala znacajno smanjenje nivoa ALT u odnosu na grupu koja je dobijala raloksifen,

p<0,05.

Aktivnost aspartat aminotransferaze (AST) u serumu pacova tretiranih trojnom

kombinacijom raloksifena, deoksiholne kiseline i apigenina, kao i kombinacijom raloksifena i

apigenina je statisti¢ki niza u poredenju sa aktivno$¢u ovog enzima u kontrolnoj i grupi tretiranoj

raloksifenom, p<0,05.
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Koncentracija gama-glutamil transferaze (GGT) u serumu pacova tretiranih trojnom

kombinacijom deoksiholne kiseline, apigenina i raloksifena je statisticki znacajno niza U

poredenju sa kontrolnom grupom, p<0,05 .

Aktivnost GGT u serumu pacova tretiranih kombinacijom apigenina i raloksifena je

znacajno visa nego u grupi tretiranoj samo raloksifenom, p<0,05.

Tabela 10. Koncentracija uree (Urea, mmol, x+SD), mokra¢ne kiseline, kreatinina i

direktnog bilirubina (MK, Krea, DB, pmol, xtSD) u serumu pacova tretiranih terapijskom

dozom raloksifena per os.

Kontrola ) RAL p.o. + ZK
RAL p.0. | RAL p.o.+7K RAL p.0. + AP RALron
(K) + API
Urea 11.08+0.98 8.23+1.10* 4.75+0.57*% 4,88+1.21*% 7,93+1.49* 7,62+0.88*
MK 85.67+19.67 105.50+41.50 141.83+58.78 49.50+21.00** 102.50+25.83 62.17+9.22
Krea 52.83+3.78 50.67+3.00 47.17+2.44* # 45.50+2.17* 32.83+1.28**
DB 0.92+0.22 0.65+0.05* 0.76+0.05% 0.43+0.10** 0.63+0.10* 0,22+0.08**

*p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu koja je dobijala fizioloski rastvor

X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i raloksifenom

# - nisu dobijeni rezultati

Primena jednokratne terapijske doze raloksifena per os dovela je do statisticki znacajnog

smanjenja nivoa uree i direktnog bilirubina, p<0,05, dok koncentracija mokra¢ne kiseline i
kreatinina nije bila zna¢ajno promenjena u poredenju sa kontrolom.

U grupi zivotinja koja je 14 dana tretirana raloksifenom peroralno doslo je do statisticki
znafajnog smanjenja nivoa uree u odnosu na kontrolnu grupu, kao i statisticki znacajnog

smanjenja nivoa kreatinina i direktnog bilirubina u odnosu na kontrolu i u odnosu na grupu koja
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je dobijala raloksifen jednokratno, p<0,05. Kod ostalih parametara nije bilo statisti¢ki znacajnih
razlika u odnosu na kontrolu.

Koncentracija uree je znacajno niza u svim eksperimentalnim grupama zivotinja u
poredenju sa kontrolnom grupom, p<0,05. Pored toga, u grupama zivotinja koje su dobijale
kombinaciju raloksifena i natrijum-deoksiholata i trojnu kombinaciju raloksifena, natrijum-
deoksiholata i apigenina nivo uree je bio znacajno nizi u odnosu na grupu koja je dobijala
raloksifen, p<0,05.

Trojna kombinacija raloksifena, natrijum-deoksiholata i apigenina je dovela do statisticki
znacajnog smanjenja nivoa mokraéne kiseline u odnosu na kontrolu i na grupu zivotinja koja je
dobijala raloksifen, p<0,05.

Nivo kreatinina je bio statisticki znafajno nizi u grupama zivotinja koje su dobijale
kombinacije raloksifen — natrijum-deoksiholat i raloksifen — apigenin u odnosu na kontrolu,
p<0,05.

Koncentracija direktnog bilirubina u serumu pacova tretiranih kombinacijom natrijum-
deoksiholata i raloksifena je znacajno visa u poredenju sa aktivno$c¢u istog enzima kod grupe
tretirane raloksifenom, p<0,05. Koncentracija direktnog bilirubina u serumu pacova tretiranih
trojnom kombinacijom deoksiholne kiseline, apigenina i raloksifena je zna¢ajno niza u poredenju
sa onom u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj raloksifenom, p<0,05. Koncentracija direktnog
bilirubina u serumu pacova tretiranih kombinacijom apigenina i raloksifena je bila statisti¢ki

znacajno niza u odnosu na kontrolu, p<0,05.
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Tabela 11. Aktivnost alkalne fosfataze, alanin i aspartat transaminaze, gama-glutamil

transferaze (ALP, AST, ALT, GGT, U/l, x£SD) u serumu pacova tretiranih terapijskom dozom

raloksifena intravenski.

Kontrola _ _ i} RAL i.v. + ZK + _
RAL i.v. RAL i.v. + ZK RAL i.v. + API
(K) API
ALP 272.82+92.71 | 543.17+125.83* | 368.50+67.50% | 154.00+13.60** | 396.29+101.67
ALT 41.82+16.78 64.20+8.16* 53.38+6.22 13.0044.40** 48.57+6.94%
AST 105.83+20.50 | 187.00+20.67* 174.00+£18.00* 62.00+4.80** 140.86+17.63**
GGT 0.73+0.40 1.67+0.67* 2.13+0.44 0.00+0.00** 2,29+1.63

*1<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu

X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i raloksifenom

Intravenska primena terapijske doze raloksifena je dovela do statisticki znacajnog

povecanja aktivnosti alkalne fosfataze (ALP), alanin i aspartat transaminaze (ALT, AST), gama-

glutamil transferaze (GGT), kao i do statisticki znaCajnog smanjenja nivoa uree, mokraéne

kiseline i kreatinina u serumu pacova u poredenju sa kontrolom, p<0,05.

Aktivnost alkalne fosfataze u serumu pacova tretiranih kombinacijom raloksifena i

natrijum-deoksiholata je znacajno niza u poredenju sa aktivno$¢u ovog enzima kod grupe

tretirane raloksifenom i nije statisti¢ki znacajno razli¢ita od vrednosti u kontrolnoj grupi, p<0,05.

U grupi Zivotinja koja je tretirana kombinacijom raloksifena i apigenina aktivnost ALT i

AST su bile statisticki znacajno nize u odnosu na grupu tretiranu raloksifenom, p<0,05.
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Tabela 12. Koncentracija uree (Urea, mmol, x+SD), mokra¢ne kiseline, kreatinina i

direktnog bilirubina (MK, Krea, DB, pumol, x+SD) u serumu pacova tretiranih terapijskom

dozom raloksifena intravenski.

Kontrola _ . RAL i.v. + ZK + _
RAL i.v. RALiv.+ZK RAL i.v. + API
(K) API
Urea 11.08+0.98 7.87+1.14% 6.79+1.34* 3,68+0.66** 7,87£1.69*
MK 85.67£19.67 59.17+9.1* 85.25+14.56* 35.80+3.84** 81.71+11.59%
Krea 52.83+3.78 45.50+2.17* 45.63+3.22* # 43.57+1.80*
DB 0.92+0.22 0.87+£0.16 0.85+£0.13 0.34+0.05** 0.80+0.09

*1<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu
X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i raloksifenom

# - nisu dobijeni rezultati

Nivo mokracne kiseline u grupi pacova tretiranih kombinacijom raloksifena i natrijum-
deoksiholata je statisticki znacajno visa od nivoa mokraéne kiseline kod pacova koji su tretirani
raloksifenom 1 pribliZzno je jednaka koncentraciji mokraéne kiseline u kontrolnoj grupi, p<0,05.

Nivo mokraéne kiseline je znacajno nizZi u grupi tretiranoj kombinacijom raloksifena i
apigenina u poredenju sa grupom koja je dobijala raloksifen, p<0,05.

Koncentracije uree i kreatinina u serumu pacova tretiranih kombinacijom apigenina i
raloksifena znacajno su nize u odnosu na grupu tretiranu samo raloksifenom i priblizno su
jednake vrednostima u kontrolnoj grupi Zivotinja, p<0,05.

Vrednosti svih ispitivanih parametara (ALP, ALT, AST, GGT, uree, mokrac¢ne kiseline 1
direktnog bilirubina), izuzev kreatinina za koji nisu dobijeni rezultati, u serumu pacova tretiranih
trojnom kombinacijom raloksifena, natrijum-deoksiholata i apigenina bile su statisti¢ki znacajno
nize u poredenju sa vrednostima ovih parametara u kontrolnoj i svim ostalim eksperimentalnim

grupama na nivou znac¢ajnosti od p<0,01.
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5.2.2. Uticaj apigenina na biohemijske parametre seruma nakon primene

toksi¢ne doze paracetamola

Ostecenje jetre izazvano je toksicnom dozom paracetamola (600 mg/kg). Kako bi se
potvrdio hepatotoksi¢ni efekat paracetamola odredivan je nivo aktivnosti jetrenih enzima u

serumu.

Tabela 13. Efekat apigenina i paracetamola na biohemijske parametre u serumu

Ko(r‘égo'a PAR AP PAR + API

ALP (U/l) 229.00+46.18  200.33t49.73  240.17+49.17  20020.19"
ALT (U/l) 9.67+2.08 50.33+3.78* 10+5.06 11.5+7.40"
AST (U/l) 4800£1000  112.50+1558*  68.83+8.95* 80.5+69.08
GGT(UI) 1.00+1.00 0.500.55 254217 1.5+1.38
Direktni bilirubin  0.40+0.17 0.65:0.05* 0.43+0.12 0.35+0.07*
Urea (umol/l) 5.20+0.61 8.23+1 44* 5.57+0.85 6+1.67*

Mokraéna 4867+6.03  80.60+17.00%  46.17+13.95  46.17+29.54"

kiselina (pmol/l)

* p<0,05 u odnosu na kontrolnu grupu

¥ p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu paracetamolom

Toksicne doze paracetamola su dovele do povecanja nivoa ALP koje nije bilo statisticki
Znacajno, kao 1 do statisticki znaajnog povecanja aktivnosti ALT 1 AST u serumu u poredenju
sa kontrolnom grupom koja je dobijala fizioloski rastvor, p<0,05.

U grupi Zivotinja tretiranih apigeninom aktivnost AST je bila povisena u odnosu na
kontrolnu grupu, p<0,05, dok vrednosti ostalih parametara jetrene i bubrezne funkcije nisu bili
statisticki znacajno razli¢ite u odnosu na kontrolu. Kod Zivotinja kojima su aplikovani apigenin 1

paracetamol u kombinaciji utvden je nizi nivo parametara hepatotoksicnosti, narocito u pogledu
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aktivnosti ALT i ALP, koja je bila statisti¢ki zna¢ajno niza u odnosu na grupu zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom i paracetamolom, p<0,05.

Direktni bilirubin je bio statisticki zna¢ajno povisen kod zivotinja tretiranih paracetamolom
u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), sto ukazuje na poremecaj ekskretorne funkcije jetre. Kod
zivotinja kojima je aplikovan apigenin u kombinaciji sa paracetamolom doslo je do statisticki
znaCajnog pada koncentracije direktnog bilirubina u odnosu na grupu koja je dobijala
paracetamol, p<0,05.

Odredivane su koncentracije uree i mokra¢ne kiseline u serumu, kao indikatora funkcije
bubrega. Ovi biohemijski parametri su bili statisti¢ki znac¢ajno povecani kod zivotinja tretiranih
paracetamolom. U grupi zivotinja kojima je paracetamol aplikovan u kombinaciji sa apigeninom
koncentracije uree i mokra¢ne kiseline su bile priblizne vrednostima u kontrolnoj grupi i
statisticki znacajno niZze u odnosu na koncentracije uree i mokra¢ne kiseline kod Zzivotinja

tretiranih paracetamolom, p<0,05.
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5.3.

Uticaj raloksifena, natrijum-deoksiholata i apigenina na parametre hemostaze

S obzirom da je poznato da je jedno od nezeljenih dejstava raloksifena venska

tromboembolija, ispitivan je uticaj raloksifena, natrijum-deoksiholata i apigenina na hemostazu

kod eksperimentalnih zZivotinja.

Tabela 14. Vrednosti aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (aPTT) i

protrombinskog vremena (PT) izrazene u sekundama i u odnosu na normalne vrednosti (R)
(@PTT (sec), aPTT (R), PT (sec), PT (R), x£SD), fibrinogena (Fib, g/L, xxSD) i D-dimera (Ddi,

mg/L, xxSD) u serumu pacova tretiranih terapijskom dozom (6 mg/kg) raloksifena per os.

Kontrola RAL p.o. + RAL p.o. +
(K) RAL p.o. 7K JK + API RAL p.o. + API RALHroN
aPTT (sec) | 14.61+1.03 | 12.96+0.51* | 13.53+0.67* | 13.13%£0.34* 13.08+0.46* 14.27+0.87*
aPTT (R) 0.54+0.04 | 0.48+0.02* 0.51+0.03 0.49+0.01* 0.49+0.02* 0.53+0.03*
PT (sec) 9.41+0.37 9.28+0.10 8.98+0.16** 9.28+0.32 9.17+0.19 9.17+0.23
PT (R) 0.85+0.03 0.83+0.01 0.81+0.01** 0.84+0.03 # 0,83+0.02
Fib (g/L) 1.04+0.098 | 1.28+0.16* 1.12+0.04 1.40+0.17* 1.39+0.46 1.33+£0.17*
DDi (mg/L) | 0.12+0.02 0.09+0.02* 0.18+0.14 0.11+0.01 0.09+0.01* 0.11+0.01

*p<0,05 u odnosu na kontrolu

X p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i raloksifenom

# - nisu dobijeni rezultati

Terapijska doza raloksifena primenjenog peroralno dovela je do statisticki znacajnog

skracenja aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (aPTT) i pada vrednosti D-dimera,

kao i do statisticki znacajnog povecanja nivoa fibronogena u odnosu na kontrolu, p<0,05.

Kombinacija natrijum-deoksiholata i raloksifena dovela je do statisticki znacajnog

skracenja aPTT izrazenog u sekundama u odnosu na kontrolu, kao i do skra¢enja protrombinskog

vremena (PT) u odnosu na kontrolnu grupu i grupu tretiranu raloksifenom, p<0,05.
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U grupi Zzivotinja tretiranoj trojnom kombinacijom natrijum-deoksiholata, apigenina i
raloksifena doslo je do statisticki znac¢ajnog skra¢enja aPTT, kao i do zna¢ajnog povecanja nivoa
fibrinogena u odnosu na kontrolu, p<0,05. U poredenju sa grupom tretiranom raloksifenom,
trojna kombinacija nije pokazala znacajne razlike kod nijednog parametra.

Kombinacija apigenina i raloksifena je dovela do statisticki znac¢ajnog skrac¢enja aPTT i
smanjenja nivoa Ddi u odnosu na kontrolu, p<0,05. Vrednosti svih parametara u grupi tretiranoj
kombinacijom apigenina i raloksifena su priblizno iste vrednostima u grupi tretiranoj
raloksifenom.

Nakon hroni¢ne primene raloksifena per os (14 dana) doslo je do statisticki znacajnog
povecanja nivoa fibrinogena u odnosu na kontrolu, p<0,05. Hroni¢na primena raloksifena dovela

je do skrac¢enja aPTT 1 PT 1 pada nivoa D-dimera, ali ove razlike nisu bile statisticki znacajne.

Tabela 15. Vrednosti aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (aPTT) i
protrombinskog vremena (PT) izraZzene u sekundama i u odnosu na normalne vrednosti (R)
(@PTT (sec), aPTT (R), PT (sec), PT (R), x£SD), fibrinogena (Fib, g/L, xxSD) i D-dimera (Ddi,
mg/L, xxSD) u serumu pacova tretiranih terapijskom dozom raloksifena intravenski.

Kontrola _ _ . | RALIi.V.+ZK + _
) RAL i.v. RAL i.v. + ZK AP RAL i.v. + API
aPTT (sec) 14.61+1.03 13.92+0.86 13.43+£0.58* 12.74+0.31* 13.76+0.84
aPTT (R) 0.54+0.04 0.52+0.03 0.50+0.02* 0.48+0.01* 0.51+0.03
PT (sec) 9.41+0.37 9.08+0.23 8.48+0.19*" 8.60+0.24** 8.44+0.29**
PT (R) 0.85+0.03 0.82+0.02 0.76+0.02** 0.78+0.02** 0.76+0.03*
Fib (g/L) 1.04+0.098 1.71+0.28* 2.21+0.57* 1.88+0.30* 2.48+0.50**
DDi (mg/L) 0.12+0.02 0.14+0.04 0.12+0.02 0.11+0.01 0.12+0.02

*p<0,05 u odnosu na kontrolu

¥p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i raloksifenom
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Raloksifen primenjen intravenski doveo je do statisti¢ki znacajnog povecanja fibrinogena u
odnosu na kontrolu, p<0,05. Kod ostalih parametara hemostaze nije bilo znacajnih razlika
izmedu kontrolne grupe i grupe tretirane raloksifenom.

U grupi tretiranoj kombinacijom natrijum-deoksiholata i raloksifena, kao i u grupi
tretiranoj trojnom kombinacijom natrijum-deoksiholata, apigenina i raloksifena doslo je do
statistiCki znacajnog skra¢enja aPTT i protrombinskog vremena i znacajnog povecanja nivoa
fibrinogena u odnosu na kontrolu, p<0,05. Pored toga, protrombinsko vreme je bilo statisticki
znacajno krace nakon primene kombinacije natrijum-deoksiholata i raloksifena, kao i nakon
primene trojne kombinacije, u odnosu na grupu tretiranu raloksifenom, p<0,05.

Kombinacija apigenina i raloksifena je dovela do statisticki znacajnog skraéenja
protrombinskog vremena i smanjenja nivoa fibrinogena u odnosu na kontrolnu i grupu tretiranu
raloksifenom, p<0,05. Kombinacija apigenina i raloksifena je pokazala prblizno iste vrednosti

svih parametara hemostaze kao i kombinacija natrijum-deoksiholata i raloksifena.
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5.4. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti apigenina

Prilikom ispitivanja antioksidativnog potencijala apigenina da prevenira biohemijske
promene u jetri pacova nakon primene toksi¢ne doze paracetamola meren je nivo
malondialdehida (MDA) i aktivnost katalaze (CAT), glutation reduktaze (GR), glutation
peroksidaze (GPx) kao biomarkera oksidativnog stresa, odnosno stanja endogenog sistema

antioksidativne zastite.
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Grafikon 10. Nivo lipidne peroksidacije (LPx), i aktivnost katalaze (CAT), glutation reduktaze
(GR), glutation peroksidaze (GPx) u homogenatima jetre.
* - statisti¢ki znacajno razlicite vrednosti od kontrolne grupe (Con)

# - statisti¢ki znacajno razlicite vrednosti od grupe koja je dobijala paracetamol (Par)
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Jednokratna toksi¢na doza paracetamola dovela je do dvostrukog povecanja nivoa
hepaticnog MDA u poredenju sa kontrolnom grupom, $to ukazuje na oksidativno oStecenje
¢elijske membrane. Kao $to je prikazano na grafikonu 10, u grupi tretiranoj kombinacijom
apigenina i paracetamola nivo MDA je bio znacajno nizi u odnosu na grupu koja je dobijala
samo paracetamol, pri ¢emu su vrednosti MDA bile priblizne vrednostima u kontrolnoj grupi,
p<0,05.

Aktivnosti enzima katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPx) u homogenatima jetre
bile su znacajno povecano nakon primene toksi¢ne doze paracetamola u odnosu na kontrolnu
grupu. Kombinacija apigenina i paracetamola dovela je do statistiCki znaCajnog smanjenja
aktivnosti enzima CAT i GPx u odnosu na aktivnost ovih enzima u grupi zivotinja tretiranih
samo paracetamolom, p<0,05.

Vrednosti enzima glutation reduktaze (GR) u grupi koja je dobijala paracetamol pokazale
su smanjenu aktivnost u odnosu na kontrolu. U grupi tretiranoj kombinacijom apigenina i
paracetamola aktivnost enzima GR je bila statisti¢ki znacajno ve¢a u odnosu na grupu tretiranu
paracetamolom, p<0,05.

Rezultati ispitivanja pokazuju da pretretman apigeninom moze delimi¢no da reguliSe
parametre homogenata jetre izmenjene toksi¢nom dozom paracetamola, s obzirom da je
pokazano da apigenin moze vratiti aktivnost enzima CAT i GR na vrednosti priblizne

vrednostima u kontrolnoj grupi.
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5.5.  PatohistoloSka ispitivanja

Slika 14. Fizioloski rastvor 6 dana - kontrola (K)

Slika 14. Fizioloski rastvor 6 dana - kontrola (K): HistoloSka grada jetre je u potpunosti o¢uvana.
Hepatociti su svetle acidofilne citoplazme sa jasno centralno postavljenim jedrom. Sinusoidalni

kapilari nisu proSireni i u Kiernanovim prostorima nema patoloskih promena.

| Iik 1 Apigenin per os 6 dana (API)
Slika 15. Apigenin per os 6 dana (API): Materijal predstavlja iseCak tkiva jetre oCuvane
citoarhitektonike 1 pravilnosti grade jetre. Hepatociti se karakteriSu blazim stepenom
parenhimatozne degeneracije, ali bez uo¢ljivih promena u sinusoidalnim prostorima u odnosu na

hepatocite kod Zivotinja tretiranih fizioloSkim rastvorom. Kiernanovi prostori su uobicajenih

histoloskih karakteristika.
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Slika 16. Paracetamol per os jednokratno, toksi¢na doza (PAR)

Slika 16. Paracetamol per os jednokratno, toksi¢na doza (PAR): Materijal predstavlja isecak
tkiva jetre ocuvane citoarhitektonike 1 pravilnosti grade jetre. Hepatociti se karakteriSu ve¢im
stepenom parenhimatozne degeneracije, ali bez uo¢ljivih promena u sinusoidalnim prostorima.

Kiernanovi prostori su uobicajenih histoloskih karakteristika.

Slika 17. Toksi¢na doza paracetamola nakon 6 dana tretiranja apigeninom per os (API+PAR)

Slika 17. Toksi¢na doza paracetamola nakon 6 dana tretiranja apigeninom per os (API+PAR):
Materijal predstavlja isecak jetrenog tkiva histoloski ocuvane grade i arhitektonike. Hepatociti su
bez patoloskih promena i formiraju Kiernanove gredice koje ograni¢avaju sinusoidalne prostore

pravilnih dimenzija. Kiernanovi prostori su bez patoloSkih promena i sadrzaja.
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6. DISKUSIJA

6.1. Farmakokineti¢ka ispitivanja

Raloksifen nakon peroralne primene ima vrlo nisku bioraspoloZivost, pri ¢emu postoje i
interindividualne razlike medu ljudima u farmakokinetici raloksifena (i do 30%). Intenzivan
metabolizam ve¢ u crevima i jetri dovodi do toga da apsolutna bioloska raspolozivost ovog leka
posle per os primene iznosi 2% (Jeong et al., 2004; Morello et al., 2003). Zbog toga je u radu
ispitivan potencijal apigenina i natrijum-deoksiholata da povecaju bioraspolozivost raloksifena
kod pacova.

Nakon jednokratne intravenske aplikacije raloksifena koncentracija leka konstantno opada.
Medutim, zbog enterohepaticke recirkulacije, kojoj podleze raloksifen, u svim grupama zivotinja
tretiranih raloksifenom intravenski, u merenjima izmedu drugog i Cetvrtog sata je doslo do
blagog povecanja koncentracija raloksifena u serumu u odnosu na prethodne tacke merenja
(Jeong et al., 2004; Czock et al., 2005). Isti fenomen je primecen i kod jedine zivotinje tretirane
raloksifenom per os, a kod koje su dobijene merljive koncentracije raloksifena, s tim $to je blagi
porast koncentracije raloksifena nastupio nesto kasnije, nakon Cetvrtog sata od primene leka.
Ovaj kasniji porast koncentracije raloksifena nakon per os primene je takode ocekivan, s
obzirom da su resorpcija i postizanje maksimalnih koncentracija sporije kod peroralnog nego kod
intravenskog davanja leka.

Ve¢ u prvom merenju, 15 minuta nakon intravenske aplikacije, koncentracija raloksifena u
krvi je bila vrlo niska u grupi tretiranoj kombinacijom natrijum-deoksiholata i raloksifena u
poredenju sa grupom koja je dobijala samo raloksifen. |1 u narednim merenjima u grupi 4 (RAL
i.v. + ZK) koncentracija raloksifena je bila vrlo niska. Zuéne kiseline olak$avaju prolazak

supstanci kroz sve bioloske membrane, te mogu uticati i na resorpciju, ali i na distribuciju lekova
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u organizmu (Mikov et al., 2006; Zhao et al., 2011). Stoga se moze zakljuciti da je pretretman
natrijum-deoksiholatom u grupi 4 doveo do olakSanog i brzog izlaska raloksifena iz krvi,
odnosno distribucije u periferne kompartmane 1 vrlo niskih koncentracija raloksifena u
centralnom kompartmanu. Ovaj efekat je bio u manjoj meri izrazen u grupi 5, koja je pretretirana
I natrijum-deoksiholatom i apigeninom, s obzirom da apigenin inhibiSe metabolizam raloksifena
i poveéava njegovu bioraspolozivost u krvi (Chen et al., 2010), te su u ovoj grupi izmerene vise
koncentracije nego u grupi 4 (RAL i.v. + ZK).

Konstanta eliminacije je bila znacajno niza u grupama koje su pretretirane natrijum-
deoksiholatom i apigeninom u odnosu na grupu tretiranu samo raloksifenom intravenski.

Poluvreme eliminacije je vreme potrebno da se 50% leka eliminiSe iz organizma
(Fitzpatrick, 2004). S obzirom da je poluvreme eliminacije parametar koji se direktno izvodi iz
konstante eliminacije i da je poluvreme eliminacije obrnuto proporcionalno konstanti
eliminacije, poluvreme eliminacije je znaCajno produzeno u grupama zivotinja koje su
pretretirane natrijum-deoksiholatom i apigeninom u odnosu na grupu tretiranu samo
raloksifenom intravenski.

Povrsina ispod krive, koja je znaCajno niza U grupi 2 pretretiranoj natrijum-
deoksiholatom, je osnovni pokazatelj bioloske raspolozivosti lekova, pa i raloksifena. Medutim,
s obzirom na znacajne promene 1 ostalih farmakokinetskih parametara, moze se zakljuciti da je u
prisustvu natrijum-deoksiholata doslo do brze distribucije raloksifena izvan centralnog
kompartmana (plazme), te se vrednosti povrSine ispod krive ne mogu posmatrati izolovano, niti
zakljuciti da je smanjena kolic¢ina leka u sistemu, ve¢ samo u plazmi.

U grupi 4 (RAL i.v. + ZK) volumen distribucije je ¢ak oko 29 puta pove¢an u odnosu na

grupu tretiranu samo raloksifenom intravenski, a grupa 4 je imala najnize koncentracije
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raloksifena u krvi. Ovo se moze objasniti time da je natrijum-deoksiholat doveo do brze
distribucije raloksifena iz plazme u periferne kompartmane. Primena apigenina je takode dovela
do povecanja volumena distribucije raloksifena, ali u znatno manjem obimu nego natrijum-
deoksiholat.

U grupi 4 (RAL i.v. + ZK) Klirens je bio gotovo 7 puta veéi u odnosu na grupu 2 (RAL
1.v.), dok je u grupama 5 i 7 klirens bio priblizan klirensu u grupi 2. S obzirom da je klirens
direktno proporcionalan konstanti eliminacije i volumenu distribucije (CL = Az - Vd), oc¢ekivano
je da je klirens znacajno povecan u grupi 4, jer je u toj grupi volumen distribucije povecan
gotovo 29 puta u odnosu na grupu 2, dok je vrednost konstante eliminacije u grupi 4 oko 5 puta
manja nego u grupi 2. Klirens predstavlja zapreminu plazme koja se u jedinici vremena ocisti od
leka. lako se to prvenstveno odnosi na eliminaciju iz plazme putem metabolizma i ekskrecije,
uklanjanje leka iz plazme se moze ubrzati i brzom distribucijom u periferne kompartmane u
organizmu, $§to moze biti objasnjenje za znacajno povecanje klirensa u grupi koja je pretretirana
natrijum-deoksiholatom. Ova ¢injenica potvrduje prethodno iznete zakljucke o snaznom uticaju
natrijum-deoksiholata na distribuciju raloksifena izvan plazme, olakSavanjem prodora kroz
biomembrane. Prema ranijim podacima, razli¢iti nosaci lekova, kao §to su lipozomi, polimeri i
lipidne emulzije, brzo se uklanjaju iz plazme i nagomilavanju se u perifernim tkivima (Juliano,
1988). Zuéne kiseline spadaju u potencijalne nosaée razligitih lekova, odnosno supstance koje
olakSavaju resorpciju lekova, ¢ime mogu povecati bioraspolozivost lekova sa loSom resorpcijom
(Enhsen et al., 1998; Tsuji and Tamai, 1996).

Srednje vreme zadrzavanja (MRT) predstavlja prosecno vreme prisustva molekula leka u
organizmu (Veng-Pedersen, 1989). U grupama pretretiranim natrijum-deoksiholatom i

apigeninom srednje vreme zadrZavanja je bilo znacajno produzeno u odnosu na grupu tretiranu
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samo raloksifenom intravenski. Znacajno produZeno poluvreme eliminacije i srednje vreme
zadrZavanja u grupama 4, 5 i 7 pokazuju da natrijum-deoksiholat i apigenin dovode do znacajno
duzeg zadrzavanja raloksifena u organizmu.

S obzirom da nakon peroralne primene raloksifena koncentracije u krvi nisu bile
merljive, moze se zakljuciti da znacajna koli¢ina leka nije ni bila resorbovana, odnosno da je
zavrsila u fecesu nepromenjena, Sto je potvrdeno prilikom odredivanja koli¢ine raloksifena u
fecesu.

Koli¢ina raloksifena u urinu je bila vrlo niska u svim eksperimentalnim grupama, sto se
moze objasniti intenzivnim metabolizmom raloksifena u crevima i jetri, odnosno malom
koli¢inom nepromenjenog leka koji dospeva do urina. Prema podacima proizvodaca leka,
raloksifen se u najvecoj meri eliminise iz organizma putem fecesa. Manje od 0,2% raloksifena se
elimini$e nepromenjeno urinom, a manje od 6% se izlu€uje urinom u obliku glukuronida (Eli
Lilly and Company, 1997).

Pretretman natrijum-deoksiholatom i apigeninom je doveo do znafajnog povecanja
koli¢ine raloksifena u urinu 1 fecesu, kako kod intravenske, tako i kod peroralne primene
raloksifena. Medutim, zbog velike disperzije uzorka i varijacije kod pojedinac¢nih Zivotinja, ta
promena nije bila 1 statisticki znacajna.

Pretretman kombinacijom natrijum-deoksiholata i apigenina u grupi tretiranoj
raloksifenom per os doveo je do statisti¢ki znacajnog povecanja koli¢ine raloksifena u fecesu u
odnosu na grupu tretiranu samo raloksifenom per os, kao i u odnosu na sve grupe koje su
tretirane raloksifenom intravenski. S obzirom da zu¢ne kiseline podlezu intenzivnoj
enterohepatickoj recirkulaciji kao i raloksifen, moze se zakljuciti da su natrijum-deoksiholat i

raloksifen konkurisali medusobno za enterohepaticko kruzenje, te da je zbog ometanja
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reapsorpcije raloksifena iz creva doslo do poveéane koli¢ine raloksifena u fecesu (Czock et al.,

2005; Hofmann, 1976; Morello et al., 2003).

6.2. Biohemijska i toksikoloska ispitivanja

6.2.1. Uticaj natrijum-deoksiholata i apigenina na biohemijske parametre u

serumu nakon primene terapijske doze raloksifena

Ispitivan je uticaj raloksifena, datog per os i intravenski, kao i apigenina i natrijum-
deoksiholata na biohemijske parametre, odnosno pokazatelje funkcije bubrega i jetre, kod
pacova. Funkcija bubrega je ispitivana odredivanjem koncentracije uree, mokrac¢ne kiseline i
kreatinina, dok je funkcija jetre ispitivana na osnovu aktivnosti ALP, ALT, AST, GGT i nivoa
direktnog bilirubina.

Efekti na ispitivane parametre su bili sli¢éni u odgovaraju¢im grupama koje su dobijale
raloksifen peroralno i intravenski, pri ¢emu su znacajnije promene primeéene u grupama
tretiranim raloksifenom intravenski, $to je ofekivano s obzirom da je bioraspoloZivost lekova
veca nakon intravenske primene u odnosu na per 0s aplikaciju.

Intravenska primena terapijske doze raloksifena je dovela do statisticki znacajnog
povecéanja aktivnosti alkalne fosfataze (ALP), alanin i aspartat transaminaze (ALT, AST), gama-
glutamil transferaze (GGT) u poredenju sa kontrolom. lako se u veéini radova navodi da nema
podataka da raloksifen dovodi do hepatotoksicnosti, rezultati jedne studije slucaja ukazuju na
poveéanje enzima ALT i ALP kod primene terapijske doze raloksifena (Vilches et al., 1998).
Aktivnost ALP u serumu pacova tretiranih kombinacijom raloksifena (i.v.) i natrijum-
deoksiholata je znacCajno niza u poredenju sa aktivnhoS¢u ovog enzima kod grupe tretirane
raloksifenom i nije statisti¢ki znacajno razli¢ita od vrednosti u kontrolnoj grupi, te se moze

zakljuciti da zuc¢na kiselina moze da vrati vrednosti enzima jetre u fizioloske granice. Prema
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ranijim istrazivanjima aktivnost ALP je znacajno poviSena kod oboljenja jetre i kostiju (Moss,
1982).

U grupi zivotinja koja je tretirana kombinacijom raloksifena (i.v.) i apigenina aktivnost
ALT i AST su bile statisticki znac¢ajno niZze u odnosu na grupu tretiranu raloksifenom, dok je
peroralna primena raloksifena u kombinaciji sa apigeninom dovela do znacajnog smanjenja
nivoa ALT u odnosu na grupu tretiranu raloksifenom. Rezultati ranije studije su pokazali da
raloksifen dovodi do povecanja vrednosti ALT i AST (Takamura et al., 2007). Kao i u nasem
istrazivanju, rezultati drugih studija ukazuju da apigenin sprec¢ava porast aktivnosti serumskih
transaminaza i alkalne fosfataze nastao primenom raloksifena (Ali et al., 2014).

Aktivnost ALP i ALT u serumu pacova tretiranih kombinacijom raloksifena (p.o.) i
natrijum-deoksiholata je znacajno niZza u poredenju sa aktivno$¢u ovih enzima kod grupe
tretirane raloksifenom. Ovaj nalaz bi se mogao objasniti pretpostavkom da natrijum-deoksiholat
dovodi do vece distribucije raloksifena u druga tkiva u odnosu na jetru, zbog ¢ega je onda i
efekat raloksifena na enzime jetre smanjen. Medutim, ova pretpostavka zahteva dodatna
istrazivanja.

Aktivnost GGT u serumu pacova tretiranih kombinacijom apigenina i raloksifena je
znacajno viSa nego u grupi tretiranoj samo raloksifenom. U istrazivanju u kojem je ispitivan
hepatoprotektivan uticaj flavonoida iz perSuna nakon primene CCls, utvrdeno je da apigenin i
drugi flavonoidi prisutni u perSunu statisti¢ki znacajno snizavaju nivo enzima ALP, ALT 1 AST,
ali ne uti¢u znacajno na nivo GGT, §to je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju
(Khalil et al., 2015).

Koncentracija direktnog bilirubina u serumu pacova tretiranih kombinacijom natrijum-

deoksiholata i raloksifena per os je bila znafajno visa u poredenju sa grupom tretiranom
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raloksifenom, dok je u grupi tretiranoj kombinacijom apigenina i raloksifena nivo direktnog
bilirubina bio statisticki znacajno nizi u odnosu na kontrolu. Ovi rezultati su u skladu sa
prethodnim istrazivanjem gde je pokazano da apigenin i drugi flavonoidi snizavaju nivo
bilirubina kod pacova kojima je prethodno povisen nivo bilirubina primenom CCls (Khalil et al.,
2015).

Kod visekratne peroralne primene raloksifena (14 dana) doslo je do znacajnog smanjenja
nivoa uree i kreatinina u poredenju sa kontrolom. Intravenska primena terapijske doze
raloksifena je dovela do statisticki znafajnog smanjenja nivoa uree, mokraéne Kkiseline i
kreatinina u serumu pacova u poredenju sa kontrolom. Nivo mokracne kiseline u grupi pacova
tretiranih kombinacijom raloksifena (i.v.) i natrijum-deoksiholata je statisticki znacajno visi u
odnosu na grupu tretiranu raloksifenom i priblizno je jednak koncentraciji mokraéne kiseline u
kontrolnoj grupi. Nivo mokraéne kiseline je znacajno nizi u grupi tretiranoj kombinacijom
raloksifena (i.v.) 1 apigenina u poredenju sa grupom koja je dobijala raloksifen. Koncentracija
uree u svim eksperimentalnim grupama je bila znac¢ajno niza u poredenju sa kontrolnom grupom,
dok je nivo kreatinina bio statisticki znacajno nizi u grupama Zivotinja koje su dobijale
kombinacije raloksifen — natrijum-deoksiholat i raloksifen — apigenin u odnosu na kontrolu.
Raloksifen nije doveo do zna¢ajnog poremecaja pokazatelja bubrezne funkcije, odnosno u vecini
eksperimentalnih grupa je doSlo do sniZenja nivoa uree, mokra¢ne kiseline 1 kreatinina u odnosu
na kontrolu. Stoga snizenje parametara bubrezne funkcije koje je pokazano u grupama tretiranih
kombinacijom raloksifena 1 apigenina nije dovoljno da bi se mogao izvesti zaklju¢ak o
renoprotektivnom efektu apigenina. Snizen nivo pokazatelja bubrezne funkcije u grupi tretiranoj

raloksifenom i apigeninom je u skladu sa istrazivanjem Khalil i saradnika koji su utvrdili da
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pretretman apigeninom i drugim flavonoidima iz perSuna smanjuje nivo uree, mokraéne kiseline
i kreatinina nakon primene toksi¢nih doza CCls (Khalil et al., 2015).

U istrazivanju koje su sproveli Ishani i saradnici utvrdeno je da raloksifen nije znac¢ajno
promenio klirens kreatinina u odnosu na kontrolnu grupu, ali da ne postoji dovoljno dokaza o
bezbednosti raloksifena za primenu kod pacijenata sa teSkom insuficijencijom bubrega (Ishani et
al., 2008). U uputstvu za upotrebu leka raloksifen navedeno je da nema dovoljno podataka o
bezbednosti raloksifena kada se primenjuje kod pacijenata koji imaju ozbiljno ostec¢enu funkciju
bubrega ili jetre i da je potreban oprez kod primene raloksifena kod ove dve grupe pacijenata (Eli
Lilly and Company, 1997; EMEA, 2009).

S obzirom da su u ovom ispitivanju apigenin i natrijum-deoksiholat primenjeni u
kombinaciji sa raloksifenom kako bi poboljsali njegovu bioraspolozivost, §to je i potvrdeno u
radu, time se moze objasniti i ¢injenica da je uticaj raloksifena na pojedine parametre funkcije
jetre 1 bubrega bio izrazeniji u kombinaciji sa apigeninom i natrijum-deoksiholatom.

Vrednosti svih ispitivanih parametara (ALP, ALT, AST, GGT, uree, mokraéne kiseline i
direktnog bilirubina), izuzev kreatinina za koji nisu dobijeni rezultati, u serumu pacova tretiranih
trojnom kombinacijom raloksifena (bilo primenjenog per os ili intravenski), natrijum-
deoksiholata 1 apigenina bile su statisticki znacajno nize u poredenju sa vrednostima ovih
parametara u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj raloksifenom, $to ukazuje na potencijalno
sinergisti¢ko hepatoprotektivno delovanje apigenina i natrijum-deoksiholata. Dobijeni rezultati

su u skladu sa prethodno navedenim istrazivanjima (Ali et al., 2014; Khalil et al., 2015).

6.2.2. Uticaj apigenina na biohemijske parametre seruma nakon primene toksi¢ne

doze paracetamola

S obzirom da je apigenin ispoljio pozitivne efekte na parametre funkcije jetre i, donekle,
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bubrega kod zivotinja tretiranih terapijskom dozom raloksifena, dodatno je ispitano i
potencijalno hepatoprotektivno i renoprotektivno delovanje apigenina kod zivotinja tretiranih
toksi¢nom dozom paracetamola. Prema literaturnim podacima, pacovi predstavljaju vrstu sisara
koja je manje osetljiva na prooksidantno delovanje paracetamola u odnosu na druge animalne
modele, npr. miSeve (Kobayashi et al., 2015; McGill et al., 2012).

U sprovedenom ispitivanju, toksi¢na doza paracetamola je dovela do znacajnog porasta
aktivnosti serumskih transaminaza i do povecanja koncentracije direktnog bilirubina. Nakon
primene paracetamola zivotinjama koje su prethodno tokom 6 dana pretretirane apigeninom,
vrednosti pomenutih biohemijskih parametara se nisu znacajnije razlikovale u odnosu na
vrednosti izmerene kod kontrolne grupe zivotinja. U prethodnim istrazivanjima ispitivan je uticaj
apigenina na biohemijske pokazatelje funkcije jetre kod pacova izlozenih N-nitrozodietilaminu,
supstance koja se Cesto koristi za izazivanje hepatotoksi¢nog efekta. Prema rezultatima pomenute
studije, apigenin je sprecio porast aktivnosti aspartat (AST) i alanin (ALT) transaminaze, kao i
aktivnosti alkalne fosfataze i laktat dehidrogenaze (Ali et al., 2014). Kada se uporede rezultati
pomenutog istrazivanja sa rezultatima iz ovog rada, uocava se da u oba slufaja primena
apigenina spreCava nastanak poremecaja biohemijskih parametara, pokazatelja funkcije jetre u
Serumu pacova.

Ciklosporin predstavlja imunosupresivni lek ¢ija primena izaziva oSte¢enje funkcije
bubrega, kao naj¢es¢e dozno zavisno nezeljeno delovanje (Kahan, 1989; Kopp and Klotman,
1990; Naesens et al., 2009). U ispitivanju sprovedenom od strane Xiao i saradnika, ispitivana je
uloga prirodnih antioksidanasa kao Sto su sulfatni polisaharidi, polifenoli prisutni u caju,
apigenin 1 kurkumin na apoptozu renalnih epitelnih celija izlozenih ciklosporinu. Primena

pomenutih supstanci je znacajno sprecila oSte¢enje renalnih epitelnih ¢elija tj. njihovu apoptozu i
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dovela je do znacajnog produzenja prezivljavanja renalnih ¢elija u in vitro uslovima (Xiao et al.,
2013). U ispitivanju koje su sproveli Zhong i saradnici utvrdeno je da biljni polifenoli znacajno
smanjuju oStecenja bubrega nastala primenom ciklosporina i takrolimusa (Zhong et al., 2006).

U nasem istrazivanju, koncentracije uree i mokra¢ne kiseline su bile znacajno nize kod
grupe zivotinja koje su, pre toksi¢ne doze paracetamola, bile pretretirane apigeninom. Zbog toga
se apigenin moze smatrati ne samo hepatoprotektivnom, ve¢ i supstancom koja ima izrazen

renoprotektivni potencijal.

6.3. Ispitivanje uticaja na parametre hemostaze

Terapijska doza raloksifena primenjenog per os dovela je do statisticki znaajnog
skraéenja aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (aPTT) i pada vrednosti D-dimera,
kao i do statisti¢ki znacajnog povecanja nivoa fibrinogena u odnosu na kontrolu. Prema
rezultatima Eilertsena i sar. o¢ekivan je pad vrednosti D-dimera nakon primene terapijske doze
raloksifena (Eilertsen et al., 2006). U studiji u koju su bile ukljuéene 33 Zene u postmenopauzi,
primena raloksifena u periodu od 3 meseca je dovela do statisticki znac¢ajnog pada nivoa
fibrinogena (Roqué et al., 2011).

Kombinacija natrijum-deoksiholata i raloksifena (p.o.) dovela je do statisti¢ki znacajnog
skracenja aPTT izraZenog u sekundama u odnosu na kontrolu, kao 1 do skrac¢enja protrombinskog
vremena (PT) u odnosu na kontrolnu grupu i grupu tretiranu raloksifenom. Moze se izvesti
zakljucak da natrijum-deoksiholat potencira efekte raloksifena na parametre hemostaze.

U grupi zivotinja tretiranoj trojnom kombinacijom natrijum-deoksiholata, apigenina i
raloksifena (p.o.) doslo je do statisticki znac¢ajnog skracenja aPTT, kao i do znacajnog povecanja
nivoa fibrinogena u odnosu na kontrolu. U poredenju sa grupom tretiranom raloksifenom, trojna

kombinacija nije pokazala znacajne razlike ni kod jednog parametra.
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Kombinacija apigenina i raloksifena (p.0.) je dovela do statisticki znacajnog skracenja
aPTT i smanjenja nivoa Ddi u odnosu na kontrolu. VVrednosti svih parametara u grupi tretiranoj
kombinacijom apigenina i raloksifena su priblizno iste vrednostima u grupi tretiranoj
raloksifenom, te se moze zakljuciti da apigenin nije imao dodatni uticaja na parametre hemostaze
kada je primenjen u kombinaciji sa raloksifenom.

Nakon hroni¢ne primene raloksifena per os (14 dana) doslo je do statisti¢ki znacajnog
povecéanja nivoa fibrinogena u odnosu na kontrolu. Hroni¢na primena raloksifena dovela je do
skracenja aPTT i PT i pada nivoa D-dimera, ali ove razlike nisu bile statisticki znacajne. Ovakvi
rezultati su u skladu sa ranijim istrazivanjima (Eilertsen et al., 2006).

Raloksifen primenjen intravenski doveo je do statisticki znacajnog povecanja fibrinogena
u odnosu na kontrolu. Kod ostalih parametara hemostaze nije bilo znacajnih razlika izmedu
kontrolne grupe i grupe tretirane raloksifenom.

U grupi tretiranoj kombinacijom natrijum-deoksiholata i raloksifena (i.v.), kao i u grupi
tretiranoj trojnom kombinacijom natrijum-deoksiholata, apigenina i1 raloksifena doslo je do
statistiCki znacCajnog skracenja aPTT 1 protrombinskog vremena 1 znacajnog povecanja nivoa
fibrinogena u odnosu na kontrolu. Pored toga, protrombinsko vreme je bilo statisticki znacajno
krac¢e nakon primene kombinacije natrijum-deoksiholata i raloksifena (i.v.), kao i nakon primene
trojne kombinacije, u odnosu na grupu tretiranu raloksifenom.

Kombinacija apigenina 1 raloksifena (i.v.) je dovela do statisticki znacajnog skracenja
protrombinskog vremena i smanjenja nivoa fibrinogena u odnosu na kontrolnu i grupu tretiranu
raloksifenom. Kombinacija apigenina i raloksifena je pokazala priblizno iste vrednosti svih

parametara hemostaze kao i kombinacija natrijum-deoksiholata i raloksifena.
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S obzirom da je najozbiljnije nezeljeno dejstvo raloksifena venska tromboembolija,
oc¢ekivan je njegov uticaj na ispitivane parametre hemostaze (Cosman et al., 2005). Prema
dostupnoj literaturu ne postoje podaci da zucne kiseline i apigenin uti¢u na ove parametre. U
ovom ispitivanju je pokazano da natrijum-deoksiholat i apigenin mogu da uti¢u na povecanu
bioraspolozivost raloksifena, te je o¢ekivano da ova promena u farmakokinetici raloksifena utice
I na njegovu farmakodinamiku. Time se mogu objasniti rezultati ispitivanja parametara
hemostaze u ovom radu, koji ukazuju da su kombinacije apigenina i natrijum-deoksiholata sa
raloksifenom dovele do statisticki znacajne razlike parametara hemostaze u odnosu na grupe

tretirane samo raloksifenom.

6.4. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti apigenina

U cilju =zastite i odrzanja homeostaze, tokom evolucije je razvijen endogeni
antioksidativni odbrambeni sistem aerobne celije. Antioksidativni odbrambeni sistem ima
sposobnost neutralizacije nastalih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ¢ime se prevenira pojava
oStecenja i doprinosi reparaciji ve¢ nastalih. Celularna zastita od oksidativnog stresa ukljucuje
prevenciju, antagonizam i reparaciju. Prevencijom se smanjuje produkcija reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta putem helacije ili inaktivacije toksi¢nih supstanci, pre svega teskih metala. Antagonizam se
ostvaruje preko antioksidativno delujuc¢ih enzima, odnosno razgradnjom reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta ili neenzimskim mehanizmima, direktnim stupanjem u reakciju i neutralizacijom reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta. Medu neenzimskim antioksidativnim supstancama nalaze se endogene
supstance (glutation, transferin, feritin), vitamini, kao i flavonoid apigenin, ¢ija je antioksidativna
aktivnost u ovom radu ispitana (Kohen and Nyska, 2002; Kooti et al., 2014; Marnet, 2000;

Muller et al., 2007).
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Lipidna peroksidacija je jedan od osnovnih mehanizama o$tecenja tkiva, koje je izazvano
slobodnim radikalima (Esterbauer et al., 1990). Malondialdehid (MDA) je sekundarni produkt
lipidne peroksidacije, koji se koristi kao indikator ostecenja ¢elijske membrane. U ovom radu je
pokazana sposobnost apigenina da spreci paracetamolom indukovano povecanje nivoa MDA, §to
ukazuje na potencijal apigenina da ocuva celijski integritet. U istrazivanju Singh i saradnika
pokazano je da primena apigenina kod pacova kojima je hepatokarcinogeneza indukovana
posredstvom NDEA (N-nitrozodietilamin) i fenobarbitona moze da smanji nivo lipidne
peroksidacije (Singh et al., 2004). Prethodna istrazivanja su pokazala da hidrogenizacija
dvostruke veze izmedu C> i Czatoma u prstenu smanjuje antiperoksidativni efekat (Cholbi et al.,
1991; Mora et al., 1990). Ovaj efekat se moze objasniti potencijalom apigenina da hvata
slobodne radikale, ili da indukuje antioksidativne enzime u c¢elijama jetre. lako precizan
mehanizam antioksidativnog efekta nije utvrden, rezultati u radu ukazuju da apigenin moze da
prekine lancanu reakciju lipidne peroksidacije i zastiti ¢elijsku membranu od oStecenja.
Endogeni antioksidativni sistem mozZe da stupi u interakciju sa RKV 1 smanji nivo oksidativnog
stresa. Antioksidativna odbrana organizma neutraliSe efekte RKV razli¢itim enzimskim i
neenzimskim mehanizmima (Seifried et al., 2007).

U ovom radu aktivnost antioksidativnih enzima je znafajno promenjena nakon primene
paracetamola. Antioksidantni enzimi glutation peroksidaza (GPx) i katalaza (CAT) katalisu
reakciju redukcije peroksida do alkohola i vode, dok glutation reduktaza (GR) redukuje glutation
disulfid, proizvod redukcije peroksida, u sulfhidrilnu formu glutationa (GSH) (Zhu et al., 2012).
Toksi¢ne doze paracetamola izazvale su znacajan pad aktivnosti enzima CAT i GR, $to moze biti
posledica prekomerne produkcije slobodnih radikala i inaktivacije enzima. Rezultati u ovom radu

pokazuju da apigenin primenjen u kombinaciji sa paracetamolom moze da vrati vrednosti enzima
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CAT i GR u fizioloske granice, odnosno priblizno nivou enzima u kontrolnoj grupi. Sa druge
strane, primena paracetamola je dovela do neocekivanog porasta aktivnosti enzima GPx, §to nije
u skladu sa rezultatima sli¢ne studije, gde je takode ispitivan antioksidativni potencijal apigenina,
I U kojoj je paracetamol doveo do pada aktivnosti GPx (Singh et al., 2004). Moguce objasnjenje
za ovaj neocekivani porast aktivnosti enzima GPX nakon toksi¢ne doze paracetamola je ¢injenica
da se u uslovima oksidativnog stresa moze javiti ushodna regulacija GPx, kao adaptivni odgovor
hepatocita na oksidativno ostecenje, §to za posledicu ima povecanje aktivnosti enzima (Halliwell

and Gutteridge, 1984).

6.5. PatohistoloSka ispitivanja

U prethodnim istrazivanjima za izazivanje oksidativnog stresa je kori$¢ena izrazito
prooksidativna supstanca, ugljen-tetrahlorid (Raskovi¢ et al., 2014). Rezultati ove studije su
pokazali da ugljen-tetrahlorid izaziva ireverzibilno histolo§ko o$teCenje tkiva jetre, koje se ne
moze spreciti ili ublaziti pretretmanom nekom od antioksidantnih supstanci. Zbog toga je u ovom
ispitivanju koriS¢en drugi model prooksidativnog oSte¢enja parenhimatoznih organa, primenom
toksi¢nih doza paracetamola, koje dovode do patohistoloskih, ali ne i do nekroti¢nih primena, ¢iji
nastanak je tesko spreciti primenom antioksidantnih supstanci.

Analizom uzoraka jetre bojenih metodom hematoksilin-eozin utvrdeno je da je apigenin
sprecio pojavu parenhimatozne degeneracije hepatocita, uocljive u grupi Zzivotinja koje su
tretirane samo toksi¢nom dozom paracetamola. Rezultati drugih autora objaSnjavaju spre¢avanje
strukturnih promena tkiva primenom apigenina ¢injenicom da bioflavonoidi, u koje spada i
apigenin, ugradivanjem u dvostruke lipoproteinske strukture membrane, onemogucavaju njihovu

lipidnu peroksidaciju i dalja ostecenja (Ahlenstiel et al., 2003; EI Swefy et al., 2016).
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7. ZAKLJUCCI

Natrijumova so deoksiholne kiseline i flavonoid apigenin ispoljavaju znacajan efekat na
farmakokinetske i farmakodinamske osobine raloksifena.

Natrijum-deoksiholat i apigenin snizavaju koncentraciju raloksifena u krvi, ali dovode do
povecanja distribucije ovog leka u periferne kompartmane, ¢ime znacajno produzavaju njegovo
poluvreme eliminacije i srednje vreme zadrzavanja u organizmu.

S obzirom da natrijum-deoksiholat i apigenin znacajno produzavaju poluvreme
eliminacije 1 vreme zadrzavanja raloksifena, kao i da povecavaju volumen distribucije, ove
supstance mogu biti predmet daljih istrazivanja fomulacija raloksifena, ali i drugih lekova, koje
bi kao depo preparati, produzenjem intervala doziranja, mogle znacajno uticati na komplijansu i
kvalitet zivota pacijenata.

U istrazivanju je dokazano antioksidantno, hepatoprotektivno i renoprotektivno delovanje
apigenina. Flavonoid apigenin smanjuje nivo lipidne peroksidacije, povecava enzimske
antioksidativne mehanizme odbrane i spreCava oSteCenje jetre i bubrega kod pacova izloZenih
toksi¢noj dozi paracetamola.

Pretretman apigeninom i natrijum-deoksiholatom potencira dejstvo raloksifena na
parametre hemostaze $to je najverovatnije posledica njegove poveéane bioraspolozivosti do koje
dovode apigenin i natrijum-deoksiholat. Zbog toga je u daljim istrazivanjima farmakoloskih
osobina raloksifena u formulacijama sa apigeninom i natrijum-deoksiholatom neophodno
odrediti doze ove dve supstance koje bi zadrzale korisna farmakodinamska delovanja, a da pri
tome ne dovode do promena parametara hemostaze koje bi mogle ispoljiti negativan efekat na

bezbednost njegove primene.
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S obzirom da apigenin i natrijum-deoksiholat sprecavaju poremecaj parametara funkcije
jetre u serumu zivotinja tretiranih raloksifenom, formulacije raloksifena sa apigeninom i
natrijum-deoksiholatom predstavljaju osnovu za dalja istrazivanja ¢iji cilj je povecanje

bezbednosti primene ovog leka.
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