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Abstract:
AB

Niclosamide is a medication used to treat
tapeworm infestation in animals and humans. Its
most important use in common carp (Cyprinus
carpio) is for the treatment of Bothriocephalus
acheilognathi, which is a very common parasite in
this fish species. The aim of this study was to
optimize method determination of niclosamide
(NIC) and its metabolite 2-chloro 4-nitro aniline
(CNA) and 5-chloro salycilic acid (CSA) in the
muscles, liver, kidneys and skin of common carp
fingerlings by using HPLC-DAD-FLD-MS-MS
technique. The quantification limits determined on
the HPLC-DAD-FLD for the nicolosamide and the
metabolites were in the range of 1,5-1,6 pg/kg for
the NIC; 3,3-3,7 pug/kg for CSA and 3,3-3,6 pg/kg
for CNA. LOQ, quantification limits for
nicosamide and metabolites determined on LC-
MS-MS were 0,4 pg/kg for NIC, while CSA
ranged in the range of 0,6-1 pg/kg, and for CNA in
the range from 0,5 to 0,6 pg/kg. The detection limit
for NIC, CSA and CNA determined on HPLC-
DAD-FLD was 0,5 pg/kg; 1 pg/kg and 1 pg/kg.
The detection limits for NIC, CSA and CNA
determined on LC-MS-MS were 0.1 pg / kgThe
fish for the experiment were obtained from
Kapetanski Rit fish pond, and were acclimated to
test conditions at 20,5 = 1°C. Common carps with
an average mass of 60 + 10 g were treated with
niclosamide concentration of 2 g/kg of feed during
five consecutive days. At the end of the treatment,
the levels of niclosamide residues were determined
using a high performance liquid chromatography
(HPLC) analysis during over 13 days. The mean
values of niclosamide concentrations in the
muscles ranged from 27,7ug/kg starting from the
first day to <0,5 pg/kg on the 11" day in muscles.
The niclosamide concentration in the liver were
found to be 51,5 ng/kg the first day and decreased
proportionally to <0,5 pg/kg on the 13™ day; in
kidneys concentration were in range of 29,4 ng/kg
to <0,5 pg/kg 13" day and in skin from 77,8 pg/kg
starting first day to <0,5 pg/kg at 5" day. CNA
level in the liver of treated common carps
amounted to 170,1 pg/kg on the first day and
continuously declined until the 13™day when
recorded values were <1 pg/kg, in kidneys from
39,4 ng/kg to <1 pg/kg, in muscles concentration




of CNA was in range 14,5 png/kg to <1 pg/kg 11"
day and in skin from 3,2 pg/kg to <1 pg/ kg. CSA
concentrations in the liver reached a maximum
level of 11,5 pg/kg on the 7" day and fell to <1
ng/kg on the 13" day, and in kidneys reached
maximum level of 8,4 pg/kg on the 5™ day and fell
to <1 pg/kg on the 13™ day. CSA was not detected
in skin. Data obtained during this study provided
information about the concentration and fate of
niclosamide and it's residues CNA and CSA in the
liver and muscles of common carp treated orally.
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1. UvOD

Niklozamid (5-hloro-N-(2-hloro-4-nitrofenil)-2-hidroksibenzamid) je oralni
antihelmintik koji pripada strukturalnoj porodici salicilanilida (Martin, 1997). Ova
velika grupa jedinjenja se prvobitno Koristila kao fungicid, za lokalnu primenu i kao
antimikrobni sastojak sapuna (Kraushaar, 1954). Kasnije, sa otkricem snazne
antihelmintske aktivnosti, po kojoj se izdvojio niklozamid (Hecht i Gloxhuber, 1960),
Sirok spektar halogenih salicilanilida je poceo da se koristi protiv crevnih i drugih
parazita (Broome i Jones, 1966; Brown i sar., 1985; Coles, 1974).

Niklozamid se $iroko koristi za tretman infekcija cestoda kod riba i drugih vrsta
Zivotinja. Prvobitno je uveden kao limacid, za tretman i kontrolu puzeva koji prenose
Sizostomijazu (puzeva groznica), (Dai i sar., 2008). Danas se u znac¢ajnoj meri koristi u
poljoprivredi za uniStavanje ciljnih StetoCina, a najéeSée protiv zlatnog puza jabuka
(Pomacea canaliculata) u poljima pirinc¢a (Andrews i sar., 1982).

Dosadasnja ispitivanja su pokazala da niklozamid moZze imati i Siroku klinicku
primenu za lecenje bolesti koje nisu uzrokovane parazitima. Postoje podaci o njegovoj
upotrebi za spreCavanje rasta i razvoja malignih Celija (citostatsko dejstvo) u terapiji
raka, bakterijskih i virusnih infekcija, bolesti metabolizma kao §to su dijabetes tipa II,
konstrikcija  arterija, endometrioza, neuropatski bol, reumatoidni artritis,
sklerodermatozna bolest “graft-versus-host” i sistemska skleroza (Li i sar., 2017; Liu i
sar., 2016). Niklozamid je zajedno sa oksiklozanidom, pokazao i jaku in vivo i in vitro
aktivnost protiv metafilin-otporne Staphilococcus aureus (MRSA) (Rajamuthiah i sar.,
2015). Smatra se da moze inhibirati replikaciju virusa Zika u in vitro uslovima (Xu i
sar., 2016).

Mehanizam dejstva niklozamida nije u potpunosti razjaSnjen. Smatra se da
niklozamid deluje tenicidno tako S§to zaustavlja Krebsov ciklus u mitohondrijama,
odnosno da ometa oksidacione procese u celijama inhibiranjem kiseonika (Tripathi,
2008). Kod cestoda, inhibiranjem oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, dolazi do
njihovog odvajanja od zida creva nakon Cega one digestijom bivaju izbafene iz

organizma (Andrews i sar., 1982). Sprovedena ispitivanja su pokazala da primarno
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dejstvo niklozamida ukljucuje inhibiciju proizvodnje energije u mitohondrijama parazita
kroz inhibiciju anaerobne fosforilacije adenozin difosfata (ADP), (Hug, 2006).

U tretmanu parazitskih bolesti kod riba, niklozamid je koris¢en kao kupka 1 bio
je efikasan u uskom koncentracionom opsegu od 0,075-0,1 mg / mL (90 min) (Schmahl
I Taraschewski, 1987). Takode je koris¢en umesSan sa hranom za kontrolu infekcije
cestoda. Kod Saranskih mladunaca koristi se isklju¢ivo umeSan sa hranom za leCenje
botriocefaloze, bolesti koju izaziva izaziva pantlji¢ara Bothriocephalus acheilognathi
(Cirkovié i sar., 2015).

Analiziranje sadrzaja niklozamida i njegovih metabolita vrs$i se, uglavnom,
hromatografijom pod visokim pritiskom (HPLC) sa UV detektorom (Muir i Grift,
1980). Muir i Grift (1980) su pokazali da se sadrzaj niklozamida i njegovih metabolita
moze odrediti i gasnom hromatografijom (GC) nakon derivatizacije sa metil jodidom
(CHgsl), dok se u novije vreme koriste tehnike te¢ne hromatografije sa dva masena
detektora (LC-MS-MS), (Doran i Stevens, 2014).

1.1.  CiljistraZivanja

Cilj istrazivanja je da se na nivou nau¢nog objaSnjenja utvrdi distribucija
niklozamida (NIC) i njegovih metabolita, 2-hloro-4-nitroanilina (CNA) i 5-
hlorosalicalne kiseline (CSA) kao i vreme zadrzavanja U misi¢nom tkivu i organima
Saranskih mladunaca. Ispitivanje distribucije niklozamida i njegovih metabolita ¢e se
vr§iti primenom teéne hromatografije visokih performansi a radi jasnijeg sagledavanja

distribucije niklozamida i njegovih metabolita postavljeni su sledeci zadaci istrazivanja:

- razvoj hromatografske metode za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
NIC-a i njegovih metabolita CNA i CSA,

- validacija HPLC-DAD-FLD-MS-MS instrumentalnih metoda za odredivanja
niklozamida i njegovih metabolita,

- utvrdivanje vremena zadrzavanja NIC -a u miSicnom tkivu i organima
Saranskih mladunaca,

- utvrdivanje vremena zadrzavanja CNA i CSA u mi$i¢nom tkivu i organima

Saranskih mladunaca.
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U ovom istrazivanju ocekuje se da ¢e se utvditi koncentracija niklozamida i
njegovih metabolita u misi¢nom tkivu i organima Saranskih mladunaca, kao i vreme
njihovog zadrzavanja u organizmu.

Originalan nauc¢ni doprinos ovog istrazivanja, ogleda se u definisanju vremena
zadrzavanja niklozamida i njegovih metabolita u misicnom tkivu i organima Saranskih
mladunaca, koji se koristi za le¢enje obolenja izazvanog pantljicarom Bothriocephalus
acheilognathi. Rezultati ovog istrazivanja ¢e biti prvi predstavljeni rezultati o upotrebi

niklozamida u akvakulturi na teritoriji Srbije.
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2. PREGLED LITERATURE

Niklozamid je opisan u literaturi, definisane su njegove fizicko-hemijske
karakteristike, njegovi metaboliti, farmakokinetika, antikancerogene osobine kao i
metode odredivanja.

2.1.  Fizi¢ko-hemijske karakteristike niklozamida

Niklozamid je anthelmintik biofarmaceutske klase (BCS) I, lek koji ima nisku
rastvorljivost i visoku propustljivost. To je bledo-zuti prah, bez mirisa i bez ukusa.
Nerastvorljiv je u vodi, slabo rastvorljiv u alkoholu, etru i hloroformu, moze se
rastvoriti u vru¢em etanolu, cikloheksanonu i vodenom rastvoru natrijum hidroksida.
Niklozamid ili prema IUPAC-u 5-hloro-N-(2-hloro-4-nitrofenil)-2-hidroksibenzamid, je
organsko jedinjenje koje sadrzi 13 atoma ugljenika i ima molekulsku masu od 327,120
g/mol.

Molekulska formula niklozamida je Ci3HsCI.N,O4 a strukturna formula je

prikazana na Slici 1.

cl NO,

Cl
NH

OH

Slika 1. Strukturna formula niklozamida

Niklozamid spada u grupu salicilanilida. Salicilanilidi su amidi salicilne kiseline
I anilina. Klasifikovani su i kao salicilamidi i anilidi. Salicilna kiselina je beli kristalni
prah ili kristal u obliku igle slatkog ukusa, rastvorljiv u acetonu, etru, alkoholu,
klju¢ajucoj vodi, benzenu i terpentinu. Slabo je rastvorljiv u hloroform-benzenu i toploj

vodi na 158 °C. Sadrzi i hidroksilnu 1 karboksilnu grupu koje reaguju sa kiselinom ili
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alkoholom. Karboksilna grupa formira estre sa alkoholom, koji se koristi u aromama za
hranu, konzervansima u losionima za suncanje i dr. Hidroksilna grupa reaguje sa

sir¢etnom kiselinom kako bi se formirala acetilsalicilna kiselina (nazvana aspirin).

Iz

OH

Slika 2. Strukturna formula salicilanilida

Salicilna kiselina je vazna za pripremu drugih farmaceutskih proizvoda, boja,
aroma i konzervansa. Derivati salicilne kiseline se koriste u formulisanju ukusa,
konzervansa i UV filtera za hranu i kozmetiku, kao i plastiku. Koriste se u proizvodnji
farmaceutskih proizvoda, uglavnom analgetika i antipiretika za olakSavanje bolova i
groznice. Anilid je amid u kome se jedan ili vise atoma vodonika zamenjuju fenilom
koji ima CgHsNH, grupu (Afaf i sar., 2008).

Derivati salicilanilida imaju razli¢itu farmakolosku upotrebu. Hlorisani derivati,
ukljucujuéi niklozamid, oksiklozanide 1 rafoksanid, koriste se kao anthelmintici,
posebno kao fungicidi dok se bromirani derivati, uklju¢ujuéi dibromsalan,
metabromsalan i tribromsalan, koriste kao dezinfekciona sredstva sa antibakterijskim i
antifungalnim aktivnostima (Caldow i sar., 2009)

Amid je grupa organskih hemikalija sa opStom formulom RCO-NH; u kojoj je
atom ugljenika vezan za kiseonik u dvostrukoj vezi, a takode je vezan i za hidroksilnu
grupu, gde se grupe R krecu od vodonika do razlicitih linearnih i prstenastih struktura ili
jedinjenje sa metalom koji zamenjuje vodonik u amonijaku kao S§to je natrijum amid,
NaNH,. Amidi su podeljeni u podklase prema broju supstituenata na azotu. Primarni
amid se formira zamenom karboksilne hidroksilne grupe pomocu NHj,, amino grupe.
Amid se dobija reakcijom kiselog hlorida, anhidrida kiseline ili estra sa aminom. Amid
se moze formirati iz amonijaka (NH3). Sekundarni i tercijalni amidi su jedinjenja koja
jedan ili oba vodonika u primarnim amidima zamjenjuju druge grupe. Imena

sekundarnih 1 tercijarnih amida oznacavaju zamenjene grupe sa prefiksom N (Sto znaci
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azot) pre naziva starijin amida. Amidi, male molekulske mase, su rastvorljivi u vodi
usled formiranja vodoni¢nih veza. Primarni amidi su vise tacke topljenja i klju¢anja od
sekundarnih i tercijarnih amida. Anilid je amid izveden iz anilina supstitucijom acil
grupe za vodonik NH,. Acetanilid je ¢vrsta supstanca bez mirisa ili kristalnog praha
(Cista forma), rastvorljiv u alkoholu, toploj vodi, etru, hloroformu, acetonu, glicerolu.
Tacka kljucanja je 304 °C i moze se podvrgnuti zapaljenju na 545 °C, ali inace je
stabilan u vedini uslova. Acetanilid koji se moze dobiti acetilacijom anilina. Acetil
grupa moze se ukloniti hidrolizom katalizovanim kiselinama kako bi se dobio para-
nitroanilin. Tako se aktivna afektivnost amino grupe moze smanjiti, acetilni derivat
ostaje orto / para-orijentacija i aktivira supstituent. Primeri aromati¢nog anilida su
benzanilid, CcHsNHCOCgHs ili karbanilid (N, N'-difenilkarbamid). Neki strukturni
amidi su: acetamidi, akrilamidi, anilidi, benzamidi, naftilamidi, formamidi, laktami,
salicilamidi, sulfonamidi, tioamidi.

Hidrolizom amida se dobija amin i karboksilna kiselina u jako kiselim uslovima.
Obrnuti proces dovodi do gubitka vode tokom povezivanja amino Kiselina, Siroko je
prisutan u prirodi tokom formiranja protein. (Brown i sar., 1985). Acil halogenidi su
najreaktivniji amidi najmanje reaktivni medu derivatima karboksilne kiseline, kao po
redu "acil halidi> anhidridi> estri > kiseline> amidi”. U homogenim sistemima
rastvaraca, amidi reaguju sa vodom samo u prisustvu jakih kiselih ili baznih katalizatora
pri zagrevanju. Zbog azota, bez vezanog elektronskog para sa karbonilnom grupom,
amidi su veoma polarni i u osnovi slabiji od amina. Elektrofili se vezuju za atom
kiseonika u odnosu na azot u amidu. Dodavanjem vode nitriju (trostruka veza ugljenik-
azot) dajuc¢i amid. Sulfonamidi su analogi amida u kojima je atom vezan za kiseonik u
dvostrukoj vezi je sumpor umesto ugljenika. Sulfonamidi reaguju sa alkil halidima,
halidnim kiselinama, sulfonil halidima, epihalohidrinima, ketonima i aldehidima.

Salicilanilide karakteriSe uzan spektar aktivnosti, i svaki je efikasan samo protiv
odredenih parazita. Koriste se uglavnom kod goveda i ovaca, a vrlo sporadicno kod
ku¢nih ljubimaca ili konja. Antihelmintik salicilanilid je uveden 1960. i 1970. godine od
strane nekoliko farmaceutskin kompanija. Svi salicilanilidi su veterinrski anthelmintici
koji su davno izgubili patentnu zastitu. Oni koji su joS u upotrebi dostupni su kao
generic¢ki proizvodi brojnih hemijskih kompanija (najéepée u Kini, Indiji, Izraelu,
Brazilu itd.), (Afaf i sar., 2008; Caldow i sar., 2009).
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Najvazniji salicilanilidi koji imaju veterinarsku upotrebu su klozantel i
niklozamid. Klozantel se efektivno koristi protiv odredenih metilja i krupnih crva, dok
se u nekim zemljama, niklozamid odobrava i kao ljudski lek za leCenje parazitskih

obolenja.

2.2. Metaboliti niklozamida

Do degradacije NIC-a moze do¢i razli¢itim mehanizmima, (Dawson, 2003) ali
njegovi primarni metaboliti su 2-hloro-4-nitroanilin (CNA), aminoniklozamid (AN),
hidroksiniklozamid (HN) i 5-hlorosalicilna kiselina (CSA) (Slika 3.). Hidroliza amidne
veze u NIC-u rezultira nastankom CSA i CNA dok kisela hidroliza NIC-a rezultira
nastankom HN, Slika 3, (Doran i Stevens, 2014).

Q“ T Q” Ve

hydroxyniclosamide (HN) aminoniclosamide (AN)

acid hydro!yses ; Aduct:on

niclosamide (NiC

amide hydrolysis

Ci
OH
+ HoN NO;
O
OH Cl
5-chiorosalicylic acid 2-chioro-4-nitroaniline
{CSA) {CNA)

Slika 3. Degradacija niklozamida (Doran i Stevens, 2014)
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Metabolizam faze I, moze dovesti do hidrolitickog cepanja amidne veze kako bi
nastali 5-hlorosalicilna kiselina (CSA) i 2-hloro-4-niroanilin (CNA) kao glavni
metaboliti (Slika 3), (Doran i Stevens, 2014). Drugi manji metabolit je 2 ', 5-dihloro-4'-
aminosalicilanilid (TFDCAS). Testovi bakterijskih mutagenosti sa ova dva jedinjenja su
pokazala da CSA nije mutagen dok je CNA na nizim nivoima od niklozamida toksi¢an
(Espinosa-Aguirre i sar., 1991). Analize molekularnog modeliranja na osnovu
molekularne mehanike pokazale su da se niklozamid i njegovi metaboliti pokazuju
energetske razlike izmedu orbitala na najviSem energetskom nivou (HOMO) i
nepopunjene orbitale na najnizem energetskom nivou (LUMO), a time i kineticku
labilnost. CNA ima najmanju LUMO-HOMO energetsku razliku i samim tim najvecu
reaktivnost. Takode ima nizu rastvorljivost u vodi i eventualno nizu termodinamiku
stabilnost. Ova svojstva mogu uciniti CNA toksi¢nim 1 mutagenim metabolitom (Hug,
2006).

U svojoj studji, Zazaa i sar. (2014) su niklozamid podvrgli alkalnoj hidrolizi.
Niklozamid su rastvorili u smesi metanola i IN NaOH i podvrgli refluksu tokom 6
Casova na 80°C. Kao rezultat alkalne hidrolize niklozamida nastali su CSA i CNA,
prema Britanskoj farmakopeji (BP, 2009) i Evropskoj farmakopeji (EP, 2007). Graebing
i sar. (2004) su u svojoj studiji pokazali da je fotodegradacija niklozamida u pH 5
puferu, 4,3 puta brza nego kod pH 9 pufera i 1,5 puta brze nego u puferu pH 7. U
mraku, niklozamid degradira samo u puferu pH 5. Posle 360 casova kontinualnog
zraCenja u puferu sa pH 9, hromatografski obrazac degradacije bio je isti bez obzira na

koji je prsten bio radioaktivno oznacen.

Proizvod fotodegradacije niklozamida je ugljen-dioksid i dvo- i Cetiri-karbonske
alifatske kiseline formirane cepanjem dva aromati¢na prstena. Ugljendioksid je glavni
degradacioni proizvod, a drugi degradacioni oblici su oksalna kiselina, maleinska
kiselina, glioksilna kiselina 1 glioksal. Pored toga, u ozraCenom testiranom rastvoru
oznacenom hloro-nitroanilinom, CNA je primecen i identifikovan nakon 48 casova
zraCenja, ali nije otkriven nakon toga.

Niklozamid je otporan na hidrolizu na pH 5, 7 i pH 9 tokom viSe od 4 meseca

(EI-Dib i Aly, 1976) ali fotoliza formulacije koju ¢ini 70% praha u vodenim rastvorima
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rezultira znacajnim smanjenjem bioloske aktivnosti u roku od 24 ¢asa (Gillet i Bruaux,
1961; Statham i Lech, 1975).

Uprkos svojoj opstoj upotrebi, utvrdeno je da je niklozamid toksi¢an za neke
vode organizame (Lardans i Dissous, 1998; Andrevs i sar., 1982). Duga grupa nau¢nika
je otkrila da niklozamid izaziva probleme kopnenim i vodenim biljkama (Lardans i
Dissous, 1998). Utvrdeno je i da se niklozamid vezuje za DNK nakon reduktivne
aktivacije koja moze biti uzrok toksi¢nosti (Abreu i sar., 2002). Americka agencija za
hranu i lekove je niklozamid odobrila kao supstancu koja se koristi kod ljudi gotovo 40
godina (Ditzel i Schwartz, 1967). Komercijalno naziv niklozamida je poznat kao Bayer
73 u Nemackoj ili Bayluscide ili Niclocide u Kanadi i Sjedinjenim Drzavama (Jurgeit i
sar., 2012; Van Tonder i sar., 2004).

Sprovedene studije o genotoksi¢nosti kod glodara i ljudi ukazale su da je
niklozamid lek koji se apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta, a da se kao dva glavna
degradaciona produkta izlu¢uju CSA i CNA (Liu i sar., 2016), jedinjenja sa mutagenim
dejstvom (Espinosa-Aguirre i sar., 1991; Zazaa i sar., 2014). Ova dva degradaciona
produkta su identifikovana sa infracrvenom (IR) i masenom (MS) spektrometrijom
(Zazaa i sar., 2014).

Svetska zdravstvena organizacija (WHO, 2002) je izdala podatke o letalnoj
toksi¢nosti niklozamida. Letalna doza, LDsp, je koli¢ina materijala, hemikalije, koja
data odjednom uzrokuje smrt polovine (50%) testiranih Zivotinja. LDsg je jedan od
nacina za merenje potencijala kratkotrajnog trovanja (akutne toksicnosti). Letalna doza
za niklozamid, kod riba je LCs je 0,03-0,23 mg/L.

Podaci o akutnoj toksi¢nosti CSA nisu dostupni, dok je CNA prema Evropskoj
regulativi svrstan u grupu supstanci koje pokazuju akutnu toksicnost i za oralnu primenu

je svrstan u kategoriju 4, dok u vodi pokazuje hroni¢nu toksi¢nost kategorije 2.

2.3.  Fizi¢ko-hemijske karakteristike CSA

5-hlorosalicilna kiselina ili prema IUPAK-u 5-hloro-2-hidroksibenzoeva kiselina
je organsko jedinjenje molekulske mase 172,56 g/mol. CSA je bela, kristalna supstanca,
rastvorljiva u etru, alkoholu i hloroformu. Stabilna je na sobnoj temperature i

normalnom pritisku. To je polarno jedinjenje koje gradi vodoni¢ne veze.
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CSA je monohidroksi benzoeva kiselina koja je nastala od 2-hidroksibenzoeva
kiselina (salicilna kiselina) u kojoj je vodonik na poziciji 5 zamenjen hlorom

(www.pubchem.nchi.nlm.nih.gov).

Hloro-salicalna kiselina je bezbojna kristalna organska kiselina koja se Siroko
koristi u organskoj sintezi i funkcionise kao biljni hormon. Izvodi se iz metabolizma
salicina. Pored toga §to sluzi kao vazan aktivni metabolit aspirina (acetilsalicilne
kiseline), koja delom djeluje kao prolek za salicilnu kiselinu, verovatno je najpoznatija
PO Svojoj upotrebi kao kljuéni sastojak u topikalnim anti-akni proizvodima. Molekulska
formula CSA je C;HsCIO3, Strukturna formula CSA je prikazna na Slici 4.

O~_OH
OH

Cl

Slika 4. Strukturna formula CSA

Soli i esteri salicilne kiseline poznati su kao salicilati. Derivat salicalne kiseline,
CSA Kkoristi se za proizvodnju razlicitih farmaceutskih i bioloski aktivnih jedinjenja.
Koristi se za sintezu derivata N-aril-salicilamida koji se koriste kao antitumorni agensi

(www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

2.4.  Fizi¢ko-hemijske karakteristike CNA

CNA ili prema IUPAC-u 2-hloro-4-nitroanilin je organsko jedinjenje
molekulske mase 172.568 g/mol. To je zuta kristalna supstanca, rastvorljiva u alkoholu,
benzenu, etru; slabo rastvorljiva u vodi 1 jakim kiselinama. 2-hloro-4-nitroanilin
(CeHsCINLOy).

CNA je nitro-aromati¢no jedinjenje (Slika 5), koje se koristi kao intermedijer u
sintezi boja, farmaceutskih proizvoda, inhibitora korozije i u proizvodnji niklozamida
(Hampercht i Westerkamp, 2000; Lewis, 2002; Schnorbach i sar., 2008).
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Molekulska formula 2-hloro-4-nitroanilina je C¢HsCIN,O, Strukturna formula
CNA je prikazana na Slici 5.

NH,

NO; cl

Slika 5. Strukturna formula CNA

Ispitivanjem metabolizma niklozamida koji se koristio kao antihelminti¢ki lek su
se bavili Graebing (2004) i Espinosa-Akuirre (1991). Oni su utvrdili da cepanje amidne
veze rezultira stvaranjem metabolita CNA i CSA. S obzirom na Siroku primenu i
proizvodnju, CNA moze dospeti u okruzenje razli¢itim tokovima otpada i predstavlja
pretnju zivotnoj sredini i Zivotnim formama (Borcherding i Wolf, 2001).

Ispitivanja su pokazala da CNA uzrokuje teska ostecenja ¢elije, Sto je potvrdeno
eksperimentima na pacovima (Cottalasso i sar., 1991). Ako se pusti u vodu, o¢ekuje se
da se CNA adsorbuje na suspendovanim ¢vrstim materijama i sedimentu. Isparavanje
CNA sa povrsine tla i povrSine vode se ne smatra vaznim §to je zakljueno na osnovu

vrednosti Henrijeve konstante (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Sli¢no tome, CNA ne

sadrzi nikakvu funkcionalnu grupu pomocu koje bi se hidrolizovala u Zivotnoj sredini
(Lyman i sar., 1990). Medutim, CNA sadrze hromofore koji mogu apsorbovati svetlost
na talasnoj duzini ve¢oj od 290 nm i mogu biti podlozni fotolizi (Lyman i sar., 1990).
Dakle, za remedijaciju kontaminacije u zivotnoj sredini, mikrobioloska transformacija i
degradacija mogu se koristiti kao najefikasniji, ekoloski 1 tehnicki zahtevni pristup za
dekontaminaciju zemljista, sedimenata, vodnih tela itd.

CNA se smatra nebiorazgradivim u vodenoj sredini, kao i u industrijskim
postrojenjima za preciS§¢avanje otpadnih voda (Struijs i Stoltenkam, 1986). Sli¢no tome,
Canton i sar. (1985) su klasifikovali CNA kao supstancu na crnoj listi zbog svoje slabe
biorazgradljivosti.

Metabolizam CNA ispitivali su Khan i sar., (2013) putem aerobne degradacije i
zakljucili da je Rhodococcus sp. jedna od prvih aerobnih bakterija sposobnih da

razgrade CNA do ugljenika i azota.
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2.5. Farmakokinetika

Farmakokinetikom niklozamida i1 preparata na bazi niklozamida su se bavili
mnogi naucnici. Farmakokinetika je grana farmakologije koja se bavi izuCavanjem
promena supstanci doziranih u zive organizme, omogucavaju¢i da se utvrde
kvantitativne analize odnosa izmedu organizma i leka od unosa u organizam do
momenta njegovog kompletnog eliminisanja iz tela (Benet, 1984). U otvorenim
vodotokovima niklozamid se najviSe koristio i koristi protiv larvi puzeva. Medutim,
tretmani koji se sprovode u cilju kontrole populacije puzeva se odrazavaju i na neciljane
organizme, prvenstveno ribe. Stoga je bilo neophodno ispitati da li se i koliko dugo
niklozamid zadrZava u tkivima i organima riba.

Preparat Bayer 73 (B73), na bazi niklozamida se tokom 70-tih godina koristio za
kontrolu morskih larvi puzeva u pritokama Velikih jezera. Medutim, pored morskih
larvi tretmanu su bile izloZene i ribe u tretiranim vodotokovima, koje se koriste za
ljudsku upotrebu. Zbog toga su Schultz i Herman (1978) u svom eksperimentu
odredivali koncentraciju niklozamida u tkivu i organima pastrmke. Oni su niklozamid
radioaktivno oznadili radi lakSeg pracenja i njihova ispitivanja pokazala su da je
koncentracija radioaktivno ozna¢enog niklozamida (pg/kg) bila poveéana u svakom
periodu uzorkovanja u krvi, mozgu, zu¢i, miSi¢ima i bubrezima uzorkovane ribe.
Radioaktivnost u slezini bila je varijabilna tokom 4, 8, i 12 ¢asova, ali se viSe nego
udvostrucila u period od 12 do 24 ¢asova nakon tretmana. Varijabilnost koncentracije
radioaktivno oznacenog niklozamida je bila najveca u jetri i dostigla je vrednost od
14,27 pg/kg za 2 casa, dok je 4 casa nakon izlaganja koncentracija radioaktivno
oznacenog niklozamida pala na 9,18 pg/kg.

Scultz i Herman (1978) su wvrsili eksperiment u kome su pastrmku izlagali
preparatu na bazi niklozamida tokom 24 i 144 casa. Nakon 24-¢asovnog izlaganja
utvrdeno je da je koncentracija preparata niklozamida u rastvoru za izlaganje opala od
pocetne koncentracije od 5,0x10° do 2,4x10° pg/L. Kod drugog eksperimenta u
trajanju od 144 casa, koncentracija radiaktivnog niklozamida je bila povecana u svim
tkivima pastrmke tokom celog perioda uzorkovanja. U ovom eksperimetu vidimo da se

koncentracija radioaktivno oznacenog niklozamida kretala od niske u iznosu od 0,35
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ng/kg u misi¢ima do od 141,94 pg/kg u zuci. Zabelezene su koncentracije (ug/kg) i u
drugim tkivima. U mozgu je zabelezena koncentracija od 0,44 pg/kg, u slezini 1,73
ng/kg; jetri 2,32 ug/kg; krvi 4,15 pg/kg i bubrezima 4,95 pg/kg.

Statham i Lech (1975) su tokom svog eksperimenta Sarenu pastrmku izlozili
rastvoru radioaktivno oznacenog niklozamida (preparat Bayer 2353) u koncentraciji od
5,0x10° pg/L tokom 12 &asova. Odmah nakon 24 Gasa izlaganja uradene su analize i
dobijene su sledece vrednosti: u krvi 4,2 ug/kg, jetri 13,4 ug/kg i u misi¢ima 0,08 pg/kg.
Utvrdeno je da je niklozamid, kod Sarene pastrmke, metabolizovao do alfa glukuronida.

Niklozamid se kao pesticid se u SAD ve¢ vise od 40 godina uspe$no koristi sam,
a u kombinaciji sa 3-trifluorometil-4-nitrofenolom (TFA) za kontrolu morskih larvi
(Petromizon marinus) u tokovima pritoka prema Velikim jezerima (Hubert i sar., 2005).
Kako se niklozamid uglavnom nanosi direktno u vodene tokove naseljene ribom, postoji
1 potencijal da se ostaci niklozamida akumuliraju u ribljem miSi¢nom tkivu i organima.
Eksperiment sa pastrmkom (Oncorhincus mykiss) s ciljem odredivanja koncentracije
niklozamida u telu pastrmke u pritokama Velikih jezera izveo je Hubert i sar., (2005).
On je pastrmku izlozio radioaktivno oznac¢enom lampricidu 3-trifluorometil-4-nitrofenol
(TFM), u koncentraciji od 2100 pg/L i radioaktivno oznacenom niklozamidu u
koncentraciji od 55 pg/L tokom 24 ¢asa. Odmah nakon ekspozicije riba izvrSeno je
Zrtvovanje 1 analiziranje uzoraka miSi¢nog tkiva. Analize su pokazale da je tkivo ribe
koje je bilo izlozeno niklozamidu sadrzalo niklozamid u koncentraciji od 464,51 +/-
166,83 pg/kg, metabolit niklozamid-glukuronid u koncentraciji od 24,01 +/- 10 pg/kg,
kao i metabolit koji prethodno nije bio prijavljen, niklozamid sulfatni estar u
koncentraciji od 46,56 +/- 128,04 ug/kg.

Brzina i veli¢ina eliminacije niklozamida i njegovih ostataka pracena je i na
pastrmci koja je tretirana preparatom niklozamida, Baylucidom, u pritokama Velikih
jezera. Na eksperimentu koji je raden na Sarenim pastrmkama (Onchorhinchus mikiss),
Dawson i sar. (1999) su pokazali da je uzimanje niklozamida iz vode od strane pastrmke
brzo, a da ostaci dostignu ravnotezu 3 dana nakon izlaganja. Nakon 24 sata izlaganja, u
samo 9% tela pastrmke (filetima) su nadeni ostaci niklozamida. Po zavrSetku
eksperimenta, riba je prebacena u cistu vodu, gde je dalje pracen sadzaj ostataka
niklozamida u tkivu ribe. Utvrdeno je da nakon 2-3 dana dana boravka ribe u Cistoj

vodi, se ne detektuje prisustvo niklozamida u tkivima pastrmke, odnosno da je
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detektovana koncentracija manja od LOD vrednosti od 10,7 ug/kg (Schreier i sar.,
2000).

Na reci Ford u Micigenu, Smit (1996), je izveo eksperiment na pastrmci i somu
(200-400 g), koji su pri kaveznim uslovima gajenja bili izloZzeni tretmanu sa
niklozamidom u koncentraciji od 0,02 mg/L. Nakon dvanaestocasovnog izlaganja po pet
uzoraka od obe vrste riba je uzeto na analizu. Uzorci su homogenizovani, ekstrahovani i
analizirani na HPLC-DAD, detektorom sa nizom fotodioda. Dobijeni rezultati pokazali
su da je maksimalna koncentracija u filetima pastrmke zabeleZena 12 ¢asova nakon
izlaganja i iznosila je 40,0 + 25,0 pg/kg, dok je kod soma maksimalna koncentracija
zabeleZena 18 ¢asova nakon izlaganja i kretala se u opsegu od 26 ug/kg do 68 pg/kg.

Ispitivanja koja je sproveo Takougang i sar. (2007) su pokazala da je primena
preparata niklozamida (Baylucidom) u vodi protiv vodenih puzeva, prouzrokovala
Zuckasta obojenja vode $to je sam preparat uéinilo manje prihvatljivim za upotrebu.
Kada su isti preparat primenili u manjoj dozi dobili su dobre rezultate tj. doslo je do
znacajnog smanjenja brojnosti vodenih puzeva. Oni su svojim eksperimentom pokazali
da se primenom manjih koncentracija preparata na bazi niklozamida postizu dobri
rezultati i delovanje samo na ciljane organizme (puzeve) a da pri tome ne dolazi do
promene kvaliteta vode niti utice na druge vodene organizme.

U studiji u severnom Kamerunu, Baylucidom je primenjivan na ribnjake u
koncentracijama od 0; 0,25; 0,5 ili 1 g/m® (Chen i sar., 2017). Ispitivanja su pokazala da
se primenom preparata Baylucida u niZzim koncentracijama (0,25 ili 0,5 g/m®) postizu
bolji rezultati nego kod primene preprata u koncentraciji od 1 g/m?, ¢ime je pokazano da
su i relativno niske doze preparata efikasne u kontroli puzeva.

Cirkovié i sar. (2015) su izveli seriju laboratorijskih ispitivanja pri kojima su
Saranske mladunce izlozili dejstvu niklozamida u koncentraciji od 2g/kg, tokom pet
dana. Prose¢na tezina tretiranih Saranskih mladunaca bila je oko 60 g. U njihovom
eksperimenti je utvrdeno da se niklozamid najvise deponuje u jetri 72,42 %, dok je
zastupljenost niklozamida u bubrezima i slezini je bila znatno niZa 1 iznosila je 18,79 %,
odnosno 7,79 % a da je do najmanjeg deponovanja doslo u mesu, svega 3 %. Ovim
eksperimentom je takode pokazano da se tretiranjem ribe sa niklozamidom postize brza,

efikasna 1 potpuna eliminacija pantljicare.
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Spektrofotometrijska kineticka studija alkalne degradacije niklozamida kao
funkcija koncentracije leka, pH i temperature utvrdena je koris¢enjem
spektrofotometrijskog metoda (Zazaa i sar., 2014). Razvijena metoda je omogucila
odredivanje niklozamida u prisustvu proizvoda alkalne razgradnje gde nastaje CNA,
kao prvi i CSA, kao drugi proizvod razgradnje. Utvrdeno je da kinetika razgradnja
niklozamida prati pseudo-prvi red pod utvrdenim eksperimentalnim uslovima sa
konstantnom brzinom degradacije (k) od 0,0829 mol/h i poluvremenu (t 1/2) od 8,35 h.
Ukupna konstanta stope degradacije kao funkcija temperature pod datim uslovima
podudarala je sa Areniusovom jednac¢inom gde je izracunata energija aktivacije od 3,41
kcal/mol (Zazaa i sar., 2014).

Graebing i sar. su 2004. godine izveli seriju eksperimenata gde je analizirana
kinetika i mehanizam degradacije niklozamida u aerobnim i anerobnim uslovima.
Aerobni metabolizam niklozamida u vodi, prouavan je u meSavinama re¢ne vode i
sedimentnih meSavina. Testirani sistemi su odrzavani pod aerobnim uslovima, tretirani
niklozamidom i inkubirani u mraku na 25,0 + 1,0 °C tokom 30 dana. U vodi u aerobnim
uslovima, poluvek raspada metabolita CSA i CNA je bio 4,9 i 5,4 dana respektivno. Za
ispitivanje anaerobnog vodenog metabolizma niklozamida, testirani sistemi su
inkubirani pod anaerobnim uslovima tokom 365 dana. Primeceno je da od 0 do 3 dana
nakon tretmana, dolazi do transformacije niklozamida u aminoniklozamid. U
ekstraktima vode i sedimenata primeceni su jo$ neki analiti, mada nijedan od tih
metabolita nije bio formiran u znacajnoj koli¢ini. Graebing i sar. (2004) koji su takode
utvrdili da je niklozamid-glukuronid glavni metabolit niklozamida u Zzuc¢i Sarene
pastrmke.

Griffiths i Facchini (1979) su svojim ispitivanjem pokazali da koncentracija
niklozamida u ribama pocinje da opada 12-17 sati posle izlaganja, posSto jedinjenje
metabolise u niklozamid glukuronid nakon ¢ega se i eliminiSe.

Ispitivanja Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 2002) pokazala su da se
niklozamid, nakon oralnog davanja, samo neznatno apsorbuje u krvotok. Apsorbovani
niklozamid se brzo metaboliSe i izlucuje, dok neapsorbovani niklozamid ostaje
nepromenjen u probavnom traktu 1 izluCuje se fecesom, gotovo potpuno kao
nepromenjeno osnovno jedinjenje ¢ime se moze i objasniti niska toksi¢nost za domace

zivotinje 1 kuéne ljubimce. Prilikom istrazivanja ni niklozamid ni njegovi metaboliti
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nisu detektovani u krvi i1 urinu a upravo niska apsorpcija omoguéava visoku sigurnosnu

granicu za njegovu upotrebu na zivotinjama (WHO, 2002).

2.6.  Antiparazitsko delovanje niklozamida

Antihelmintik niklozamid, deluje tenicidno tako Sto zaustavlja Krebsov ciklus u
mitohondrijama. Mehanizam delovanja antiparazitskih lekova se zasniva, uglavnhom, na
inhibiciji transporta glukoze i procesa oksidativne fosforilacije u mitohondrijama
parazita - inhibiSu beta tubulin parazita (neophodan za polimerizaciju mikrotubula
parazita) 1 spreavaju proces razmnozavanja.

U dosada dostupnim literarnim podacima vidimo da se niklozamid, Sto se tice
akvakulture, koristio za le¢enje parazitskih oboljenja kod pastrmke i soma (Huq, 2006;
Hubert i sar., 2005, Dawson i sar., 1999), dok se prvi literarni podatak o primeni
niklozamida za legenje kod $arana pojavljuje tek 2015.godine (Cirkovié i sar., 2015). U
laboratorijskim uslovima

U periodu duzem od 40 godina niklozamid se koristio kao lavricid i kao limacid
u pritokama Velikih jezera (Huq, 2006; Hubert i sar., 2005, Dawson i sar., 1999).
Nakon otkri¢a grupe nau¢nika da je niklozamid toksi¢an za neke vodene organizme
(Lardans and Dissous, 1998; Andrews 1 sar., 1982) i da moZe izazvati probleme
kopnenim i vodenim biljkama (Lardans i Dissous, 1998), s ciljem eliminisanja uticaja
na zdravlje ljudi, ispitivana je moguénost deponovanja niklozamida u jestivom tkivu,
odnosno miSi¢nom tkivu riba kao neciljanih organizama. U gore navedenim
ispitivanjima, preparat na bazi niklozamida nanosio se direktno u vodene tokove, i
ispitivana je moguc¢nost deponovanja niklozamida i njegovih metabolita u tkivu
pastrmke.

Ping i sar. (2017) su ispitivali dejstvo estarskog derivata niklozamida (5-chloro-
2-[(2-chloro-4-nitrophenyl) carbamoyl] phenyl-4-methoxybenzoate (salicylanilidata) na
puzeve Kkoji prenose Sistozomijazu (puZeva groznica), koji pripadaju rodu Biomphalaria
species. Po preporuci Svetske zdravstvene organizacije protiv puzeva se vise desetina
godina koristio samo niklozamid. Medutim, s obzirom da je on toksi¢an za vodene
organizme koji nisu ciljani, radilo se na razvoju novih limacida koje bi karakterisala

smanjena toksi¢nost na neciljane organizme. Dobijeni derivat niklozamida, 5- hloro-2-
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[(2-hloro-4-nitrofenil) karbomil] fenil-4-metoksibenzoat, je pokazao zadovoljavajucu
toksi¢nost za puzeve roda Biomphalariaspecies a sa druge strane vrlo nisku toksi¢nost
za D. rerio, $to ukazuje na njegovu Siroku potencijalnu primenu (Ping i sar., 2017).

U nekim zemljama niklozamid se koristi u obliku litijumovih i natrijumovih soli,
jer u tom obliku pokazuje bolje dejstvo. Najpoznatiji preparat niklozamida je Bayer 73.
Malo je rastvorljiv u destilovanoj vodi (5-8 pg/mL) na 20 °C. Za upotrebu u vodenim
sredinama se uglavnom Kkoristi njegova aminoetanolna so Bayer 2353, koja ima
rastvorljivost od 230+50 ug/mL u vodi na 25 °C. Rastvorljivost u vodi se povecava sa
temperaturom, tako da na 20°C iznosi 145+33 pug/mL do 372+86 pg/mL na 50 °C.
Delovanje preparata Bayer 73, odnosno aktivne materije niklozamida nije u potpunosti
razja$njeno ali se smatra da deluje sli¢no kao 3-trifluorometil-4-nitrofenol (TFM).

U naSem ispitivanju posmatran je uticaj niklozamida na lecenje botriocefaloze
kod Saranskih mladunaca. Naime u intenzivnim uslovima gajenja riba dolazi do velikih
promena abiotickih i bioti¢kih ¢inioca i do kompleksnog uticaja organizama jednih na
druge (Novakov i sar., 2015), pri ¢emu prisustv0 parazita izazivaju poremecaje
osnovnih fizioloskih parametara izrazenih preko klinickih simptoma, promena u tkivima
1 organima a vrlo ¢esto 1 uginu¢ima. Botriocefaloza je obolenje koje se Cesto srece kod
sarana. Uzro¢nik botriocefaloze je parazit Bothriocephalus acheilognathi (Novakov i
sar, 2015). Kod botriocefaloze leCenje se veoma efikasno sprovodi upotrebom
niklozamidskih preparata u peletiranim kompletnim krmnim sme$ama za mladunce
(Novakov i sar., 2015). Ispitivanja su pokazala da je i lek Prazikvantel takode efikasan u

tretiranju ovog obolenja.

2.7.  Antikancerogeno delovanje niklozamida

U novije vreme niklozamid je identifikovan i kao potencijalni antikancerogeni
agens koji ima citotoksi¢nu i citostatsku aktivnost protiv Sirokog spektra karcinoma,
ukljucujuéi leukemiju, karcinom dojke, rak prostate, hepatocelularni karcinom i
glioblastom, kao i dijabetes (Hamdoun i sar., 2017; Storz, 2005; Liou i Storz, 2010;
Wartenberg i sar., 2005; Jin i sar., 2010; Lee i sar., 2014; Arend i sar., 2014; Imperi i
sar., 2013; Housman i sar., 2014; Li i sar., 2010; Li i sar., 2014), sa tim da njegov

precizni mehanizam protiv tumornog dejstva nije joS uvek u potpunosti shvacen.
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Niklozamid, deluje protiv ¢elija raka, ¢ijoj reorganizaciji delovanja se pristupilo
i nadene su nove indikacije za njegovu primenu (Ashburn i Thor, 2004; Tada i sar.,
2006; Hoelder i sar., 2012; Kraljevi¢, 2004). Ispitivanja su pokazala da niklozamid
izaziva povecanje nivoa reaktivnih kiseonika i nivoa glutationa u ¢elijama leukemije
(Hamdoun i sar., 2017). On uti¢e na veéinu karcinoma i karakteriSe se unakrsnom
otporno$c¢u na $iroki spektar najéesce koris¢enih hemoterapeutskih lekova (Bartsevich i
Juliano, 2000; Bellamy, 1996). Fonseca i sar. (2012) su utvrdili da antiparazitski lek
niklozamid snazno inhibira i signalni put kompleksa proteina. Ispitano je i hemijsko
svojstvo niklozamida da poseduje karakteristicne protonofore, ukljucujuéi slabo kiselu
OH grupu koja moze reverzibilno vezati protone u fizioloskom opsegu pH-a, masivni
hidrofobni deo odgovoran za membransku rastvorljivost i elemente koji povlace
elektrone te delokalizovati negativni naboj anionskog oblika protonofora,
omogucavajuéi mu da ostane povezana sa membranama (Terada, 1990; Wang i sar.,
1995). Ove osobine omoguéavaju takvim hemikalijama da se ugrade u plazma
membranu i intracelularne membrane i sprovode brze cikluse vezivanja protona i
oslobadanja, ¢ime se smanjuju protonski gradijenti preko membrana.

Park i sar. su 2011. godine pokazali da je niklozamid i snazan induktor
mitohondrijske fisije. Njihovim eksperimentom utvrdeno je da tretman sa niklozamidom
dovodi do poremecaja potencijala mitohondrija indukuju¢i njihovu fragmentaciju 1
smanjenje nivoa ATP-a. S druge strane, fenotipske analize koje su izvodili Imperi i sar.
(2013) su pokazale da niklozamid sprecava formiranje biofilma i uti¢e na transkripciju

oko 250 gena.

2.8.  Analiticke metode za odredivanje niklozamida i njegovih metabolita

Analiticke metode za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje niklozamida 1
njegovih metabolita su zadnjih decenija doZivele razvoj i zasnivaju se u vecini slucajeva
na ve¢ utvrdenim metodama za amide, hlorovana i nitrovana aromati¢na jedinjenja.
Ubrzanim razvojem instrumenata za analitiCka odredivanja Zeljenih analita omogucen je
I razvoj metoda boljih karakteristika koje karakterise veca osetljitljivost i selektivnost.

Izbor instrumentalne metode za odredivanje zavisi od fizickih osobina nekog

elementa ili jedinjenja. Bilo da se radi o sposobnosti obojenih rastvora da apsorbuju
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svetlost, kapacitetu rastvora da provodi struju ili sposobnosti razvajanja na gasnu, te¢nu
ili ¢vrstu fazu, sve navedene fizicke osobine mogu da se koriste za kvalitativno ili
kvantitativno odredivanje odredenih elemenata ili jedinjenja. Hromatografija je
analiticka (kvalitativna i kvantitativna) metoda koja se zasniva na raspodeli komponenti
neke smeSe na osnovu njihovog afiniteta vezivanja za odredenu fizicku fazu.
Kvalitativnim analitickim metodama se potvrduje prisustvo ili odsustvo posmatranag
analita od interesa u uzorku, dok se kvantitativnim analitickim metodama utvrduje
koli¢ina analita od interesa. Kod te¢ne hromatografije, kao i kod svih hromatografskim
metoda, vreme zadrzavanja komponente (retenciono vreme) pod datim uslovima
predstavlja njenu karakteristiku.

Kvantitativno odredivanje kod te¢ne hromatografije svodi se na merenje
povrsina koncentracionih zona (pikova) na hromatogramu, §to podrazumeva linearan
odgovor detektora u Sirokom opsegu koncentracija.

Razvoj analitickih metoda za odredivanje NIC, CSA i CNA je komplikovan
zbog slozenosti matriksa bioloskog materijala i zbog naj¢e$¢e niskih koncentracija
ciljanih jedinjenja. U osnovi NIC, CSA i CNA se ekstrahuju iz uzorka, pre¢isé¢avaju i po
potrebi koncentruju pre analize.

Instrumentalna metoda koja je koriS¢ena za odredivanje niklozamida 1 njegovih
metabolita je metoda teCne hromatografije visokih perfomansi (HPLC). Tecna
hromatografija (engl. Liquid Chromatography, LC), je tehnika hromatografskog
razdvajanja kod koje je mobilna faza te€nost. Te¢na hromatografija moze biti planarna
(hromatografija na papiru ili tankom sloju) ili hromatografija u koloni. Od 2004.godine,
teCna hromatografija ultra performansi, UPLC (engl. Ultra-Performance Liquid
Chromatography), dramati¢no je podigla moguénosti te¢ne hromatografije na jos visi
nivo (Anti¢ i Anti¢, 2014).

HPLC sistem pruza mogucnosti razdvajanja, identifikacije 1 kvantitativnog
odredivanja jedinjenja koja su prisutna u bilo kom uzorku koji se moze rastvoriti u
tecnosti. Danas, jedinjenja u tragovima, ¢ije SU koncentracija reda veli¢ine delova
milijarde (ppt), mogu lako da se identifikuju uz pomo¢ tecne hromatografije visokih
performansi. Ova tehnika moze da se primeni na skoro svaki uzorak, kao §to su lekovi,
prehrambeni proizvodi, kozmetika, uzorci iz zivotne sredine, forenzicki uzorci 1

industrijske hemikalije. Princip rada HPLC-a je forsiranje prolaska analizirane
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supstance (ili smese) kroz kolonu (cev napunjenu materijalom sitnih Cestica, a time i
velike povrSine) pumpanjem tecnosti (mobilna faza) pod visokim pritiskom kroz
kolonu. Mala zapremina uzorka se unosi u tok mobilne faze i na osnovu specifi¢nih
hemijskih i fizickih interakcija, dolazi do razli¢itog zadrzavanja komponenata smese.
Tabelarni prikaz nekih od metoda za odredivanje niklozamida i njegovih

derivata dat je u Tabeli 1.

Tabela 1. Analiticke metode za odredivanje NIC-a, CSA i CNA

Uzorak Analit Analiticki Prinos, Referenca
metod %
Pastrmka NIC HPLC 88 Schreier i sar., 2000
Som i NIC HPLC 113 Schreier i sar., 2000
Riba NIC GC-ECD 88 Luhning i sar., 1979
Beski¢menjaci NIC GC-ECD 82 Luhning i sar., 1979
Voda NIC HPLC 99-116 | Muir i Grift, 1980
Voda NIC GC-ECD 82 Luhning i sar., 1979
Voda NIC,CSA.CNA | LC-MS/MS 98 Doran i Stevens, 2014
Ribe NIC GC-ECD 82 Luhning i sar., 1979
Sediment NIC HPLC 73-126 | Muir i Grift, 1980
. RP HPTC, . .
Farmaceutski preparat NIC DAD 100,67 | Paghadar i Vadia, 2015
Farmaceutski preparat NIC HPTLC, PDA, 99,85 | Paghadar i Vadia, 2015
Farmaceutski preparat NIC RP HPTC, - Van Tonder i sar.,
DAD 1996
Farmaceutski preparat NIC Spektrometrija | 99,93 | Khieri sar., 2008
Ribe NIC Spektrometrija - Dawson i sar., 1978
Farmaceutski preparat NIC Spektrometrija | 100,07 | Daabees, 2000
Farmaceutski preparat NIC Spektrometrija 99,8 | Othman i Sultan, 2014
Farmaceutski preparat NIC Spektrometrija 98,8 | Onuri Tekin, 1994
Farmaceutski preparat NIC Voltametrija - Alemu i sar., 2002
Farmaceutski preparat NIC HPLC 98 Caldov i sar., 2009

Nakon istraZivanja literature moze Se videti da se za odredivanje NIC-a,
ukljucujuéi odredivanje u ¢istom obliku ili u kombinaciji sa drugim lekovima, koriste
uglavnom spektrofotometrijske metode 1 metode odredivanja sa spektrofluorimetrima
(Algarra i sar., 2012.; Onur i Tekin, 1994.; Daabees, 2000.). Za analize niklozamida su
koris¢ene I hromatografske metode ukljucuju¢i HPLC (Schreier i sar., 2000; Caldow i
sar., 2009.; Dawson, 1982., Doran i Stevens, 2014) i metode gasne hromatografije
nakon derivatizacije (Churchill i Ku, 1980; John i Geoffrey, 1980; Luhning, i sar.,
1979). Muir i Grift (1980) su ispitivali sadrzaj niklozamida u vodi i sedimentu. Oni su

uzorke vode ekstrahovali sa etil acetatom dok su uzorke sedimenta ekstrahovali sa
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smeSom metanola i vode u odnosu 4:1. Nakon metilizacije sa metil jodidom niklozamid
je odredivan gasnom hromatografijom uz pomo¢ detektora sa zahvatom elektrona
(Electron Capture Detector, ECD) ili na HPLC-u sa UV detektorom na talasnoj duzini
od 313 nm.

Metoda za simultano odredivanje niklozamida i njegovih primarnih metabolita
CNA i CSA, primenom te¢no masene-masene hromatografije (LC-MS-MS) razvijena je
2014.godine (Doran i Stevens, 2014). U svojoj studiji Doran i Stevens (2014) su
pokazali da granica detekcije u mnogome zavisi od primenjene mobilne faze kao i da je
osetljivost LC-MS-MS metode od 10-250 puta manja od ranije izvodenih metoda na
HPLC —UV/VIS detektoru.

Elektrohemijske metode za odredivanje niklozamida su bazirane na voltametriji
kvadratnih talasa (Alemu i sar., 2003), ili cikli¢noj voltametriji na staklenoj karbonskoj
elektrodi (Abreu i sar., 2002) kao i analizama na modifikovanoj elektrodi za
elektrokatalizu (Ghalkani i Shahrokhianab, 2010). Polarografske metode odredivanja su
bazirane na redukciji niklozamida (Alemu i sar., 2002) i to je zapravo indirektna metoda

analize jer se njome analiziraju produkti hidrolize.

2.9.  Validacija analiticke metode

Standardna EPA metoda broj 8131 se koristi za odredivanje anilina i njegovih
derivata i moze se primeniti za odredivanje NIC, CNA i CSA. U ovoj metodi su
prikazane validacione studije za odredivenje anilina i derivata u vodi a isto tako su date
i smernice za validaciju i odredivanje aniline i derivate u drugim matriksima.

Kod primene modifikovanih metoda za analize validacija metoda je neophodan
korak. Validaciju analitickih metoda zahtevaju razne drzavne regulatorne agencije 1
industrijski odbori. Tako, americka Agencija za lekove i1 hranu, FDA, zahteva da
analiticke metode budu validovane, pri ¢emu je potrebno pokazati i dokumentirati
njihovu tacnost, osetljivost, specificnost i ponovljivost. Ujedno daju 1 vodi¢ za
kvalitetnu 1 uspes$nu validaciju. Sli¢no zahteva 1 Evropska agencija za medicinu, EMEA,
koja se u svojim smernicama u potpunosti uskladila s predlozima ICH-a (International
conference on harmonisation of technical requirements for registration of

pharmaceuticals for human use), medunarodnom inicijativom predstavnika regulatornih
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agencija i farmaceutske industrije Evrope, SAD-a i Japana u cilju osiguranja sigurnih,
kvalitetnih i efikasnih medicinskih proizvoda.

Analiticke metode moraju se validovati, verifikovati ili revalidovati pri razvoju 1
uvodenju nove metode, pri promeni bio kog dela analiticke metode koja je bila
validovana, promena postojeCe metode, prenoSenje metode u drugu laboratoriju,
pobosaljavanje postojece metode i prenoSenje metode na drugi instrument. Pri validacije
metode potrebno je odrediti: linearnost, ponovljivost, reproduktivnost, ta¢nost, granicu
detekcije (LOD), granicu kvantifikacije (LOQ).

2.9.1 Linearnost

Linearnost metode potvrduje da se rastvori uzorka nalaze u koncentracijskom

opsegu u kome je odgovor detektora linearno proporcionalan koncentraciji.

2.9.2. Ponovljivost

Ponovljivost (Repeatability) je parameter validacije kojim se izrazava preciznost
rezultata analiza istog uzorka kojeg pod istim uslovima analizira isti analiti¢ar, u istoj

laboratoriji, na istoj opremi u kratkom vremenskom periodu.

2.9.3. Reproduktivnost

Reproduktivnost predstavlja podudaranje rezultata dobijenih uzastopnim
merenjem nekoliko istih uzoraka istom metodom u razli¢itim laboratorijama (razlicit
operater, razli¢iti radni uslovi unutar specificnih parametara metode). Parametri za
odredivanje reproduktivnosti su standardna devijacija (SD) i relativna standardna
devijacija (RSD).

2.9.4. Tacnost (Recovery vrednost)
Tacnost analiticke metode je stepen saglasnosti izmedu stvarne i vrednosti

dobijene primenom analitickog postupka odredeni broj puta, odnosno ona ukazuje na

ispravnost merenja. U praksi se taCnost analiticke metode proverava: analizom
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Standardnih Referentnih Materijala-SRM, odredivanjem procenta prinosa (“‘recovery”),
uporedivanjem sa drugom metodom, (ili sa vise) koja je potvrdena kao tacna.
Dobijena tac¢nost u velikoj meri zavisi od nacina pripreme uzorka, matriksa i

koncentracije uzorka.

2.9.5. Granica detekcije

Najniza koncentracija analita koja se moze detektovati u uzorku, ali ne i
kvantitativno odrediti, naziva se granicom detekcije (LOD- eng. Limit of Detection).
LOD se moze odrediti na vise nacina: vizuelno; na osnovu odnosa signal/Sum bazne
linije (S/N; na osnovu standardne devijacije kalibracione odgovora detektora i nagiba
prave (S/N) se odreduje merenjem signala analita koji se nalazi u poznatoj, veoma
niskoj koncentraciji 1 uzorka bez analita, pri ¢emu se utvrduje najniza koncentracija
analita koju je moguce detektovati.

Za granicu detekcije obi¢no se uzima vrednost koncentracija koje daju S/N = 3

ili S/N = 2. Teorijska granica detekcije se izratunava po formuli:

3.30
LOD = —
a

gde je:

o standardna devijacija odgovora detektora dobijena viSestrukim merenjem slepe
probe,

a— nagib kalibracione krive

o se dobija kao standardna devijacija serije merenja signala uzorka bez analita,
ili kao standardna devijacija odsecka na ordinate dobijenog iz kalibracione prave

sa koncentracijama bliskim LOD.

2.9.6. Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije se naziva i Limit kvantifikacije (LOQ) i definiSe se kao
najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantitativno odrediti sa prihvatljivom

precizno$¢u 1 tacno$éu. Ovaj parameter je naroCito vazan kod analize necistoca ili
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degradacionih produkata. Odreduje se analogno odredivanju detekcionog limita,

koriste¢i S/N = 10 ili kori§¢enjem jednacine:

LOQ =—
¢ a

gde je:
o — standardna devijacija odgovora detektora dobijena viSestrukim merenjem
slepe probe,

a — nagib kalibracione krive
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3.

OPSTA HIPOTEZA

Postoji moguénost odredivanja i distribucije niklozamida u tkivima i organima

Sarana primenom HPLC-DAD-FLD i MS-MS-a. Ta distribucija bi¢e registrovana

instrumentima u kontrolisanim uslovima.

Razradujuce hipoteze:

1.

Primenom HPLC-DAD metode moguce je odrediti NIC i CNA u mesu i

organima Saranskih mladunaca.

Primenom HPLC-FLD metode mogucée je odrediti CSA u mesu i organima

Saranskih mladunaca.

Odredivanje NIC, CSA 1 CNA u mesu i organima Saranskih mladunaca,

moguce je primenom HPLC-MS-MS tehnike.

U miSi¢nom tkivu Saranskih mladunaca se primenjenom analitickom
tehnikom ne mogu naéi ostaci NIC, CSA i CNA nakon jedanaest dana od

tretmana sa peletiranom hranom koja sadrzi niklozamid.

U organima Saranskih mladunaca se primenjenom analtickom tehnikom ne
mogu na¢i NIC, CSA i CNA trinaest dana od tretmana sa peletiranom

hranom koja sadzi niklozamid.
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4. MATERIAL | METODE

U eksperimetalnom radu su koriS¢eni slede¢i hemijski reagensi, standardni
rastvori i oprema.

4.1.  Hemijski reagensi, standardni rastvori i oprema

Acetonitril (ACN), HPLC ¢istoce, Sigma Aldrich, (USA), kataloski broj:

271004,

- Metanol (MeOH), HPLC Ccistoée (Sigma Aldrich) (USA), kataloski broj:
322415;

- Fosforna kiselina (85%, Vt), (Fisher Scientific-a(USA), kataloski broj:
28905;

- Mravlja kiselina (FA); Sigma Aldrich, (USA), kataloski broj: FO507;

- Amonijum acetat (NH;OACc), Sigma Aldrich, (USA), kataloski broj: A1542;

- Standard niklozamida (98,7 %), Dr. Ehrenstorfer GmbH (Nemacka),
kataloSki broj: C15510000;

- Standard CNA (99,3 %), Dr. Ehrenstorfer GmbH (Nemacka), kataloski broj:
C11452800;

- Standard CSA (98 %), Sigma Aldrich, (USA), kataloski broj: 101468079;

- Siringe filter, nylon, 13mm; 0,4um. Cronus Filter (UK), kataloski broj:

FFNN1345-100.

Radni rastvori:
Za sva razblaZenja koriS¢ena je dejonizovana voda predhodno filtrirana kroz
membranski filter pre¢nika pora od 0,2 pm, proizvodaca Lab Logistics Group GmbH.
Osnovni rastvor (OR) NIC, CSA, CNA pripremljen je rastvaranjem 10 mg NIC,
CSA i CNA sa metanolom u normalnom sudu od 10 mL. Osnovni rastvor NIC-a je
napravljen u koncentraciji od 987 ug/mL, CSA u koncentraciji od 980 ug/mL i CNA u
koncentraciji od 993 ug/mL u ukupnoj koli¢ini od 10 mL rastvora. Rastvori su ¢uvani

zaSti¢eni od svetlosti na 4°C. Osnovni rastvor je pravljen prema sledecoj formuli:
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W=V x C

W-masa (mg) NIC, CSA, CNA potrebna za pripremu osnovnog rastvora

V-potrebna zapremina rastvora (mL)

C- koncentracija osnovnog rastvora (ug/mL).

Radni rastvori 1 (RR3), priblizne koncentracije od 5 ug/mL, pravljeni su

svakodnevno razblazivanjem 0,05 mL osnovnog rastvora u ukupnoj zapremi od 10 mL.

Dobijene radne koncentracije NIC, CSA i CNA su retrospektivno iznosile: 4,93; 4,90 i
4,96 ug/mL.

Radni rastvor 2 (RR>) priblizne koncentracije od 0,5 pg/mL je pravljen na

dnevnom nivou razblazivanjem RR; rastvora. Dobijene radne koncentracije RR; za
NIC, CSA i CNA su retrospektivno iznosile: 0,493; 0,490 i 0,496 pug/mL.

Mravlja kiselina (FA) (1%), je pripremana svakodnevno rastvaranjem 1mL
mravlje kiseline u 99 mL ACN.
1 M amonijum acetat(NH4OACc), dobijen je rastvaranjem 19,27 g NH,OAc u

250 mL dejonizovane vode. Rastvor se ¢uva na 4 °C;

Kori$¢ena oprema:

LC-MS-MS, Agilent 1290 opremljen sa kvatenerna pumpom,
autosemplerom (G4226A) sa termostatom (G1330B) i termostatiranom
pecnicom za kolonu u kojoj je smeStena kolona Agilent Poroshell 120 EC-
C18; 2,1 x 150 mm; 2,7 um. Detekcija je radena na MS-MS detektoru
(6410).

Mobilna faza A (voda) i B (acetonitril) su zakiseljene sa 0.1% mravlje
kiseline.

HPLC, Thermo Scientilic Ultimate 3000 opremljen sa kvatenernom
pumpom, autosemplerom sa termostatom (AC3000) i termostatiranom
peénicom za kolonu u kojoj je smestena kolona Thermo C18; 250mm x 3un
x 4,6. Detekcija je radena sa UV-VIS i FLD detektorima. HPLC sistem je

kontrolisan softverom Chromeleon.
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- Vaga (Shimadzu AX20), Shimadzu Corporation, Japan;
- Centrifuga (Humax 14k), GlobeTech Media, USA,
- Ultrazvuéno vodeno kupatilo (Iskra);
- Aparat za dejonizovanu vodu (TKA Micromed), Thermo Scientific, USA,
- Vazdu$ni kompresor za obogacivanje vode kiseonikom (Resun LP-60),
Kina;
- Sonda sa OxyGuard sistemom za pracenje koncentracije kiseonika, Danska;
- Instrument za automatsko merenje provodljivosti i sadrzaja rastvorenog
kiseonika, MULTI 340i/SET (WTW), Nemacka;
- Automatska hranilica sa trakom (AGK Kronawitter GmbH), Nemacka.
Za pripremu rastvora i uzoraka je koris¢en uobiCajni laboratorijski pribor a
eksperiment je izveden u laboratoriji akreditovanoj prema zahtevima standarda 1SO
17025.

4.2.  Uslovi hromatografskih razdvajanja

Uslovi hromatografskog odredivanja NIC, CSA i CNA-a na HPLC-u su dati u
Tabelama 2, 3i 4.

Tabela 2. Hromatografski uslovi odredivanja NIC-a na HPLC-u sa DAD detektorom

Vreme Protok 0 0 Temperatura
(min) muminy | A | BOY) | ice o) Detektor
0 0,9 40 60 DAD
30 (335 nm)
10 0,9 40 60
A-Voda sa 0,1% H3PO4
B-Acetonitril

Tabela 3. Hromatografski uslovi odredivanja CNA i-CSA HPLC-u opremljenim sa
DAD i FLD detektorom

Vreme Protok 0 0 Temperatura
(min) muminy | A | BOY | ice 0) Detektor
0 08 40 60 20 DAD (211nm);
10 0,8 40 60
A-Voda sa 0,1% H3PO4
B-Metanol
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Tabela 4. Hromatografski uslovi odredivanja CSA HPLC-u opremljenim sa FLD
detektorom

Vreme Protok 0 o Temperatura
(min) mUminy | A0 | BOO | o cenice (0) Detektor
0 0,8 40 60 20 FLD
10 0.8 40 60 (EX-315; Em—470nm)

A-Voda sa 0,1% H3PO4
B-Metanol

Hromatografski uslovi sa odredivanje NIC, CSA i CNA na LC-MS-MS-u dati su u
Tabeli 5.

Tabela 5. Hromatografski uslovi odredivanja NIC-a, CSA i CNA na LC-MS-MS-u

, Protok 0 0 Temperatura
Vreme (min) (mL/min) A (%) B (%) peénice (°C) Detektor
0 0,3 90 10
0,5 0,3 90 10 40 MS-MS
8 0,3 0 100

A- Voda sa 2% mravlje kiseline (v/v)
B- Acetonitril sa 2% mravlje kiseline (v/v)

Tabela 6. Parametri akvizicije za MS - MS odredivanje niklozamida i njegovih
metabolita

MS-MS parametri NIC CSA CNA
Interfejs ESI- ESI- ESI-
Jonska tranzicija (m/z) 325.0—171.0 170.8—126.8 170.7—134.7
Fragmentaciona  energija 145 130 110

V)

Koliziona energija 15 11 12
Retenciono vreme (min) 11.27 8.87 8.27

4.3.  Uzorci ribe i dobrobit Zivotinja

Za izvodenje eksperimenta, za potrebe ove doktorske disertacije, koriS¢ena je
jednogodisnja Saranska mlad izlovljena iz ribnjaka Kapetanski Rit. Eksperimant sa
ribama je izveden u skladu sa Zakonom o dobrobiti zivotinja (“Sluzbeni glasnik RS” br.

41/09), a odobren je od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne sredine,
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Resenje br: 22/346-3. Vodeci ra¢una o humanom postupanju sa zivotinjama u skladu sa
Zakonom, izlovljene ribe su transportovane do Laboratorije za ishranu riba,
Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu, u kojoj je izveden eksperiment. Laboratorija je
takode, ovlaS¢ena od strane nadleznog Ministarstva za oglede nad Zivotinjama (ribama).
Sa¢injavale su je dve povezane prostorije, jedna za pripremu i realizaciju
eksperimenata, sa bazenima za pripremu vode i gajenje riba, a druga za skladistenje,
¢uvanje 1 pripremu hrane i uzimanje uzorka riba.

Pri izvodenju eksperimenta vodilo se ra¢una da voda kojom su punjeni tankovi i
u koje je smestena riba bude dobrog kvaliteta, da je oslobodena organskih materija i
rezualnog hlora. Fizicke i hemijske osobine vode (temperatura, koncentracija kiseonika,
zasi¢enje vode kiseonikom, elektroprovodljivost i pH) su svakodnevno merene u
svakom tanku multifunkcionalnim mernim instrumentima. Riba je Zrtvovana u
laboratoriji, pri ¢emu se vodilo rac¢una o prikladnom nacinu postupanja i zrtvovanja. U
skladu sa etickim principima nakon Zrtvovanja ribe su sekcirane a meso i organi
razvrstani u petri Solje 1 jasno obelezavani. Uzorci su skladiSteni u friziderima do

analize. Za analizu je uzeto ukupno 66 uzoraka misi¢nog tkiva, jetre, bubrega i koze.

4.4. Eksperimentalni uslovi uzgajanja ribe ishranom sa dodatkom
niklozamida

Za eksperiment uzgajanja Saranske ribe uz dodatak niklozamida uzeto je 96
jedinki prose¢ne mase od oko 60g. Po 24 jedinke su ubacene u Cetiri bazena Ay, A1, Ay,
A3z U bazenu Ay, bila je kontrolna grupa riba koja je hranjenja sa peletiranom hranom
bez dodatka niklozamida. Riba u bazeni A;, A,, A3 je tokom pet dana hranjenja sa
peletiranom hranom koja je sadrzaja 2 g/kg niklozamida. Nakon pet dana tretmana ribe
sa hranom koja je sadrzala niklozamid, pocelo je prac¢enje koncentracije i distribucije
niklozamida 1 njegovih metabolita u miSi¢nom tkivu i1 organima ribe.

Iz kontrolne grupe, bazen A, uzorkovane su tri jedinke Sestog dana od pocetka
eksperimenta. Nakon seciranja i razvrstavanja organa uradena je analiza koja je
potvrdila odsustvo niklozamida i metabolita. Riba iz kontrolne grupe je dalje koris¢ena

za potrebe validacije metode kroz matriks.
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U bazenima A, Ay, Az uzorkovanje je vrseno svakog drugog dana od prestanka

hranjenja ribe sa peletiranom hranom koja je sadrzala niklozamid.

Tabela 7. Sematski prikaz/algoritam ogleda na Zivotinjama

Period aklimatizacije i adaptacije jedinki na laboratorijske uslove.

Kontrolna grupa A Grupa riba tretirana hranom sa dodatkom 0,2% niklozamida
Bazen A, Ogledna grupa A, Ogledna grupa A, | Ogledna grupa Az
24 jedinke 24 jedinke 24 jedinke 24 jedinke

Prosecna nasadna masa jedinki oko 60 grama

Hranjenje 5 dana Hranjenje 5 dana hranom sa dodatkom 0,2% niklozamida
kontrolnom hranom

Prvi dan nakon perioda hranjenja riba hranom sa dodatkom niklozamida, vr$eno je
anesteziranje, Zrtvovanje i uzorkovanje jedinki (organa i tkiva)

3 jedinke 3 jedinke 3 jedinke 3 jedinke

Analiziranje izdvojenih organa na prisustvo rezidua niklozamida kao i njigovih metabolita
primenom instrumentalne tehnike te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC)

Obrada rezultata

Nastavljeno sa hranjenjem svih riba hranom koja je koris¢ena u kontrolnoj grupi.

Svakog drugog dana, obavljanoje uzorkovanje do momenta kada utvrdivanja odsustva
niklozamida i njegovih metabolita u uzetim uzorcima tkiva i organa

Nema potrebe za daljim
Zrtvovanjem riba u ovoj 3 jedinke 3 jedinke 3 jedinke

grupi

Kada je ustanovljeno odsustvo niklozamida i njegovih metabolite, uzorkovanje se prekinulo,
eksperiment se zavrsio a preostale jedinke iz kontrolnih grupa su vracene u prirodne uslove.

Iz svakog bazena je uzorkovano po po tri jedinke 1, 3, 7, 9, 11, 13 i 15 dana,
racunato od dana prestanka hranjenja ribe sa hranom koja sadrzi niklozamid. Za potrebe

eksperimenta zrtvovano je ukupno 66 jedinki Saranskih mladunaca.
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4.4.1. Parametri kvaliteta mesa $arana

Tokom ovog eksperimenta praceni su osnovni parametri kvaliteta mesa:

- Sadrzaj vlage, gravimetrijska metoda (SRPS 1SO 1442:2008)

- Sadrzaj pepela, gravimetrijska metoda (SRPS ISO 936:1999)

- Sadrzaj proteina, metoda totalnog sagorevanja, AOAC 992: 2015;

- Sadrzaj masti, gravimetrijska metoda (SRPS 1SO 1443:1992)

- Ukupan holesterol, gasno-hromatografska metoda (SRPS EN ISO
11702:2017),

- Sadrzaj masnih kiselina, gasno-hromatografska metoda (SRPS EN ISO
12966-4:2016).

4.4.2. Analize za odredivanje sadrzaja niklozamida i njegovih metabolita

CSA i CNA u tkivu i organima $aranskih mladunaca

Kontrolni uzorci ribe, riblje meso, jetra, bubrezi i koza zamrznuti su i skladisteni
u plasticnim kontejnerima u zamrzivacu do analize. Pre analize uzorci su delimi¢no
odledeni i homogenizovani. Od homogenizovanih uzoraka je odmereno priblizno 1g i
preneto u centrifugalne tube od 25 mL. Uzorci mesa, jetre, bubrega i koze (n = 7) i
jedna kontrola su obogacena sa 1 mL radnog rastvora RR; Koji je sadrzao NIC, CSA i
CNA, uz pomo¢ volumetrijske pipete. Obogaceni uzorci tkiva i organa su ostavljani da
odstoje najmanje 30 minuta pre ekstrakcije. Ekstrakcija uzoraka je vrSena sa 3 mL
mobilne faze u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 30 minuta.

Po zavrSenoj ekstrakciji uzorci su centrifugirani i dekantovan je sirovi ekstrakt. 1
mL ekstrakta je filtriran kroz mikrofiltere pre¢nika pora od 0,45 um (Cronus Siringe
Filter Najlon). Dobijeni Cisti ekstrakt je injektovan u HPLC sistem koli¢ini od 10 pL.
Priprema realnih uzorak je vrSena na isti na¢in. Analiza dobijenih ekstrakata je izvedena
na HPLC-u (Thermo Fisher Scientific) u skladu sa validovanom EPA 8131 metodom.

Za razdvajanje analita koriS¢ena je C18 kolona.
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4.5. Postupak izvodenja validacije metode

Za potrebe validacije metode EPA 8131, za odredivanje NIC, CSA i CNA,
ispitana je linearnost, ponovljivost, reproduktivnost, tacnost, granica detekcije (LOD) i
granica kvantifikacije (LOQ), (SANCO; 2013). Metoda je optimizovana kako za HPLC-
DAD-FLD tako i za HPLC-MS-MS. Zahtevi za validaciju metode za odredivanje NIC,
CSA i CNA su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Kriterijumi prihvatljivosti metode za odredivanje NIC, CSA i CNA

e HPLC-DAD-FLD HPLC-MS-MS

Kriterijumi

prihvatljivosti NIC CSA | CNA NIC CSA CNA
0,15-2,20 | 1,10-2,0 | 0,001-0,6

Opseg kalibracije 0,05-1 pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Linearnost (R?) >0,99 >0,99

Ponovljivost <5% <5%

Reproduktivnost <56% <5%

Tacnost 70-130% 70-130%

45.1. Linearnost

Linearnost detektora kod HPLC-DAD-FLD odredivanja je testirana u opsegu od
0.05-1 pg/mL. Pripremljeno je 5 rastvora razli¢itih koncentracija: 0,05; 0,1; 0,3; 0,51 1
ug/mL i snimljena je standardna prava u pet koncentracionih nivoa.

Linearnost detektora kod HPLC-MS-MS odredivanja je testirana u opsegu od
0,15-2,2 png/mL za NIC; 0,10-2,0 ng/mL.za CSA i u opsegu od 0,001-0,6 pug/mL za
CNA.

4.5.2. Ponovljivost
Ponovljivost je ispitana u pet ponavljanja, koris¢enjem kontrolnih (blanko)

uzoraka misi¢nog tkiva, jetre, bubrega i koze Saranskih mladunaca obogacéenih sa NIC,
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CSA i CNA. Svaki od pet uzoraka tkiva i organa je obogacen sa RR; rastvorom i
ostavljen da odstoji na sobnoj temperaturi, najmanje pola sata. Nakon isteka ovog

vremena uzorak je pripremljen u skladu sa metodom a precis¢en ekstrakt injektovan u

HPLC sistem.

4.5.3. Reproduktivnost

Reproduktivnost u eksperimentu je odredena odredena na oboga¢enom uzorku
mesa, jetre bubrega i koze, analiziranjem serije od pet uzoraka na HPLC-u i LC-MS-
MS-u. U Tabeli 9 su date vrednosti odvage uzoraka i koli¢ina radnih rastvora koje su
koriS¢ene za obogacivanje uzoraka u svrhu odredivanja preciznosti, reproduktivnosti i

tanosti merenja.

4.5.4. Tacnost (prinos metode)

Odredivanje procenta prinosa ili tzv. “recovery” vrednost je izvedena tako §to se
uzorku i slepoj probi dodata poznata koli¢ina ¢istog standarda (RR;), Tabela 9. Nakon
ekstrakcije i pre¢is¢avanja je odredena koncentracija analita NIC, CSA i CNA u

obogacenim uzorcima mesa, bubrega, jetre 1 koZe.

Tabela 9. Prikaz reprezentativnih matrixa i koli¢ina radnih rastvora za obogacéenje s
ciljem odredivanja preciznosti, reproduktivnosti i tacnoSti merenja

Odmerena Koli¢ina radnog rastvora za Oéeki;]z?fi Ii{s (l)Jn(cen;ra)lcija u
Matrix masa uzorka obogacenje(ul) Ha’g
RR~5 pg/mL

© (RR=5 vg/mb) NIC | CSA | cNA
Meso 3 30
Bubreg 1 10

0,0496 | 0,0490 | 0,0493
Jetra 0.5 5
Koza 05 5
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4.5.5. Granica detekcije

Granica detekcije je izracunata kao koncentracija analita koja daje signal ve¢i tri

puta od signala bazne linije. Granica detekcije je ispitana merenjem signala detektora sa

padaju¢im nizom koncentracija.

Prikaz reprezentativnih matrixa 1 koli¢ina radnih rastvora za obogadenje s ciljem

odredivanja LOD dat je u Tabeli 10.

4.5.6. Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije (LOQ) je izra¢unata kao koncentracija analita koja daje

signal veéi deset puta od signala bazne linije.

Prikaz reprezentativnih matrixa i koli¢ina radnih rastvora za obogaéenje s ciljem

odredivanja LOQ dat je u Tabeli 10.

Tabela 10. Prikaz reprezentativnih matriksa i koli¢ina radnih rastvora za obogaéenje s

ciljem odredivanja LOQ 1 LOD.

Odmerena Koli¢ina radnog rastvora za . .
. Lo Ocekivana koncentracija u
Matrix masa uzorka obogacenje(ul) matriksu (ug/q)
(9) (RR>~0,5 ug/mL)

Meso 3 30 0,005
Bubreg 1 10 0,005

Jetra 0,5 5 0,005

Koza 0,5 5 0,005
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5. REZULTATI

U ovom poglavlju su prikazani rezultati optimizacije uslova za izvodenje
eksperimenta kao i rezultati optimizacija metode za odredivanje sadrzaja NIC, CSA i
CNA primenom HPLC-DAD-FLD i LC-MS-MS tehnike. U tabeli 11 su prikazane
fizicko-hemijske osobine vode u bazenima u Kkojima je uzgajana riba tokom

eksperimenta.

Tabela 11. Prose¢ne, minimalne, maksimalne vrednosti pH, elektroprovodljivosti i
rastvorenog kiseonika u bazenima za uzgajanje

Bazen Ay Bazen A; A As
(kontrolne grupe) (ogledne grupa)
pH
Prosek 7,43 7,52 7,46 7,45
Min 7,34 7,35 7,37 7,36
Max 7,6 7,69 7,61 7,64
Elektroprovodljivost (uS/cm)

Prosek 463 464 462 462
Min 433 434 431 431
Max 514 517 511 512

Rastvoreni kiseonik (mg/L O,)

Prosek 8,02 8,07 8,37 8,49
Min 6,58 6,58 6,75 6,74
Max 8,66 9,27 9,22 9,33

Kako bi se dokazao uticaj tretmana a izbegao uticaj drugih faktora, prilikom
postavke eksperimenta vodilo se racuna o jednakosti nasadnih masa riba (da u svim
bazenima bude isti broj riba sa istim, odnosno pribliznim ukupnim 1 prose¢nim
masama), a tokom trajanja eksperimenta da posmatrane vrednosti ambijentalnih uslova
budu jednake, odnosno $to pribliznije zahtevima ogledne vrste riba (Tabela 12) U
danima kada je bilo uginuca ili kada je uzorkovana riba, ukupna koli¢ina hrane, od tog
dana pa na dalje, korigovana je za koli¢inu hrane koja je bila proporcionalna masi

uginule ili Zrtvovane ribe.
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Tabela 12. Prose¢ne nasadne mase riba u kontrolnoj i oglednoj grupi

Bazen A, Bazen A; A; A;
Red. br. riba (kontrolne grupe) (ogledne grupa)
Masa (g)

1. 57,1 59,9 65,0 71,0

2. 63,1 57,2 69,6 73,6

3. 46,1 58,9 41,4 58,5

4, 33,6 48,7 42,1 61,5

5. 52,3 54,4 68,6 47,6

6. 68,0 67,6 63,3 51,6

7. 77,0 82,1 70,0 54,8

8. 60,8 61,5 57,3 62,4

9. 61,8 64,1 45,7 51,7

10. 66,9 81,9 91,4 58,5

11. 45,8 63,9 55,8 62,3

12. 56,7 63,0 70,1 45,5

13. 66,0 51,4 59,6 72,4

14, 90,5 81,4 48,0 74,7

15. 56,7 38,6 67,1 67,2

16. 73,2 54,9 55,6 55,6

17. 39,8 75,8 60,2 60,6

18. 58,2 46,8 62,2 72,4

19. 62,4 41,9 79,1 68,2

20. 76,7 60,5 42,5 40,8

21. 55,8 51,5 53,4 51,1

22. 56,2 62,9 58,7 71,7

Ukupna masa 1324,4 1328,8 1326,6 1333,4

Prose¢na masa 60,2 60,4 60,3 60,6
Min 33,6 38,6 41,4 40,8
Max 90,5 82,1 91,4 74,7

5.1.  Hemijski kvalitet mesa

U Tabeli 13. su date vrednosti hemijskog sasatava mesa jednogodisnjih

konzumnih $arana.

Tabela 13. Hemijski sastav mesa jednogodiSnjih Sarana

Parametar Saran
Sadrzaj vlage (%) 80,36
Sadrzaj proteina (%) 16,21
Sadrzaj masti (%) 2,42
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Sadrzaj pepela (%) 1,02
Ukupni holesterol (mg/100 g) 55,81
Masna kiselina,%o

Kaprilna kiselina (C8:0) 0°
Miristinska kiselina (C14:0) 2,87
Pentadekanska kiselina (C15:0) 0,56
Palmitinska kiselina (C16:0) 194
Palmitoleinska kiselina (C16:1) 13,84
Heptadekanska kiselina (C17:0) 0,71
Stearinska kiselina (C18:0) 3,91
Oleinska kiselina (C18:1cis-9) 30,20
Vakcenska kiselina (C18:1cis-11) 7,17
Linolna kiselina (C18:2, n-6) 8,79
y-Linolenska kiselina(C18:3, n-6) 0,23
Linolenska kiselina (C18:3, n-3) 2,71
Arahidska kiselina (C20:0) 0,14
cis 11-eikosenska kiselina (C20:1) 1,74
Eikozadienska kiselinaC20:2 1,52
Eikozatrienska kiselina (C20:3, n-6) 0,76
Eikozatrienska kiselina C20:3, n-3 0,38
Arahidonska kiselina (C20:4, n-6) 2,42
Eikozapentaeoi¢na kiselina (C20:5, n-3) 1,36
Eikozapentaenoi¢na kiselina (C22:5, n-3) 0,65
Dokosaheksaenoi¢na kiselina (C22:6, n-3) 0,87
SFA 27,59
MUFA 52,94
PUFA 19,7
n-6 13,73
n-3 5,97
n-3/ n-6 0,44
n-6/n-3 2,30
PUFA/SFA 0,71
USFA/SFA 2,63

Legenda: SFA — zasi¢ene masne kiseline, MUFA —mononezasi¢ene masne
kiseline; USFA —nezasi¢ene masne kiseline, PUFA —polinezasi¢ene masne kiseline iz
grupa n-3 (n-3 PUFA) i n-6 (n-6 PUFA), Ljubojevic i sar., (2013).

5.2.  Rezultati validacije metode
Rezultati dobijeni tokom validacije metode koji su obuhvatili proveru

linearnosti, reproduktivnosti, ponovljivosti, ta¢nosti kao i odredivinje LOQ i LOD

vrednosti su prikazani u tatkama 5.2.1 do 5.2.6.
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5.2.1. Linearnost

U Tabelama 14, 15 i 16 prikazane su jednaCine prave (zavisnost odgovora

detektora od koncentracije) za NIC, CSA i CNA i vrednost koeficijenta korelacije
dobijene primenom HPLC-DAD-FLD i MS-MS-a.

Tabela 14. Jednacina prave za NIC

Na Slikama 6-11 prikazane su kalibracione krive i hromatogrami NIC-a, CNA i
CSA dobijeni na HPLC-DAD-FLD-u.

Analit Detektor Jednadina prave R?
NIC DAD Y=1,3747X-0,0049 0,9958
MS-MS Y=11,955-11,77 0,9986
Tabela 15. Jednacina prave za CNA
Analit Detektor Jednacina prave R?
Y=0,9259X+0,0051 0,9949
CNA DAD
MS-MS Y=6,5807X-0,2158 0,9912
Tabela 16. Jednacina prave za CSA
Analit Detektor Jednacina prave R?
CsA FLD Y=348665X+512,14 0,9999
MS-MS Y=0,1168X+0,0838 0,9958
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Slika 6. Kalibraciona kriva NIC-a snimljena na HPLC-DAD.
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Slika 7. Hromatogram NIC-a snimljena na HPLC-DAD (UV 335nm)
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Slika 8. Kalibraciona kriva CNA snimljena na HPLC-DAD

ADKOTHATIC
N

NA - T.710mn.4a.

S N -

-6% 2.0 410760 810710.012.0146.0

Slika 9. Hromatogram CNA snimljen na HPLC-DAD (UV 211 nm)
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Slika 10. Kalibraciona kriva CSA snimljena na HPLC-FLD
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Slika 11. Hromatogram CSA snimljen na HPLC-FLD (Ex-315/ Em-470 nm)
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Compound name: NICLOZAND
Cosfficient of Determination: R"2 = 0.990774
Calibration curve: 62398 * x
Response type: External 5td, Area
Curve type: Linear, Qrigin: Force, Weighting: 1/ Axis trans: None
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Slika 12. Kalibraciona kriva NIC snimljena na HPLC-MS-MS
) F3:MREM of 2 channels ES-
MICLOZAMID;4.18;30152.1560;2.02e4;96174 324.9=1709
100+ 9.691e+004
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Slika 13. Hromatogram NIC snimljen na HPLC-MS-MS
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Compound name: ZChloro-4-ritroaniline

Coefficient of Determination: R"2 = 0.997 116

Calibration curve: 34,9818 *

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Force, Weighting: 1/x Axis trans: None
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Slika 14. Kalibraciona kriva CNA snimljena na HPLC-MS-MS
F2:MRM of 1 channel ES+
2Chloro-4-Nitroaniline;2.47;173.5080;1. 742,562 172.5= 157
100+ 7.044e+002
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Slika 15. Hromatogram CNA snimljen na HPLC-MS-MS
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Compound name: 3Chlorosalicylic acid
Coefficient of Determination: R*2 = 0.992163
Calibration curve: 9627.48 * x
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Qrigin: Force, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Slika 16. Kalibraciona kriva CSA shimljena na HPLC-MS-MS
F4:MRM of 1 channel ES-
&Chlorosalicylic acid;3.95:4938 5080;4.9423;12019 170.8=126.8
100 1.331e+004
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Slika 17. Hromatogram CSA snimljen na HPLC-MS-MS

60




5.2.2. Ponovljivost

U Tabelama 17-19 prikazani su rezultati za ponovljivost odredeni u uzorcima
jetre, mesa, bubrega i koze, obogacenih sa 0,0496 ug/g NIC-a; 0,0490 pg/g CSA i
0,0493 ng/g CNA.

Tabela 17. Ponovljivost odredivanja koncentracije niklozamida u misi¢nom tkivu, jetri,
bubregu i kozi Saranskih mladunaca obogacen sa NIC

Redni broj Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
ponavljanja (ng/9) (ng/9) (ng/g) (ng/g)
1. 0,048 0,046 0,047 0,050

2. 0,049 0,046 0,048 0,051

3. 0,048 0,049 0,049 0,051

4. 0,047 0,048 0,048 0,050

5. 0,047 0,046 0,048 0,051

Xsr 0,0478 0,0470 0,0480 0,0506
SD 0,0008 0,0014 0,0007 0,0005
RSD, % 1,750 3,009 1,473 1,082

Xsr-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; RSD-relativha standardna
devijacija

Tabela 18. Ponovljivost odredivanja koncentracije CSA (ug/g) U misi¢nom tkivu, jetri,

bubregu i kozi Saranskih mladunaca obogacenim sa CSA

Redni broj Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
ponavljanja (ng/g) (ng/g) (ug/g) (ug/g)
1. 0,051 0,048 0,049 0,048
2. 0,047 0,047 0,048 0,048
3. 0,048 0,047 0,049 0,049
4. 0,050 0,048 0,049 0,049




Redni broj Misi¢no tkivo Jetra Bubreg Koza
ponavljanja (ng/9) (ng/9) (ng/g) (ug/g)
5. 0,052 0,047 0,047 0,048

Xsr 0,0496 0,0474 0,0484 0,0484

SD 0,0021 0,0005 0,0009 0,0005
RSD, % 4,1807 1,1555 1,8480 1,1316

Tabela 19. Ponovljivost odredivanja koncentracije CNA u misi¢nom tkivu, jetri,
bubregu i kozi Saranskih mladunaca obogacenim sa CNA

Redni broj Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
ponavljanja (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
1. 0,052 0,049 0,048 0,049

2. 0,052 0,049 0,049 0,048

3. 0,048 0,050 0,047 0,050

4. 0,049 0,051 0,048 0,050

5. 0,051 0,050 0,048 0,050

Xsr 0,0504 0,0498 0,0480 0,0491
SD 0,0018 0,0008 0,0007 0,0007
RSD, % 3,6043 1,6800 1,4731 1,4721

5.2.3. Reproduktivnost

U Tabelama 20-22 predstavljeni su rezultati ispitivanja reproduktivnosti izvrSeni
na dva aparata HPLC-DAD-FLD-u i LC-MS-MS-u, na uzorcima obogacenim sa 0,0496
ug/g NIC-a, 0,0490 ng/g CSA 10,0493 pg/g CNA.
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Tabela 20. Rezultati odredivanja reproduktivnosti za NIC dobijeni analiziranjem
obogacenih uzoraka na HPLC-DAD i LC-MS-MS-u toku dva dana.

Martiks Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
(no/9) (no/9) (ng/g) (ng/g)
Temika | BAD | M. | MPLC | g | HPLC-| g | HPLC- | g
MS MS MS MS
1. 0,052 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,050 | 0,049 | 0,048 | 0,049
2. 0,052 | 0,049 | 0,049 | 0,048 | 0,051 | 0,049 | 0,048 | 0,049
3. 0,049 | 0,051 | 0,050 | 0,050 | 0,048 | 0,050 | 0,050 | 0,049
4, 0,049 | 0,051 | 0,051 | 0,051 | 0,049 | 0,049 | 0,049 | 0,048
5. 0,050 | 0,050 | 0,050 | 0,050 | 0,051 | 0,050 | 0,050 | 0,048
Xsr 0,0502 0,0497 0,0496 0,0488
SD 0,0012 0,0009 0,0010 0,0007
RSD, % 2,4488 1,9088 1,9478 1,6164

Tabela 21. Rezultati odredivanja reproduktivnosti za CSA dobijeni analiziranjem
obogacenih uzoraka na HPLC-FLD i LC-MS-MS-u toku dva dana.

Matriks Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
(ng/9) (ng/9) (n9/9) (ng/9)
Tennika | HPLC | LC-MS- | HPLC- | LC-MS- | HPLC- | LC-MS- | HPLC | LC-MS-
FLD MS FLD MS FLD MS -FLD MS
1. 0,051 | 0,049 | 0,047 | 0,049 | 0,050 | 0,048 | 0,050 | 0,051
2. 0,052 | 0,049 | 0,048 | 0,049 | 0,050 | 0,049 | 0,049 | 0,050
3. 0,049 | 0,048 | 0,050 | 0,050 | 0,048 | 0047 | 0,049 | 0,051
4, 0,047 | 0,048 | 0,048 | 0,050 | 0,051 | 0,047 | 0,050 | 0,049
5, 0,05 0,05 | 0048 | 0050 | 0,051 | 0,047 | 0,049 | 0,049
Xsr 0,0493 0,0489 0,0488 0,0497
SD 0,0015 0,0011 0,0016 0,0008
RSD, % 3,03 2,2505 3,32 1,66
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Tabela 22. Rezultati odredivanja reproduktivnosti za CNA dobijeni analiziranjem
obogacenih uzoraka na HPLC-DAD i LC-MS-MS-u toku dva dana.

Matriks Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
(ng/9) (ng/g) (no/9) (ng/g)
. |HPLC-| LC-MS- |HPLC-| LC-MS- |HPLC-| LC-MS- | HPLC- | LC-MS-
Tehnika | pap MS DAD MS DAD MS DAD | MS
1, 005 | 0049 | 005 | 0049 | 0049 | 0049 | 0049 | 0,051
2. | 0051 | 0048 | 0049 | 0049 | 0048 | 0049 | 0,050 | 0,050
3. | 0048 | 0049 | 0049 | 0047 | 005 | 0049 | 0,049 | 0,050
4. | 0049 | 0049 | 0048 | 0048 | 0048 | 0050 | 0,051 | 0,050
5. | 0051 | 0048 | 005 005 | 0048 | 0050 | 0051 | 0,050
Xsr 0,0492 0,0489 0,0490 0,0501
SD 0,0011 0,0010 0,0008 0,0007
RSD, % 2,31 2,03 1,67 1,47

5.2.4. Taénost metode odredivanja

U Tabeli 23 predstavljeni su rezultati ispitivanja ta¢nosti metode, predstavljeni

prinosom metode.

Tabela 23. Ta¢nost metode odredivanja NIC, CSA i CNA u misi¢nom tkivu, jetri,
bubregu i kozi, izrazena kao prinos metode (%), odredena na aparatu HPLC DAD-FLD

Tacnost metode (%)
. Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
Analit/detektor (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
NIC/DAD 100,4 99,4 99,2 99,2
CNA/DAD 98,4 97,8 98,0 98,0
CSA/FLD 98,6 97,8 97,6 97,6
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Tabela 24. Ta¢nost metode odredivanja NIC, CSA i CNA u misi¢nom tkivu, jetri,
bubregu i kozi, izrazena kao prinos metode (%), odredena na aparatu LC-MS-MS-u.

Tacnost metode (%)

. Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
Analit/detektor (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
NIC/MS-MS 100,12 99,7 99,8 99,9
CNA/ MS-MS 99,8 100,8 99.8 99,9
CSA/ MS-MS 101,02 100,8 99,6 99,6

5.2.5. Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ)

U Tabeli 25 i 26 predstavljeni su rezultati odredivanja LOD i LOQ za NIC, CSA

i CNA u misi¢nom tkivu, jetri, bubrezima i kozi Saranskih mladunaca.

Tabela 25. Limit kvantifikacije (LOQ) za NIC odreden na HPLC DAD-FLD i LC-MS-
MS-u

LOQ (ng/kg)
. Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
Analit Detektor (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
DAD 1,6 15 1,6 15
NIC FLD - - - -
MS-MS 0,4 0,4 0,4 0,4

Tabela 26. Limit kvantifikacije (LOQ) za CNA odreden na HPLC DAD-FLD i LC-MS-

MS-u
LOQ (ng/kg)
Analit Detektor Mié(iszi(;l)dvo (rJ]e:t{g) Iz“snu:blrgg)] (I::Oli 8)
DAD 34 3,3 3,6 3,6
CNA FLD 12,0 14,0 13,5 13,2
MS-MS 0,5 0,6 0,6 0,5




Tabela 27. Limit kvantifikacije (LOQ) za CSA odreden na HPLC DAD-FLD i LC-MS-

MS-u
LOQ (ng/kg)
Analit Detektor Mié(iﬁg(ié;(ivo (;]]it{g) ?#flr(e)g (I::lig)
DAD 28,0 25,3 27,3 23,0
CSA FLD 3,3 3,7 3,7 3,6
MS-MS 0,5 1,0 1,0 0,6

Tabela 28. Limit detekcije (LOD) za NIC odredeni na HPLC- DAD-FLD i LC-MS-MS-

u
LOD (ug/kg)
Analit Detektor Mié(isgiéidvo (rjlit{g) ?#flrgg (Irf:fg)
DAD 0,5 0,5 0,5 0,5
NIC FLD - - - -
MS-MS 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabela 29. Limit detekcije (LOD) za CNA odredeni na HPLC- DAD-FLD i LC-MS-

MS-u
LOD (ug/kg)
Analit Detektor Mié(iszcigivo (iit{%) I?nu:blrggzj (I::fg)
DAD 1 1 1 1
CNA FLD 3,5 4,2 41 3,9
MS-MS 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabela 30. Limit detekcije (LOD) za CNA odredeni na HPLC DAD-FLD i LC-MS-MS-

u

LOD (pg/kg)

. Misiéno tkivo Jetra Bubreg Koza
Analit Detektor (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
DAD 8,4 7,6 8,2 6,9
CSA FLD ! 1 ! 11
MS-MS 0,1 0,1 0,1 0.1
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5.3.

Distribucija i dinamika nestajanja NIC-a u tkivima i organima ribe

Distribucija i dinamika nestajanja niklozamida u misi¢nom tkivu i organima ribe

je prikazana u Tabeli 31, graficki prikaz je dat na Slici 18 i 19.

Tabela 31. Distribucija niklozamida u tkivima i organima ribe, pra¢ena nakon
petodnevnog tretmana sa peletiranom hranom koja je sadrzala 2g/kg niklozamida.

NIC (ng/kg)
Misiéno tkivo Jetra Bubrezi Koza
Xsr+SD
Kontrola <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Dani nakon

tretmana
1 27,7+4.6 51,5+9,5 29,49+4,46 77,8+5,97
3 15,7+2.5 41,6+8.2 26,89+5,89 244412
5 11,4+4.7 21,4134 3,79+1,42 1+£7,26
7 2,8t1.2 3,0+£0,6 1,73+£1,15 <0,5
9 1,2+0,6 1,6+0,6 0,8+0,28 <0,5
11 <0,5 0,7 £0,9 0,53+0,06 <0,5
13 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
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Graficki prikaz distribucije niklozamida u mesu i organima tokom trinaest dana

praéenja, prikazan je na Slici 18.

DINAMIKA NESTAJANJA NIC-a U MISICNOM TKIVU I
ORGANIMA SARANSKIH MLADUNACA

—
en
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Dani nakon tretmana
Slika 18. Graficki prikaz dinamike nestajanja niklozamida u misi¢nom tkivu i organima

ribe

DISTRIBUCA NIC-a U MISICNOM TKIVU I ORGANIMA
SARANSKIH MLADUNACA

Misiéno tkivo

‘ ;

Slika 19. Grafi¢ki prikaz distribucije niklozamida u miSi¢nom tkivu i organima ribe
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5.4.

organima ribe

Distribucija i dinamika nestajanja metabolita NIC-a u tkivima i

U Tabeli 32 i 33 su prikazane koncentracije CSA i CNA u misi¢nom tkivu i

organima ribe nakon petodnevnog hranjenja. Graficki prikaz distribucije metabolita je

dat je na Slici 20 i 21.

Tabela 32. Srednje koncentracije (ug/kg) CNA u misi¢nom tkivu, jetri, bubrezima i kozi

saranskih mladunaca koji su bili izlozeni dozi od 2 g/kg niklozamida.

CNA (nug/kg)
Misi¢no tkivo Jetra Bubrezi Koza
X+SD
Kontrola <1 <1 <1 <1
Dani

1 14,2+1,9 170,176 39,4+1,7 3,24+3 .4
3 10,2+1,7 64.6+20.1 31,8+0,9 <1
5 6,7+1,1 41,6+0,6 5,6+1,9 <1
7 1,4+0,5 28,1+5,9 1,2+0,4 <1
9 <1 15,643,3 <0,5 <1
11 <1 8,2+0,7 <0,5 <1
13 <1 <1 <0,5 <1

Graficki prikaz distribucije CNA u mesu i organima je prikazan na Slici 20. Distribucija

CNA je pracena u mesu, jetri, bubrezima i kozi.
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DINAMIKA NESTAJANJA CNA U MISICNOM TKIVU I
ORGANIMA SARANSKIH MLADUNACA
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Slika 20. Graficki prikaz dinamike nestajanja CNA u misi¢nom tkivu i organima ribe

DISTRIBUCIJA CNA U MISICNOM TKIVU I ORGANIMA
SARANSKIH MLADUNACA

Koza Migiéno tkivo
1% 8%

Slika 21. Grafi¢ki prikaz distribucije CNA u miSi¢nom tkivu i organima ribe
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Tabela 33. Srednja koncentracija (ug/kg) CSA u misi¢nom tkivu, jetri, bubrezima i kozi
Saranskih mladunaca koji su bili izlozeni dozi od 2 g/kg niklozamida.

CSA (ng/kg)
Misi¢no tkivo Jetra Bubrezi Koza
X+£SD
Kontrola <1 <1 <1 <1
Dani
1 <1 0,8+0,1 0,7+0,2 <1
3 <1 1,3+0,4 1,0+0,1 <1
5 <1 <1 8,4+2.4 <1
7 <1 11,5+1,0 7,3+1,7 <1
9 <1 10,2+0,3 2,1+0,8 <1
11 <1 2,6x1,4 <1 <1
13 <1 <1 <1 <1

Grafi¢ki prikaz dinamike nestajanja metabolita CSA je prikazan na Slici 22, dok je
distribucija CSA kroz meso, jetru, bubrege i kozu Saranskih mladunaca prikazana na
Slici 23.
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DINAMIKA NESTAJANJA CSA U MISICNOM TKIVU I
ORGANIMA SARANSKIH MLADUNACA
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Slika 22. Graficki prikaz dinamike nestajanja CSA u misi¢nom tkivu i organima ribe

DISTRIBUCIJA CSAU MISICNOM TKIVU I ORGANIMA

SARANSKIH MLADUNACA
Koza Misiéno tkivo
<1% <1%

Slika 23. Grafic¢ki prikaz distribucije CSA u misi¢énom tkivu i organima ribe
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Dinamika nestajanja NIC-a i metabolita CNA i CSA u misSi¢nom tkivu je
prikazana na Slici 24.

DINAMIKA NESTAJANJA NIC, CNA I CSA U MISICNOM
TKIVU SARANSKIH MLADUNACA
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631 (e}
1 ]

Koncentracija analita (ng/kg)
[\
o

15 -
—NIC
10 - —CNA
CSA

921
1

o
‘

4 6 8

&
—e
N

Dani nakon tretmana

Slika 24. Dinamika nestajanja NIC, CNA i CSA u misi¢nom tkivu Saranskih mladunaca

DISTRIBUCIJA NIC, CSA I CNA U MISICNOM TKIVU I
ORGANIMA SARANSKIH MLADUNACA

CSA
<0,1%
\

Slika 25. Distribucija NIC, CNA i CSA u miSi¢nom tkivu $aranskih mladunaca tokom
trinaest dana
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Dinamika nestajanja NIC-a i metabolita CNA i CSA u jetri je prikazana na Slici 26.

DINAMIKA NESTAJANJANIC, CNA I CSAU JETRI
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Dani nakon tretmana

Slika 26. Dinamika nestajanja NIC, CNA i CSA u jetri $aranskih mladunaca tokom
trinaest dana

DISTRIBUCIJA NIC, CNA I CSA U JETRI SARANSKIH
MLADUNACA

CSA
7%

Slika 27. Distribucija NIC, CNA i CSA u jetri Saranskih mladunaca tokom trinaest dana

74



Dinamika nestajanja NIC-a i metabolita CNA i CSA u bubrezima je prikazana
na Slici 28.

DINAMIKA NESTAJANJA NIC, CNA | CSA U BUBREZIMA
SARANSKIH MLADUNACA
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Dani nakon tretmana

Slika 28. Dinamika nestajanja NIC, CNA i CSA u bubrezima Saranskih mladunaca
tokom trinaest dana

DISTRIBUCIJA NIC, CNA I CSA U BUBREZIMA SARANSKIH
MLADUNACA

Slika 29. Distribucija NIC, CNA i CSA u bubrezima Saranskih mladunaca
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Dinamika nestajanja NIC-a i metabolita CNA i CSA u kozi je prikazana na Slici 30.
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Slika 30.

Dinamika nestajanja NIC, CNA i CSA u kozi $aranskih mladunaca tokom
trinaest dana

DISTRIBUCIJA NIC, CNA I CSA U KOZI SARANSKIH
MLADUNACA

CNA csA
3%  <1%

Slika 31. Distribucija NIC, CNA i CSA u kozi $aranskih mladunaca tokom trinaest dana
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6. DISKUSIJA

Za utvrdivanje prisustva ostataka niklozamida tokom godina koristile su se
razli¢ite instrumentalne tehnike. U naSem ispitivanju je koris¢ena te¢na hromatografija
sa DAD, FLD i MS-MS detekcijom. U ranijim literalnim podacima su dominirale
spektrofotometrijske metode odredivanja. One su uglavnom koriS¢ene za odredivanje
NIC-a i njegovih soli iz farmeceutskih preparata. Medutim, pored spekrofotometrijskih
metoda, znatan broj naucnika se bavio i razvojem HPLC metoda za odredivanje NIC-a i
njegovih metabolita. S obzirom da je razvoj farmaceutske industrije je zahtevao razvoj
sofisticiranih metoda, kojima ¢e se obezbediti pouzdanost u rezultat i koje ¢e biti
selektivnije i osetljivije, ve¢ od 1996.godine doslo je do razvoja HPLC metoda za
pracenja sadrzaja NIC-a (Van Tonder i sar., 1996). Metode su godinama optimizovane i
prilagodavanje razli¢itim matriksima (Schreier i sar., 2000; Muir i Grift 1980; Paghadar
i Vadia, 2015; Doran i Stevens, 2014). Za mobilne faze su koriS¢eni Cisti rastvaraci i
puferski sistemu i u zavisnosti od toga su se menjali i maksimumi apsorpcije. Jedino $to
je bilo isto za sva HPLC ispitivanja su kolone razdvajanja. Za sva razdvajanja su

koriS¢enje C18 kolone.

Kada se posmatraju rezultati razvoja metode za odredivanje niklozamida i
metabolita, prime¢ujemo da je prinos razvijenih metoda ujednacen kao i korelacioni
faktori. Kod spektrofotometrijskih odredivanja NIC-a iz farmaceutskih preparata,
prinosi su se kretali izmedu 99,8-100,7 % (Khier i sar., 2008; Dawson i sar., 1978;
Daabees, 2000; Othman i Sultan, 2014), dok je kod metoda te¢ne hromatografije
korelacioni factor bio veéi od 0.99 a prinosi su se kretali u opsegu od 88 do 100,67 %
(Schreier 1 sar, 2000; Paghadar i Vadia, 2015). Metodu za odredivanje sadrzaja
niklozamida u tkivu riba, pastrmke i soma na HPLC-DAD-u su razvili Schreier i sar.,
(2010). U njihovom ispitivanju, kao i nasem, korelacioni factori za HPLC-DAD i LC-
MS-MS metodu su bili ve¢i od 0,99 za NIK i njegove metabolite.U ovom ispitivanju,
kao 1 u dosadasnjim ispitivanjima, linearnost je bila zadovoljavajuca a korelacioni factor
je bio vec¢i od 0,99 i kod HPLC-DAD-FLD i HPLC-MS-MS odredivanja, dok se srednja
vrednost prinosa za deset merenja na HPLC-DAD-FLD-u kretala od: 99,2-100,4 % za
NIC; od 97,6 do 98,6 % za CSA i za CNA od 97,8-98,4 %. Ostvareni prinos na HPLC-
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MS-MS-u u ovom ispitivanju je bio u opsegu od 97,6 % do 101,02 %. Najveci prinos je
ostvaren u misi¢nom tkivu Saranskih mladunaca i kod HPLC-DAD-FLD i HPLC-MS-
MS metode, $to je i bilo oéekivano zbog manjeg sadrzaja masno¢e nego u organima i
izostanka ili manjoj zastuplenosti interferenci (krv, masnoca i dr.), §to je i u skladu sa
literaturnim navodima.

Na osnovu sprovedenih istrazivanja Paghadar i Vadia su 2015.godine potvrdili
linearnu zavisnost detektora, HPLC metode za ispitivanje NIC-a u farmaceutskim
preparatima, pri maksimumu apsobcije od 332 nm, u opsegu od 0,01-100 pg/mL, pri
¢emu je dobijen korelacioni factor od 0,998. Doran i Stevens (2014) su poredili
linearnost metode odredivanja NIC-a i njegovih primarnih metabolita primenom UV
VIS spektrofotometra i LC-MS-MS-a pri primeni razli¢itih organskih mobilnih faza,
acetonitrila i metanola. Naime, pokazano je da je LC-MS-MS metoda mnogo osetljivija,
selektivnija od UV-VIS spektrofotometrijske metode, iako je linearnost bila
zadovaljajuca za obe testirane metode a korelacioni faktor veéi od 0,99 i za NIC i za
njegove metabolite. NaSa ispitivanja su potvrdila njihove rezultate, linearnosti i
korelacionog factora kod HPLC-DAD-FLD i HPLC-MS-MS-a odredivanja. U ovom
ispitivanju analize sadrzaja NIC-a i njegovih metabolite u tkivu i organima Saranskih
mladunaca, su uradenje na HPLC-DAD-FLD-u, pri ¢emu je kao mobilna faza koris¢en
acetonitril i voda u odnosu 60:40 za odredivanje NIC-a, odnosno metanol i voda u istom
odnosu za odredivanje CSA i CNA. Za razdvajanje analita Koris¢ena je C18 kolona;
NIC je odreden na talasnoj duzini od 335 nm, pri unosu uzorka u sistem u koli¢ini od 10
uL. Schreier i sar. (2000) su za analizu prisustva NIC-a u pastrmci i somu kao mobilnu
fazu koristio 58 mM natrijum-acetatni pufer i acetonitril u odnosu 70:30, pri
maksimumu apsorbcije od 335 nm. Na osnovu poredenja koja su uradili Doran i
Stevens (2014) pri odredivanje sadrzaja niklozamida i njegovih metabolita primenom
HPLC i LC-MS-MS metode, utvrdeno je da LC-MS-MS tehnika daje LOD vrednosti od
10-250 puta manje nego HPLC metoda, dok su nasi rezultati pokazali da HPLC-MS-MS
metoda daje od 5 -10 puta manje LOD vrednosti od HPLC-DAD-FLD metode. Ovi
rezultati su i ocekivani zbog upotrebe dvostruke jonizacije a samim tim i vece
selektivnosti i osetljivosti metode. Prednosti metode koju smo mi koristili pri
odredivanju su brza ultrazvuéna ekstrakcija uzoraka koja je rezultirala i

zadovoljavaju¢im prinosom kao 1 kratko vreme analize. Analiziranje uzoraka na
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prisustvo niklozamida je trajalo 10 minuta kao i analiziranje na prisustvo njegovih
metabolite, dok je su Schreier i sar., (2010) retenciono vreme niklozamida 27 minuta.

Do danas nema puno literarnih podataka o kvantitativnim rezultatima
distribucije niklozamida i njegovih metabolita u tkivu i organima riba. Sto se tice
kvaliteta mesa, literarni podaci potvrduju da se sadrzaj proteina kod Sarana kreée oko 20
% dok koli¢ina masti varira u zavisnosti od sezone i kvaliteta hrane a krece se najéesce
u rasponu od 6- 12 % (Cirkovié i sar., 2012; Ljubojevié¢ i sar., 2013). Ispitivanja su
pokazala da postoje velike razlike u sadrzaju masti u miSi¢nom tkivu izmedu razlicitih
vrsta riba, kao i razlike u masnokiselinskom sastavu masti (Fontagné-Dicharry i
Medale, 2010). Kvalitet mesa Saranskih riba je veoma varijabilan i promene su pod
uticajem starosti, sistema gajenja i ishrane.

Prvi literaturni podatak koji spominje ispitivanje koncentracije niklozamida u
tkivima ribe datira iz 1979.godine, kada je Luhning sa saradnicima razvio metodu za
odredivanje NIC-a primenom gasne hromatografije.

Kod ovog ogleda, dinamika nestajanja niklozamida u miSi¢nom tkivu,
bubrezima i jetri je ujednacena, dok u kozi pokazuje izvesna odstupanja. Najveca
koncentracija je zabelezena prvog dana nakon prestanka primene hrane sa dodatkom
niklozamida i1 to u kozi u koli¢ini od 77,8 pg/kg. U miSi¢nom tkivu do nestajanja
niklozamida je doslo jedanaestog a u bubrezima i jetri trinaestog dana dok koncentracija
NIC-a u kozi nije registrovana petog dana od prestanka primene leka. Kod ispitivanja
koja su Schreier i sar., 2000 izveli, vidi se se da nakon jednodnevnog tretmana ribe
(pastrmke) sa niklozamidom i prebacivanja ribe u ¢istu vodu veé¢ nakon 24 casa nije
zabelezeno prisustvo niklozamida. U naSem eksperimentu vreme eliminacije je duze, Sto
je 1 oCekivano s obzirom na duzinu primene leka. Distribucija NIC-a je u skladu da
ranijim ispitivanjima (Cirkovi¢ i sar, 2015). Naime najveéi sadrzaj niklozamida je
zabelezen u jetri 35 %, kozi 30 %, bubrezima 18 % i najmanji u misi¢nom tkivu 17 %.

Dinamika nestajanja CNA u tkivima i organima Saranskih mladunaca pokazuje
da je najveca koncentracija CNA zabelezena u jetri u koli¢ini od 170 pg/kg u kojoj je i
najveca distribucija (70 %). Dinamika nestajanja CNA u bubrezima i miSi¢nom tkivu je
ista, ne belezi se prisustvo metabolita devetog dana nakon primene leka. S tim da je

koncentacija u bubrezima bila 39,4 pg/kg a u misicnom tkivu 14,2 ng/kg. Zabelezena
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koncentracija u kozi je bila 3,24 pg/kg a do potpune eliminacije u kozi je doslo treceg
dana od prestanka primene leka.

Dinamika nestajanja CSA u tkivu i organima se razlikuje u odnosu na NIC i
CSA. Najvece koncentracije su zabeleZzene petog dana nakon tretmana u bubrezima u
koli¢ini od 8,4 ng/kg i sedmog dana nakon tretmana u jetri u koli¢ini od 11,5 pg/kg. U
miSi¢nom tkivu i kozi nije detektovano prisustvo ovoga metabolita. Do potpune
eliminacije CSA iz jetre i bubrega je doslo trinaestog odnosno jedanaestog dana nakon
primene leka.

Duze vreme eliminacije, u odnosu na prijavljena ispitivanja (Hubertt i sar., 2005;
Schreier i sar., 2000; Smit i sar., 2012), mogu se objasniti vecom koncentracijom
upotrebljenog niklozamida koji je bio umesan u hranu i svakako duzim vremenom
izlaganja. U dosadasnjim ispitivanjima (Hubertt i sar., 2005; Schreier i sar., 2000; Smit i
sar., 2012) rezultati su pokazali da 24 ¢asa nakon izlaganja pastrmke koncentraciji od
0,055 pg/mL niklozamida, u samo 9 % tela pastrmke (fileti) se detektuje niklozamid
(Hubertt i sar., 2005). Smit i sar. (1999) su sli¢no kao i Hubertt i sar. (2005) potvrdili da
se 24 Casa po izlaganju pastrmke belezi znacajan pad koncentracije niklozamida u tkivu.
U oba slucaja ekspozicija je izvedena u otvorenim vodenim tokovima, pritokama
Velikih jezera a dobijeni rezultati su pokazali da se 12 odnosno 24 ¢asa po izlaganja
smanjuje koncentracija niklozamida u tkivu pastrmke.

S obzirom da se niklozamid u eksperimentu, ribama dozirao oralno, preko
peletirane hrane, aplikovanjem u vodu, rezultati su pokazali najve¢i sadrZaj niklozamida
u kozi prvog dana nakon zavrSetka aplikacije leka. To nam ukazuje da je deo hrane
ostao u vodi i rastvorio se pri ¢emu je doslo do apsorpcije niklozamida na kozi.
Medutim, samo 48 ¢asa nakon boravka ribe u ¢istoj vodi, na kozi vise nije detektovano
prisustvo NIC-a. Ovo objasnjava i ¢injenicu da ni CSA i CNA nisu detektovani u kozi.

Prijavljeni eksperimenti o distribuciji niklozamida i njegovih metabolita do sada
su izvodeni na otvorenim vodenim tokovima, dok je za potrebe ove doktorske
disertacije ekperiment izveden u kontrolisanim laboratorijskim uslovima. Tokom
trajanja eksperimenta Saranski mladunci su izloZeni dejstvu dejstvu niklozamida preko
peletirane hrane u koli¢ini od 2 g niklozamida po kilogramu hrane. Tretman je trajao 5

dana nakon Cega je pracena distribucija niklozamida i njegovih metabolita.
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Distribucija NIC-a u misi¢nom tkivu je 65 %, dok je distribucija CNA 35 % a
CSA ispod LOD vrednosti. Kod jetre je distribucija NIC-a manja i iznosi 29 % dok je
distribucija CNA 64 % a prisutan je i drugi metabolit CSA (7 %). U bubrezima je sli¢na
distribucija kao u jetri stim da je zastupljenost NIC-a 39 %, a CNA 49 %, dok je CSA
zastupljen gotovo duplo vise nego kod jetre, 12 %. Koza, zbog aplikovanja preko cele
povrsine, pokazuje najvecu distribuciju NIC-a 96 %, dok je zastupljenost CNA 3 % a
CSA u kozi nije ni detektovan. Ispitivanjem distribucije niklozamida su se bavili
Schultz i Herman (1978), koji su kao i Statham i Lech (1975) utvrdili da se nakon
izlaganja ribe niklozamidu najvece koncentracije beleze u jetri a najnize u misic¢ima.
Cirkovi¢ i saradnici su 2015. godine izveli slitan eksperiment. Oni su S$aranske
mladunce izlozili dejstvu niklozamida iz peletirane hrane u koncentraciji od 3,4 g/kg.
Nakon petodnevnog tretmana najveci sadrzaj niklozamida je zabeleZen u jetri 70,42 %,
dok je u mesu zabelezeno svega 3 %.

Rezultate distribucije NIC-a u misi¢énom tkivu i organima, dobijene u ovom
eksperimentu, ukazuju da je koncentracija NIC-a kao i vreme zadrzavanja, najveca u
jetri a potom u bubrezima. Ovi rezultati nisu neoCekavivani s obzirom da je poznato da
je jetra glavni organi za sakupljanje, ¢uvanje i eliminaciju hemijskih ostataka. Naime,
kada posmatramo distribuciju NIC-a i CNA tokom vremena, u tkivu i organima, vidimo
da je dosta ujednacena, dok se vrednost koncentracije CSA pokazala skok sedmog dana
u jetri, odnosno petog dana u bubrezima, iako riba tokom ovog perioda viSe nije
konzumirala hranu sa niklozamidom, nakon ¢ega se vrednost smanjila do kraja
eliminacije. Ovo mozemo objasniti ¢injenicom da smanjenje koncentracija ostataka
tokom vremena zavisi od vise faktora kao S§to su duzina hranjenja, koli¢ine hrane,
koncentracija leka sa kojim se riba tretira, biotransformacija, izlu¢ivanja i raspada
upotrebljenog leka.

Do danas, primena niklozamida za leCenje u ribama je upitna, prvenstveno zbog

mogucih toksi¢nih efekata na neke vodene organizme.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu istrazivanja | konsultovane literature mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

Sprovedena ispitivanja su potvrdila hipotezu i pokazala da se ostaci niklozamida
i njegovih metabolita CSA i CNA u misi¢nom tkivu, jetri, bubrezima i kozi Saranskih
mladunaca, mogu uspesno odrediti pomo¢u HPLC DAD-FLD i HPLC-MS-MS-a.

Kao najpogodniji detector u pogledu brzine, perfomansi i lako¢e rukovanja
identifikovan je DAD i FLD, dok su pouzdanost rezultata, limiti detekcije i
kvantifikacije bolji kod LC-MS-MS-a. Primenom validovane HPLC metode sa DAD i
FLD detektorom potvrdena je linearnost detektora u koncentracionom opsegu od 0,05
do 1 ug/mL za NIC, CSA i CNA. Dobijeni korelacioni faktori su zadovoljili kriterijum
prihvatljivosti definisan u validacionoj studiji i iznosio je 0,9996 za NIC; 0,9999 za
CSA 10,9995 za CNA.

Ponovljivost HPLC-DAD-FLD metode odredivanja za NIC, CSA i CNA,
odredena analiziranjem obogacenih uzoraka mesa, jetre, bubrega i koze, pri istim
eksperimentalim uslovima, bila je znatno manja od postavljenog kriterijuma
prihvatljivosti od 5%. Dobijena ponovljivost je u misi¢nom tkivu, jetri, bubrezima i kozi
retrospektivno je iznosila 1,75; 3,00; 1,47 i 1,082 % za NIC. Kod CSA vrednosti
ponovljivosti u misi¢nom tkivu su iznosile 4,18 %, jetri 1,15 %, bubrezima 1,84 % i
1,13 % u kozi. Vrednosti ponovljivosti za CNA u miSi¢nom tkivu, jetri, bubrezima i

kozi su retrospektivno iznosile 3,60 %; 1,68 %; 1,47 % i 1,47 %.

S ciljem dobijanja pouzdanijih podataka, reproduktivnost metode je odredena na
obogac¢enim uzorcima koji su analizirani tokom dva dana, na razliCitim aparatima.
Vrednost reproduktivnosti metode, posmatrana kroz obogacene uzorke misi¢nog tkiva,
jetre, bubrega i koze je zadovoljila kriterijum prihvatljivosti metode i bila manja od
zadatih 5%. Dobijena vrednost reproduktivnosti se u misi¢nom tkivu je za NIC, CSA i
CNA se kretala od 2,30 do 3,03 %; u jetri od 1,91 do 2,50 %; bubrezima od 1,67 do
3,32 % i u kozi od 1,40 do 1,66 %.
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Tac¢nost HPLC-DAD-FLD metode odredivanja, izracunata kao prinos metode se
kretala u opsegu od 97,6 do 100,4 %. Ta¢nost metode izracunate za MS-MS detector se
kretala u opsegu od 99,6-101,02 %.

Limit kvantifikacije za niklozamid i metabolite odredene na HPLC-DAD-FLD-u
se nalazila u opsegu od 1,5-1,6 pug/kg za NIC; 3,3-3,7 ng/kg za CSA i 3,3-3,6 ng/kg za
CNA.

Limit kvantifikacije LOQ za niklozamid i metabolite odredene na LC-MS-MS-u
su iznosile 0,4 pg/kg za NIC, za CSA su se kretale u opsegu od 0,6-1 ug/kg , a za CNA
u opsegu od 0,5-0,6 ng/kg.

Limit detekcije za NIC, CSA i CNA odredene na HPLC-DAD-FLD-u iznosila je
0,5 ng/kg; 1 ng/kgil pg/kg.

Limit detekcije za NIC, CSA i CNA odredene na LC-MS-MS-u su iznosile 0,1
ng/kg.

Potvrdena je hipoteza o distribuciji NIC-a i metabolita u tkivu i organima.

Pracenjem distribucije niklozamida u miSi¢nom tkivu Saranskih mladunaca,

utvrdeno je da do eliminacije niklozamida dolazi jedanaest dana nakon primene leka.

Eliminacija niklosamida iz organa Saranskih mladunaca je bila ujednacena kada

posmatramo jetru i bubrege i zavrSena je trinaestog dana nakon primene leka.

Eliminacija niklosamida iz koze Saranskih mladunaca zavr$ena je sedmog dana

nakon primene leka.

Eliminacija CNA iz miSi¢nog tkiva je zavrSena je devet dana nakon primene

leka.

Eliminacija CNA iz jetre i bubrega je zavrSena trinaest, odnosno devet dana

nakon prestanka primene leka.

Eliminacija CNA iz koze Saranskih mladunaca zavrSena je treCeg od dana

prestanka primene leka.
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Metabolit CSA je detektovani u jetri i bubrezima. Eliminacija CSA iz jetre,
odnosno bubrega Saranskih mladunaca zavrSena je trinaestog, 0dnosno jedanaestog dana

nakon primene leka.
U misi¢nom tkivu i kozi $aranskih mladunaca nije detektovano prisustvo CSA.

Pema predstavljenom istrazivanju zaklju¢ujemo da je distribucija NIC-a najveca

u kozi (96 %) a potom misi¢nom tkivu (65 %), bubrezima (39 %) i jetri (29 %).

Distribucija metabolita CNA je najveca u jetri (64 %), potom u bubrezima (49

%) 1 miSi¢nom tkivu (35 %), dok u koZi nije ni detektovan.

Distribucija metabolita CSA je zabeleZena u bubrezima (12 %) i jetri (7 %), dok

u misi¢nom tkivu i kozi ovaj metabolit nije ni detektovan.

Potrebno je nastaviti raditi na studijama koje se bave distribucijom,
eliminacijom i toksi¢no$¢u niklozamida i njegovih metabolita da bi se opravdala

njegova upotreba u terapiji botriocefaloze i kako bi se obnovila registracija.
Pravci daljih istrazivanja

Na osnovu sprovedenih istrazivanja u ovoj tezi namecu se neki moguci pravci

daljih istrazivanja:

Primena validovane metode za ispitivanje prisustva NIC-a i njegovih metabolita
u vodi ribnjaka.
Razvoj metode za odredivanje niklozamid glukuronida s ciljem odredivanja

njegove distribucije i vremena zadrzavanja u tkivu i organima riba.
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