NASTAVNO-NAUCNOM VECU FARMACEUTSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu od 06.04.2017. godine, imenovana je Komisija za ocenu i odbranu zavrSene

doktorske disertacije kandidata dipl. farm. Valentine Radulovi¢, pod naslovom:

»Elektrohemijsko prouc¢avanje vareniklina i brimonidina, i razvoj

elektroanalitickih metoda za njihovo odredivanje u razli¢itim matriksima”
u slede¢em sastavu:

1. Dr sc Vera Kapetanovi¢, redovni profesor u penziji, mentor, Univerzitet u
Beogradu - Farmaceutski fakultet,

2. Dr sc Danica Agbaba, redovni profesor, mentor, Univerzitet u Beogradu -
Farmaceutski fakultet,

3. Dr sc Mara Aleksi¢, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski
fakultet,

4. Dr sc Dragan Manojlovi¢, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu - Hemijski
fakultet,

5. Dr sc Milo$ Jovanovi¢, redovni profesor u penziji, Univerzitet u Beogradu -
Medicinski fakultet

Clanovi Komisije pregledali su prilozenu disertaciju i podnose Nastavno-nau¢nom

vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci



IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija kandidata diplomiranog farmaceuta Valentine Radulovi¢
pod nazivom ,,Elektrohemijsko proucavanje vareniklina i brimonidina, i razvoj
elektroanalitickih metoda za njihovo odredivanje u razli¢itim matriksima”,
napisana je na 196 strana i sadrzi 7 celina koje obuhvataju: (1) Uvod, (2) Cilj rada, (3)
Eksperimentalni deo, (4) Rezultate i diskusiju, (5) Zakljucak, (6) Literaturu i (7)
Priloge. Na pocetku disertacije prilozen je sazetak na srpskom i engleskom jeziku.

Doktorska disertacija napisana je jasnim 1 preglednim stilom i sadrzi: 55
grafickih prikaza (18 u uvodnom delu, 37 u rezultatima i diskusiji), 21 tabelu (1 u
eksperimentalnom delu, 20 u rezultatima i diskusiji), 8 shema (u rezultatima i diskusiji)
i 135 literaturnih navoda.

U Uvodu je sadrzano 6 odeljaka od kojih svaki sadrzi informacije koje su od
znaCaja za predmet proucavanja doktorske disertacije. U njemu je dat pregled
farmakoloskih dejstava hinoksalinskih derivata, prvenstveno vareniklina i brimonidina.
Istaknuta je vaznost i dugotrajnost borbe protiv pusenja, S obzirom na ukazane Stetne
efekte ove zavisnosti. Samim tim ukazano je na vaznost vareniklina - leka koji se
primenjuje u terapiji odvikavanja od pusenja, i opisan njegov mehanizam dejstva kao
parcijalnog agoniste. Takode, opisana su farmakokineticka svojstva vareniklina.
Brimonidin je predstavljen kao vazan lek u terapiji glaukoma — drugog vodeceg uzroka
nepovratnog gubitka vida, kao i njegov mehanizam dejstva. Opisana je fizioloska uloga
o¢ne vodice u oku i dat je prikaz farmakokineti¢kog profila brimonidina. Prikazana su
fizicko-hemijska svojstva vareniklina i brimonidina koja su korelirana sa hemijskom
strukturom molekula. Navedeni su literaturni podaci o dosada$njim analitickim
metodama za pracenje vareniklina i1 brimonidina u doziranim oblicima i1 bioloSkim
uzorcima, sa postavljenim i/ili postignutim ciljevima njihovog odredivanja tokom
istrazivanja. Detaljno su opisane voltametrijske metode primenjivane tokom rada,
njihovi osnovni principi i mogucnosti primene, kao i karakteristike radnih elektroda,

narocito Cvrstih elektroda: elektrode od staklastog ugljenika (glassy carbon electrode,



GCE) i borom dopirane dijamantske elektrode (boron doped diamond electrode,
BDDE). Prikazana je i objasnjena mogucnost ispitivanja interakcije DNK-lek primenom
odgovarajuce adsorptivne transfer ,,stripping” tehnike (AdTS) voltametrijske tehnike na
elektrodi visece zivine kapi (hanging mercury drop electrode, HMDE).

Cilj rada bio je detaljno prouciti elektrohemijsko ponasanje vareniklina i
brimonidina kako bi se na osnovu dobijenog broja razmenjenih elektrona i protona i
prirode procesa mogao postaviti redoks-mehanizam; zatim komparativnom analizom
elektrohemijskog ponasanja definisati sli¢nosti i razlike u ponaSanju u skladu sa
hemijskim strukturama molekula vareniklina i brimonidina; postaviti nove
elektroanalitiCke metode za odredivanje vareniklina i brimonidina u doziranim oblicima
1 odgovaraju¢im bioloSkim uzorcima i predloziti metodu izbora uz odgovaraju¢u radnu
elektrodu; i ispitati potencijalnu interakciju DNK i vareniklina.

U Eksperimentalnom delu obuhvaéeni su: Oprema, koris¢eni Racunarski
programi, Hemikalije, Laboratorijski materijal i Procedure primenjene tokom
istrazivanja.

Oprema obuhvata prvenstveno elektrohemijske sisteme i vrste elektroda, kao i
drugu laboratorijsku opremu koris¢enu tokom eksperimentalnog rada.

U delu Racunarski programi navedeni su koriS¢eni programi koji podrzavaju
elektrohemijski sistem i programi primenjivani tokom obrade i prikaza rezultata.

Hemikalije obuhvataju supstance i reagense koji su koris¢eni u
eksperimentalnom radu.

U Procedurama opisani su postupci pripreme potrebnih rastvora: standardnih
supstanci, doziranog oblika-tableta, bioloskih uzoraka (plazme, o¢ne vodice) koris¢enih
tokom elektrohemijskog proucavanja i kvantitativne analize. Detaljno je opisan
postupak/protokol uzimanja bioloSkog materijala (o¢ne vodice). Posebno su opisani
postupci pripreme radnih, cvrstih elektroda (GCE 1 BDDE) koji se primenjuju pre
voltametrijskih merenja, a koji podrazumevaju mehanicku (poliranje pomocu
odgovarajuceg sredstva za tu namenu na odgovarajucoj podlozi) i elektrohemijsku
pripremu. Detaljno je opisano ispitivanje adsorptivnih svojstava vareniklina na HMDE
kao preduslova za ispitivanje potencijalne interakcije vareniklina i DNK odgovaraju¢om
AdTS tehnikom.



Rezultati i Diskusija prikazani su na 98 strana, kroz slede¢e odeljke: 1.
Elektrohemijsko ponasanje brimonidina i vareniklina, 2. Kvantitativna analiza
vareniklina i brimonidina, 3. Interakcija DNK-vareniklin. U svim navedenim odeljcima,
prikazani su najpre detaljni razultati rada, zatim i detaljna analiza i tumacenje dobijenih
rezultata.

Na kraju doktorske disertacije dat je Zaklju¢ak izveden na osnovu dobijenih
rezultata istrazivanja, njihove analize 1 tumacenja.

U poglavlju Literatura naveden je spisak referenci koris¢enih u okviru

doktorske disertacije.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati ove doktorske disretacije podeljeni su u tri celine, shodno postavljenim
ciljevima.

U okviru prvog dela prikazani su rezultati elektrohemijskog proucavanja dve
elektroaktivne vrste — vareniklina i brimonidina primenom polarografije jednosmerne
struje (DCP) i cikli¢ne voltametrije (CV). Polarografski rezultati dobijeni na kapljucoj
zivinoj elektrodi (dropping mercury electrode, DME) i logaritamska analiza
polarografskih talasa ukazali su na broj razmenjenih elektrona i protona tokom procesa
redukcije, kao i na izvesne sli¢nosti i razlike u elektrohemijskom ponasanju vareniklina
i brimonidina. Sli¢nosti u ponasanju pripisane su postojanju hinoksalinskog jezgra u
molekulskoj strukturi oba leka, a razlike uticaju supstituenata odnosno konjugovanog
prstena na fizi¢ko-hemijske karakteristike celokupnih molekula. Otuda je utvrdeno da se
proces redukcije odvija lakSe kod vareniklina (lakSe prima elektrone) u odnosu na
brimonidin. Ciklovoltametrijski rezultati na razli¢itim elektrodama: HMDE (elektroda
visece zivine kapi), BDDE (borom dopirana dijamantska elektroda) i GCE (elektroda od
staklastog ugljenika), ukazali su na odredene prirode elektrodnog procesa redukcije
vareniklina i brimonidina. Kod oba leka u kiseloj i baznoj sredini, na BDDE proces je
kontrolisan difuzijom, a na GCE je utvrdeno prisustvo adsorpcije. Na HMDE u baznoj
sredini dominira adsorpcija u oba slucaja, dok je u kiseloj sredini kod vareniklina proces
kontrolisan difuzijom, a kod brimonidina je prisutna adsorpcija. Stepen reverzibilnosti

procesa utvrden je ne samo na osnovu dobijenih ciklovoltametrijskih rezultata, ve¢ i na



osnovu dodatnih proucavanja voltametrijom pravougaonih talasa (SWV). Broj uc¢esnika
elektrona 1 protona u procesima oksidacije utvrden je ne samo na osnovu
ciklovoltametrijskih rezultata na ¢vrstim elektrodama, ve¢ i dodatnim rezultatima
dobijenim primenom diferencijalno pulsne voltametrije (DPV). Na osnovu prethodno
pomenutih rezultata, postavljeni su odgovarajuc¢i redoks mehanizmi vareniklina i
brimonidina. Redukcija vareniklina odvija se na C=N vezi hinoksalinskog jezgra uz
uces$¢e dva elektrona i dva protona u Sirokoj pH oblasti (2,0 — 11,0) do 1,4-dihidro-
vareniklina 1 predstavlja proces ¢iji stepen reverzibilnosti raste sa porastom pH i najveci
je u baznoj sredini. Pri pH < 6,0; vareniklin podleze dodatnom stepenu redukcije do
1,2,3,4-tetrahidro-vareniklina, a prvi stepen redukcije odvija se stupnjevito, pri ¢emu
najpre dolazi do adicije jednog protona, a zatim transfera jednog elektrona po svakom
stupnju uz nastajanje radikal-intermedijera. Oksidacija se odvija tek nakon redukcije, i
predstavlja kvazireverzibilni proces uz uceS¢e jednog elektrona i jednog protona,
polazeé¢i od 1,4-dihidro-vareniklina (nastalog produkta redukcije) do 2-hidroksi-1,4-
dihidrovareniklina. Redukcija brimonidina predstavlja dvoelektronski proces uz ucesce
dva protona, na dvostrukoj C=N vezi hinoksalina, u Sirokom pH intervalu (2,0 — 11,0)
do nastanka 1,4-dihidro-brimonidina. Polaze¢i od kisele sredine, Stepen reverzibilnosti
raste i najvec¢i je u baznoj sredini. Dodatni stepen redukcije do 1,2,3,4-tetrahidro-
brimonidina prisutan je samo u jako kiseloj sredini (pH = 2,0 1 3,0) takode uz ucesce
dva elektrona i dva protona. Oksidacija brimonidina odvija se na dva elektroaktivna
centra u molekulu, kao dva odvojena nezavisna procesa: 1) proces vezan za prethodnu
redukciju 1 2) proces nezavisan od prethodne redukcije. 1) Nakon §to se prethodno
odigrala  redukcija,  1,4-dihidro-brimonidin ~ (produkt  redukcije)  podleze
kvazireverzibilnom procesu oksidacije uz uéesc¢e jednog elektrona i jednog protona do
nastajanja 2-hidroksi-1,4-dihidrobrimonidina. 2) Oksidacija se odvija na sekundarnom
aminu na poziciji C6 uz uceSce jednog elektrona 1 jednog protona i predstavlja
ireverzibilan proces, u kome nastaje N-radikal brimonidina.

U drugom delu predstavljeni su rezultati kvantitativne analize vareniklina i
brimonidina u razli¢itim matriksima primenom odgovaraju¢ih optimizovanih
elektroanaliti¢kih metoda. Za odredivanje vareniklina u tabletama i optere¢enoj plazmi
razvijene su metode SWV/BDDE i SWV/GCE, zasnovane na redukcionom

reverzibilnom piku. Na osnovu: dobijenih statistickih parametara (koji ukazuju na



dovoljnu taCnost 1 preciznost metode, odnosno neznatan uticaj matriksa na
kvalitet/intenzitet signala analita), jednostavnije i brze pripreme elektrode, bolje
reproduktivnosti dobijenih rezultata u odnosu na GCE, kao metoda izbora izdvojena je
SWV/BDDE. Za odredivanje brimonidina u kapima za o¢i, razvijene su metode
DPV/BDDE, SWV/BDDE i DPV/GCE, zasnovane na redukcionom reverzibilnom piku.
Prema dobijenim statistickim parametrima i boljim svojstvima BDDE u odnosu na GCE
(jednostavnija i brza priprema elektrode, bolja reproduktivnost rezultata), kao metoda
izbora predlozena je SWV/BDDE. Zasnovana na oksidacionom ireverzibilnom piku,
uspesno je primenjena DPV/BDDE metoda za odredivanje brimonidina u opterecenoj
o¢noj vodici, ¢ime je postignuta Vvisoka osetljivost, s obzirom na kompleksnost
matriksa. Ispitivana stabilnost brimonidina pokazala je da nakon perioda zamrzavanja
od dva meseca uzorak ne podleze znacajnoj promeni, ali da se uzorak sa analitom moze
podvrgnuti samo jednom ciklusu zamrzavanja/odmrzavanja.

U tre¢em delu dati su rezultati ispitivanja potencijalne interakcije vareniklina i
DNK, primenom adsorptivne transfer stripping tehnike (AdTS) na HMDE. Njima je
ukazano na reverzibilnu interakciju vareniklina i DNK, tipa interkalacije. Na osnovu
izraCunatih odnosa vrednosti konstanti vezivanja redukovanog i oksidovanog oblika,
zakljuceno je da se redukovani oblik vareniklina jac¢e vezuje za DNK od oksidovanog

oblika vareniklina.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA 1Z
LITERATURE

Proucavanje hinoksalinskih derivata izuzetno je aktuelno, jer je ustanovljeno da
modifikacija osnovne hinoksalinske strukture rezultuje razliCitim bioloskim
aktivnostima (Pereira i sar., 2015). Elektrohemijskim proucavanjem pojedinih
hinoksalinskih derivata, utvrden je korelacioni odnos izmedu potencijala redukcije,
uslovljenog molekulskom strukturom, i bioloske aktivnosti (Moreno i sar., 2011). Iz
korelacionog odnosa redoks potencijala, molekulske strukture i bioloske aktivnosti
proistekla je potreba za -elektrohemijskim proucavanjem hinoksalinskih derivata
vareniklina i brimonidina i njihovom dodatnom karakterizacijom. Postavljanje redoks

mehanizma od znacaja je za objasnjenje pojedinih metabolickih promena kojima



potencijalno podlezu lekovi, vareniklin i brimonidin, S obzirom da oba predstavljaju
elektroaktivne vrste. Obach i sar. (2006) utvrdili su prisustvo nekoliko metabolita u
telesnim te¢nostima medu kojima i 2-hidroksi vareniklina u urinu primenom
visokoefikasne te¢ne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (High
Performance Liquid Chromatography — tandem Mass Spectrometry, HPLC-MS/MS) i
visokoefikasne tecne hromatografije spregnute sa masenom spektrometrijom i
nuklearnom magnetnom rezonancom (High Performance Liquid Chromatography —
Mass Spectrometry — Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry, HPLC-MS-NMR). U
tezi prikazani redoks mehanizam takode objasnjava oksidaciju u polozaju 2 1 nastajanje
2-hidroksi-dihidrovareniklina kao potencijalnog metabolita, ¢ime je jasno izrazena
moguénost voltametrijske metode u predvidanju/potvrdivanju  pojedinih produkata
metabolizma leka. Ni i sar. (2007) ukazali su da se proces oksidacije brimonidina
prvenstveno odvija na hinoksalinskom jezgru, $to je u skladu sa predloZzenim redoks
procesom u radu. U toku procesa oksidacije, odvojenog od prethodno pomenutog
procesa, nastaje N-radikal brimonidina (Aleksic i sar., 2013), poput radikala pominjanih
u literaturi (Golea i sar., 2012; Adenier i sar., 2004; Garido i sar.; 2004). S obzirom na
izuzetnu nestabilnost i reaktivnost radikala, nastali radikal brimonidina predstavlja samo
intermedijerni oblik na putu ka daljoj dimerizaciji/polimerizaciji (Adenier i sar., 2004;
Compton i sar. 2011; Compton i sar., 2012).

Kako su farmakoloska efikasnost i stepen bezbednosti primene leka u tesnoj vezi
sa nivoom koncentracije leka u plazmi, urinu, ciljnom tkivu i u bioloskim te¢nostima na
mestu lokalne primene, do sada su razvijene i primenjene razli¢ite analiticke metode za
kvantitativnu analizu vareniklina i brimonidina u razli¢itim vrstama uzoraka.

Visokoefikasnu  te¢nu  hromatografiju ~ (High  Performance  Liquid
Chromatography, HPLC) za odredivanje vareniklin-tartarata u tabletama i za procenu
stabilnosti primenom studije forsirane degradacije postavili su i uspesno primenili Kadi
i sar. (2011). HPLC metodom dobijeni su granica (limit) detekcije, LOD = 0,11 pg ml™,
i granica (limit) odredivanja, LOQ = 0,38 pg ml™, a rezultati studije stabilnosti ukazali
su na primenljivost metode (zadovoljeni kriterijumi ICH/FDA smernica) za odredivanje
vareniklina uprkos prisutnim degradacionim produktima, odakle sledi da se moze
primenjivati u industrijskim laboratorijama u rutinskoj kontroli kvaliteta. Sadrzaj

vareniklina u uzorcima krvne plazme nakon samo jedne primenjene oralne doze kod



populacije pusaca i nepusaca odredivan je visokoefikasnom te¢nom hromatografijom
spregnutom sa masenom spektrometrijom (High Performance Liquid Chromatography
— Mass Spectrometry, HPLC-MS) kako bi se utvrdila njegova farmakokineticka
svojstva (maksimalna koncentracija u plazmi (Cnax), Vreme za postizanje maksimalne
koncentracije u plazmi (tnax), minimalna koncentracija u plazmi (Cpin), poluvreme
eliminacije (t12), uticaj doba dana aplikovanja i hrane na farmakokinetiku vareniklina)
(Faessel i sar., 2006). Cilj Zhao i sar. (2011) primenom visokoefikasne te¢ne
hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (High Performance Liquid
Chromatography — tandem Mass Spectrometry, HPLC-MS/MS) bio je odredivanje
vareniklina u krvnoj plazmi radi: procene farmakokinetickih osobina (maksimalna
koncentracija u plazmi (Cnax), Vreme za postizanje maksimalne koncentracije u plazmi
(tmax), minimalna koncentracija u plazmi (Cnin), poluvreme eliminacije - t;,), procene
bezbednosti i podnosljivosti vareniklina nakon visestruke oralne primene kod starije
populacije nepusaca (65-85 godina). Primenom visokoefikasne te¢ne hromatografije sa
tandem masenom spektrometrijom (High Performance Liquid Chromatography —
tandem Mass Spectrometry, HPLC-MS/MS) i visokoefikasne teéne hromatografije
spregnute sa masenom spektrometrijom i nuklearnom magnetnom rezonancom (High
Performance Liquid Chromatography — Mass Spectrometry — Nuclear Magnetic
Resonance Spectrometry, HPLC-MS-NMR), odredivan je sadrzaj vareniklina nakon
oralne primene i utvrdeno prisustvo odredenih metabolita u uzorcima seruma i krvne
plazme Zivotinja i ljudi, kao i da se najve¢im delom u nepromenjenom obliku vareniklin
eliminise iz organizma putem urina (Obach i sar., 2006).

Za odredivanje brimonidina u plazmi nakon lokalne primene na oku,
primenjena je gasna hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom (primenjena
hemijska jonizacija uz nastajanje negativnih jona) (Gass Chromatography — Mass
Spectrometry, GC-MS) (Acheampong i sar., 1995). Najniza izmerena koncentracija
ovom metodom sa dovoljnom pouzdanoiéu iznosi LOQ = 2 pg ml™, ¢ime je pokazano
da brimonidin dospeva u sistemsku cirkulaciju i to u merljivoj koli¢ini uprkos lokalnoj
primeni. Tzovolou i sar. (2000) rukovodeni su ciljem da se primenom kapilarne
elektroforeze (Capillary Electrophoresis, CE) za odredivanje brimonidina u o¢noj
vodici i serumu korelira efikasnost u smanjenju intraokularnog pritiska (IOP) sa

nivoom brimonidina, odakle je usledilo da optimalni period lokalne primene oznosi 6 h



(Tzovolou i sar., 2000). Karamanos i sar. (1999) primenom visokoefikasne tecne
hromatografije (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) uspes$no Su
odredili sadrzaj brimonidina u serumu i o¢noj vodici sa ciljem da se utvrdi vreme
potrebno za postizanje maksimalne koncentracije u njima. Shirke i sar. (2002) primenili
su metodu visokoefikasne te¢ne hromatografije reverznih faza (Reversed-Phase High
Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC) za odredivanje brimonidin-tartarata u
doziranom obliku - kapima za o¢i. Radi utvrdivanja i poredenja nivoa koncentracija
brimonidina u oc¢noj vodici nakon lokalne primene dva dozirana oblika razli¢itih
koncentracija brimonidina (0,1% 1 0,15%), primenjena je visokoefikasna tecna
hromatografija spregnuta sa tandem masenom spektrometrijom (High Performance
Liquid Chromatography — tandem Mass Spectrometry, HPLC-MS/MS). Utvrdeno je da
su izmerene koncentracije brimonidina u o¢noj vodici direktno proporcionalne
koncentracijama ovog leka u primenjenim kapima za oc¢i (Cantor i sar., 2008).
Takamura i sar. (2015) su primenom te¢ne hromatografije spregnute sa tandem
masenom spektrometrijom (Liquid Chromatography — tandem Mass Spectrometry, LC-
MS/MS) odredivali sadrzaj brimonidina u oc¢noj vodici i1 staklastom telu nakon
dvodnevne lokalne primene 0,1% kapi za o¢i u toku sedam dana pre operacije. Utvrdeni
su stostruko veci nivoi koncentracija brimonidina u o¢noj vodici u odnosu na staklasto
telo, otuda je penetracija leka u staklasto telo slaba, ali dovoljna za ostvarivanje
neuroprotektivnog efekta. Tefna hromatografija spregnuta sa tandem masenom
spektrometrijom (Liquid Chromatography — tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS)
primenjena je u svrhu kvantitativne analize brimonidina u te¢nostima (u o¢noj vodici
LOQ =1 ng ml™) i tkivima oka (u staklastom telu najnizi LOQ = 1,6 ng ml™) (Jiang i
sar., 2009). Za odredivanje necistoca brimonidina dobijenih nakon stres-uslova
propisanih ICH smernicama, a u prisustvu brimonidin-tartarata, primenjena je metoda
tecne hromatografije (Liquid Chromatography, LC) (Madhavi i sar., 2009).

Zasnovane na redukcionom reverzibilnom piku, za odredivanje vareniklina u
optere¢enoj plazmi i tabletama, kao metoda izbora predlozena je SWV/BDDE.
Postignuti limit (granica) detekcije i limit (granica) odredivanja vareniklina u plazmi
iznose LOD = 7,20 - 107 M i LOQ = 2,40 - 10° M (Aleksic i sar., 2012). Primenljivost
predlozene metode SWV/BDDE za kvantitativhu analizu brimonidina, zasnovane na

redukcionom reverzibilnom piku, uspesno je proverena u doziranom obliku - kapima za



o¢i, pri ¢emu su dobijene vrednosti za tacnosti i preciznost odredivanja, recovery(%) =
102 % i RSD = 2,14 % (Radulovic i sar., 2013). Za odredivanje brimonidina u
opterecenom uzorku ocne vodice, zasnovano na oksidacionom ireverzibilnom piku,
predlozena je DPV/BDDE metoda, kojom su dobijeni odgovaraju¢i limit (granica)
detekcije, LOD = 1,94 - 10° M i limit (granica) odredivanja, LOQ = 6,46 - 10° M.
Dobijene vrednosti jesu nesto vece od pominjanih u literaturi, ali S obzirom da se radi o
kompleksnim bioloskim uzorcima i doziranim oblicima, postignuti nivoi koncentracija
su sasvim zadovoljavaju¢i, a prednost predlozenih voltametrijskih metode nad
postoje¢im instrumentalnim ogleda se u: brzini izvodenja, ekonomicnosti,
jednostavnosti pripreme uzorka, ekotoksikoloskoj prihvatljivosti, neagresivnosti prema
analiziranom uzorku (naknadna moguénost analiziranja istog uzorka alternativnhom
metodom), moguénosti izvodenja na sobnoj temperaturi (primenljivost i na termolabilna
jedinjenja).

U literaturi se pominju razlicite analiticke metode za detekciju i/ili kvantifikaciju
interakcije DNK-lek, kao S$to su: opticke (UV-Vis apsorpciona spektroskopija,
fluorescentna spektroskopija, IR spektroskopija, nuklearna magnetna rezonancija
(NMR), metoda zasnovana na merenju viskoziteta rastvora), ali sve aktuelnije postaju
elektrohemijske (Aleksi¢ i sar., 2014). Mogucénost primene elektrohemijske metode
zasnovana je na Cinjenici da DNK predstavlja elektroaktivnu vrstu usled redoks
svojstava purinskih/pirimidinskih baza (Palecek i sar. 1998; Teijeiro i sar., 2000;
Krizkova i sar., 2008; Zanoni i sar., 2010). Za ispitivanje potencijalne interakcije
jedinjenja (leka) i DNK koristi se adsorptivna transfer stripping tehnika (Adsorptive
Transfer Stripping Technique, AdTS) zasnovana na svojstvu adsorpcije DNK na
povrsini elektrode HMDE i na taj nac¢in formira se DNK-modifikovana elektroda, koja
se prvenstveno primenjuje za proucavanje reverzibilnih (nekovalentnih) interakcija
DNK 1 elektroaktivnog analita. Utvrdeno je da u slucaju hidrofobnih interakcija (tipa
interkalacije) dolazi do pomeranja potencijala pika analita (leka) ka pozitivnijim
vrednostima i smanjenja intenziteta struje pika leka u prisustvu DNK (Carter i sar.,
1987; Carter i sar. 1989; Rodriguez i sar., 1990). S obzirom da su u literaturi
interkalatori okarakterisani kao planarne aromati¢ne strukture (Ravera i sar., 2007),
ocekivalo se da vareniklin koji u sebi sadrZi hinoksalinsko jezgro (planarne, aromati¢ne

strukture) ostvari interakciju ovog tipa sa DNK. Kako je pokazano da je doslo do

10



pomeranja potencijala pika vareniklina ka pozitivnijim vrednostima i smanjenja
intenziteta struje pika u prisustvu DNK, time je potvrdena interakcija tipa interkalacije.
Na osnovu dobijenog odnosa konstanti povrSinskog vezivanja redukovanog i
oksidovanog oblika vareniklina (Kyarred/Kvarox) konstatovano je da se jaCe vezuje

redukovani oblik vareniklina za DNK od oksidovanog (Radulovi¢ i sar., 2012).
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E. ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA
DOKTORSKE DISERTACIJE

Na osnovu detaljne analize doktorske disertacije kandidata dipl. farm. Valentine
Radulovi¢, ¢lanovi Komisije smatraju da prikazani rezultati, diskusija i zakljucci
predstavljaju znacajan doprinos: U predvidanju 1 objasnjavanju potencijalnih
metaboli¢kih redoks promena lekova vareniklina i brimonidina putem postavljenih
redoks mehanizama; u Kkvantitativnoj analizi vareniklina i brimonidina u razli¢itim
matriksima (doziranim oblicima, bioloskim uzorcima) primenom postavljenih
jednostavnih, brzih, ekonomicnih specifi¢nih/selektivnih voltametrijskin metoda
zadovoljavajuc¢ih granica odredivanja; pri utvrdivanju potencijalno genotoksi¢nih
karakteristika leka (redukovanog/oksidovanog oblika vareniklina). Otuda je doprinos
znaCajan sa viSe aspekata: U definisanju izvesnih farmakokinetickih (metabolickih)
karakteristika lekova vareniklina i brimonidina, primeni elektroanalitickih metoda u
rutinskoj kontroli kvaliteta doziranog oblika kao i tokom studija stabilnosti,
preliminarnom ispitivanju i utvrdivanju potencijalne interakcije DNK i leka-vareniklina
Sto otvara mogucnosti za ispitivanje/utvrdivanje eventualne primene vareniklina u druge
tarapijske svrhe.

Uvidom u postignute rezultate zavrSene doktorske disertacije, konstatuje se da je

kandidat uspesno ostvario postavljene ciljeve, §to je potvrdeno objavljenim rezultatima

disertacije putem Cetiri rada u medunarodnim ¢asopisima.
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