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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farm. Maje Gruji¢, pod naslovom ,Ispitivanje uticaja
micela surfaktanata razli¢itog naelektrisanja na protoliticke ravnoteze i rastvorljivost sartana“

napisana je na 90 strana standardnog formata (prored — 1; font — Times New Roman; veli¢ina
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fonta — 12). Na pocetku doktorske disertacije prikazani su Rezime na srpskom i Abstract na
engleskom jeziku, a disertacija sadrzi slede¢a poglavlja: 1. Uvod (str. 1 —26), 2. Cilj rada (str.
27 —28), 3. Eksperimentalni deo (29 — 33), 4. Rezultati i diskusija (str. 34 — 58), 5. Zakljuc¢ak
(str. 59 — 60), 6. Literatura (str. 61 — 71), 7. Prilog (str. 72 — 89) i 8. Biografija (str. 90).

Doktorska disertacija sadrzi 28 slika, 16 tabela, 184 citirana literaturna navoda.

Poglavlje Uvod sadrzi Sest potpoglavlja u kojima je opisana veza izmedu strukture i
dejstva antagonista angiotenzinskih II receptora tipa 1, prikazane su hemijske strukture i
jonizujuéi centri sartana ispitanih u ovoj disertacij (irbesartan, losartan, valsartan). Objasnjen
je znacaj poznavanja pK, vrednosti i rastvorljivosti lekova, kao i znacaj ispitivanja fizi¢ko-
hemijskih osobina lekova u prisustvu micela surfaktanata kao simuliraju¢ih sistema bioloskih
membrana. Prikazani su literaturni podaci o fizicko-hemijskoj karakterizaciji sartana.

U poglavlju Cilj rada, navedeni su ciljevi ove doktorske disertacije: odredivanje pK,
vrednosti irbesartana, losartana, valsartana, bez i u prisustvu micela surfaktanata razlic¢itog
naelektrisanja, odredivanje rastvorljivosti sartana pri fizioloski znac¢ajnim pH vrednostima,
predvidanje interakcija micela i sartana koje doprinose povecanju rastvorljivosti i pomeranju
protolitickih ravnoteza, ispitivanje redosleda jonizacije i mogucih nacina interakcija sartana
sa micelama u teorijskoj studiji primenom Density functional theory (DFT) metode.

U poglavlju Eksperimentalni deo, navedena je koriS¢ena oprema, hemikalije i
kompjuterski programi. Opisani su postupci potenciometrijskog odredivanja pK, vrednosti,
odredivanje rastvorljivosti irbesartana i losartana na biofarmaceutski znacajnoj pH 4,5 bez i u
prisustvu nejonskih surfaktanata, kao i optimizacija struktura ravnoteznih oblika Density
Functional Theory (DFT) metodom, primenom B3LYP/6-31G (d,p) baznog seta i
izraCunavanje molekulskih deskriptora u programu ChemBio3D Ultra.

U Poglavlju Rezultati i diskusija, u tri potpoglavlja, prikazani su rezultati ispitivanja
protolitickih ravnoteza irbesartana, losartana i valsartana, dobijeni bez i1 u prisustvu
surfaktanata, rezultati odredivanja rastvorljivosti losartana i irbesartana bez i u prisustvu
nejonskih micela na pH vrednosti 4,5, procenjen je uticaj micela na protoliticke ravnoteze i
rastvorljivost ispitanih sartana i pretpostavljene su interakcije ovih jedinjenja sa micelama
kao pojednostavljenim simuliraju¢im sistemima biomembrana. Potenciometrijski odredene
pK, vrednosti irbesartana, losartana i valsartana pripisane su odgovaraju¢im jonizujué¢im
centrima na osnovu rezultata teorijske DFT studije. Predstavljene su vrednosti energija i
molekulskih deskriprtora svih ravnoteznih oblika ispitanih sartana kojima su opisane njihove

interakcije sa micelama.
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U poglavlju Zakljucak prikazani su zakljucci koji su izvedeni na osnovu dobijenih
rezultata i njihove interpretacije.

Poglavlje Literatura sadrzi 184 bibliografska navoda.

U poglavlju Prilog prikazane su tabele sa eksperimentalnim podacima dobijenim

potenciometrijskim odredivanjima.

2. Opis postignutih rezultata

Sartani su antagonisti angiotenzinskih AT; receptora koji se koriste u terapiji
hipertenzije, srcane insuficijencije i dijabeticke nefropatije. Jos uvek nije precizno definisano
da li sartani ostvaruju direktnu interakciju sa povrSinom fosfolipidnih membrana ili se vezuju
za AT, receptore nakon insertovanja i difuzije kroz membranski dvosloj. Fizicko-hemijski
parametri sartana, pK, vrednost i rastvorljivost, neophodni su za procenu farmakoloskog i
farmakokinetikog ponaSanja, i u biosredini mogu imati razli¢ite vrednosti u poredenju sa
“Cisto” vodenom sredinom. Ispitivanjem ovih parametara u uslovima koji su sli¢ni
fizioloskim, sti¢e se bolji uvid u jonizaciju i rastvorljivost u biosredini, ¢ime se mogu

proceniti interakcije sa biomolekulima i ¢elijskim membranama.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitane su protoliticke ravnoteze sartana (irbesartana,
losartana i valsartana) bez i1 u prisustvu micela surfaktanata kao pojednostavljenih
simulirajucih sistema biomembrana: anjonskog (natrijum-dodecilsulfat - SDS), katjonskog
(cetiltrimetilamonijum-bromid - CTAB) i nejonskih (4-oktilfenolpolietoksilat - TX-100 i
polioksietilen (23) lauril etar - Brij 35). Redosled jonizacije i moguci nacini interakcije
sartana sa micelama ispitani su sprovodenjem teorijske studije. Rastvorljivost dva strukturno
slicna jedinjenja, irbesartana i losartana, ispitana je na biofarmaceutski znacajnoj pH
vrednosti 4,5; bez i u prisustvu micela nejonskih surfaktanata Brij 35 1 TX-100.

U hemijskom pogledu, irbesartan i losartan su amfoliti koji sadrze jedan kiseli centar
(tetrazol) i jedan bazni centar (imidazol), dok valsartan sadrzi dva kisela centra (tetrazol i
karboksilna grupa). U Prvom delu doktorske disertacije potenciometrijski su odredene
jonizacione konstante pri konstantnoj jonskoj sili (0,1 M NaCl) i temperaturi 25°C, bez i u
prisustvu surfaktanata. Koncentracija surfaktanata (10 M) bila je znacajno iznad kriticne
micelarne koncentracije (Critical Micellar Concentration, cmc), tako da je uticaj drugih

supstanci, prisutnih u rastvoru, na cmc mogao biti zanemaren. Potenciometrijski podaci
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analizirani su primenom kompjuterskog programa Hyperquad koji omogucéava evaluaciju
preklopljenih kiselinsko-baznih ravnoteza. Sartani su slabo rastvorljivi u vodi, zbog ¢ega su
pK, vrednosti koje odgovaraju ,,Cisto” vodenoj sredini (bez prisustva surfaktanata) dobijene
ekstrapolacijom prakti¢nih pK, vrednosti odredenih u smesama metanola i vode, razli¢itog
odnosa. Zbog solubilizirajuc¢eg efekta surfaktanata, za odredivanje jonizacionih konstanti u
micelarnoj sredini nisu koriS¢eni korastvaraci.

Uticaj surfaktanata na protoliticke ravnoteze procenjen je na osnovu pomeranja pK,
vrednosti, odredenih u micelarnoj sredini, u odnosu na pK, vrednosti, odredene u ,,Cisto*
vodenoj sredini. Na osnovu smera pomeranja ravnoteza, pretpostavljeni su tipovi interakcija
sa micelama u koje su ukljuceni jonizujuéi centri sartana. U prisustvu anjonskih SDS micela
doslo je do porasta pK, vrednosti sartana (do +1,72 pK jedinice), dok je u prisustvu
katjonskih CTAB micela uocen suprotan efekat i smanjenje pK, vrednosti (do -1,44 pK
jedinice). Rezultati ove studije ukazuju da su jonizujui centri ispitanih sartana ukljuceni u
elektrostaticke interakcije sa povrSinskim Sternovim slojem jonskih micela. Pomeranje pK,
vrednosti pod uticajem nejonskih surfaktanata (od -0,86 do +1,30) posledica je interakcija
sartana sa hidrofilnim, palisadnim slojem nejonskih TX-100 i Brij 35 micela.

S obzirom na to da je bioraspolozivost leka u direktnoj korelaciji sa distribucijom
ravnoteznih formi, na osnovu eksperimentalno odredenih pK, vrednosti izraCunati su
dijagrami raspodele ravnoteznih oblika ispitanih sartana u funkciji pH. Pored toga, izracunat
je i procenat ravnoteznih oblika sartana pri pH vrednostima od biofarmaceutskog znacaja: 1,2
(zeludac); 4,5 1 6,8 (pH u razli¢itim delovima tankog creva); 7,4 (krvna plazma). Najvece
promene u dijagramima raspodele ravnoteznih oblika ispitanih sartana u prisustvu micela (od
-44% do +80%) uocene su na pH vrednosti 4,5 (odgovara pH vrednosti u proksimalnom delu
tankog creva) i mogu se razmatrati u kontekstu potencijalnog uticaja na intestinalnu

apsorpciju i bioraspolozivost.

U drugom delu doktorske disertacije sprovedena je teorijska studija sa ciljem da se
stekne bolji uvid u preklopljene protoliticke ravnoteze irbesartana, losartana i valsartana, kao
i u interakcije njihovih ravnoteznih oblika sa micelama kao pojednostavljenim simuliraju¢im
sistemima biomembrana. S obzirom na prisustvo dva jonizaciona centra u hemijskoj stukturi
ispitanih sartana i na bliske vrednosti njihovih jonizacionih konstanti, u teorijskoj studiji
ispitani su redosled jonizacije u vodenoj sredini, kao i moguci nacini interakcije njihovih
ravnoteznih oblika sa micelama surfaktanata. [zracunavanje energije optimizovanih struktura

svih ravnoteznih oblika koji mogu biti prisutni u rastvoru izvedeno je Density Functional
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Theory (DFT) metodom, primenom B3LYP/6-31G (d,p) baznog seta. Rezultati teorijske
studije pomogli su u pripisivanju eksperimentalno odredenih pK, vrednosti odgovaraju¢im
jonizacionim centrima i potvrdili pretpostavku da se kod svih ispitanih jedinjenja vece pK,
vrednosti mogu pripisati jonizaciji tetrazola. Vrednosti molekulskih deskriptora pokazale su
da ispitani sartani ostvaruju interakciju pretezno sa povrSinom micela. Ravnotezni oblici
irbesartana i losartana (amfoliti) ispoljavaju ve¢i afinitet prema micelama u poredenju sa
ravnoteznim oblicima valsartana (diproti¢na kiselina). Pored toga, rezultati su pokazali da su
nenaelektrisani, tj. molekulski oblici amfolita lipofilniji od odgovaraju¢ih cviterjonskih

oblika.

U treéem delu disertacije, ispitana je rastvorljivost irbesartana i losartana na pH 4,5
(acetatni pufer), bez i u prisustvu 10° M nejonskih surfaktanata Brij 35 i TX-100. Osim §to
pripadaju istoj farmakoloskoj klasi lekova, irbesartan i losartan su jedinjenja veoma slicne
hemijske stukture. Oba molekula sadrze tetrazolski prsten vezan za bifenilnu grupu, kao i
imidazolski prsten sa n-butil grupom u polozaju 2. U pogledu jonizacije, oba jedinjenja su
amfoliti sa jednim kiselim centrom (tetrazolski prsten) i jednim baznim centrom (imidazolski
azot). Jedina razlika moze se uociti na imidazolskom delu strukture, gde losartan sadrzi hlor i
sekundarnu alkoholnu grupu, dok irbesartan sadrzi spirociklopentil i karbonilnu grupu. U
istrazivanjima prvog dela disertacije utvrdeno je da micele nejonskih surfaktanata znacajno
uticu na protoliticke ravnoteze losartana (ApK, od -0,86 do 0,69), pri cemu je uticaj na
raspodelu ravnoteznih oblika najizrazeniji na pH 4,5. Nije bilo moguée proceniti uticaj na
jonizaciju irbesartana jer je rastvorljivost u micelarnim rastvorima nejonskih surfaktanata bila
manja od koncentracije potrebne za potenciometrijsko odredivanje (5%x10™ M). Odredivanjem
rastvorljivosti losartana i irbesartana utvrdeno je da je rastvorljivost oba jedinjenja istog reda
veli¢ine u “Cisto” vodenoj sredini. Sa druge strane, nejonski surfaktanti doprineli su
zna¢ajnom porastu rastvorljivosti losartana (vise od 100 puta), ali su znaajno manje uticali
na rastvoljivost irbesartana (samo 2 puta). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da je imidazolski supstituent, na kome se mogu uociti jedine razlike u hemijskoj strukturi

irbesartana i losartana, odgovoran za interakcije sa nejonskim micelama.

3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sa podacima iz literature

Na osnovu pregleda literature moze se zakljuciti da istrazivanja ove doktorske

disertacije predstavljaju prve studije uticaja micela surfaktanata na protolitickih ravnoteze i
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rastvorljivost sartana. Nova saznanja u ovoj oblasti od sustinskog su znacaja za predvidanje
ponasanja ispitanih sartana u uslovima biosredine. Na ponasanje lekova in vivo mogu uticati
interakcije sa drugim molekulima prisutnim u fizioloskim uslovima i na povrSini ¢elijskih
membrana. BioloSke membrane su slozene strukture i jo§ uvek nije definisan jedinstven
model koji bi se koristio u standardnim istrazivanjima, ali za ispitivanje jonizacije lekova i
sloZenih interakcija sa receptorima i enzimskim sistemima, micelarni rastvori surfaktanata
primenjuju se kao pojednostavljeni simulirajuéi sistemi biologkih membrana.'

Pregledom literature utvrdeno je da postoji malo podataka o pK, vrednostima
sartana,”> kao i da su podaci esto nepotpuni jer je eksperimentalno odredena samo jedna
pK, vrednost za molekule sa dva jonizujuca centra. Na osnovu takvih podataka nije se mogao
ste¢i uvid u postojanje svih ravnoteznih oblika, ve¢ dobijena vrednost ukazuje samo na
prose¢nu jonizaciju molekula. U eksperimentalnoj studiji ove doktorske disertacije ispitana je
jonizacija oba jonizujuca centra irbesartana, losartana i valsartana ¢ime je omogucéen pravi
uvid u preklopljene protoliticke ravnoteze i sve potencijalne ravnotezne oblike koji mogu biti
prisutni u rastvoru. Takode, potenciometrijski odredene vrednosti u ovoj studiji su u skladu sa
literaturnim podacima za tetrazol (pK, 4,89° i pK, 4,80") i karboksilne kiseline (pK, 4~5"). U
slu¢aju konjugovane kiseline izolovanog imidazola, u literature se navodi da je pK, = 7°, §to
ukazuje da protoliticke ravnoteze heterocikli¢nih funkcionalnih grupa mogu biti pomerene u
jedinjenjima kompleksne hemijske strukture u odnosu na izolovane heterocikli¢ne molekule.
U svakom slucaju, potenciometrijske vrednosti odredene u ovom radu za imidazolsku grupu
irbesartana (3,88) 1 losartana (3,27) su u saglasnosti sa literaturnim podacima
eksperimentalno odredenih pK, vrednosti supstituisanih imidazola (pK, 3,10 - 5,78)".

U dosadasnjim studijama o interakcijama sartana sa AT; receptorima nisu uzete u
obzir bilo kakve razlike izmedu amfolita i dikiselina’"'. Kada su u pitanju amfoliti, o¢ekuje
se da je intrinzicka rastvorljivost nejonizovanog (molekulskog) oblika vec¢a u poredenju sa
odgovaraju¢im cviterjonskim oblikom, iako se ne moze definisati generalno pravilo. U
zavisnosti od konformacije molekula, usled intramolekulskih efekata, elektrostatickih veza i
delokalizacije naelektrisanja, lipofilnost cviterjonskih oblika moZe se poveéati'?. Vrednosti
molekulskih deskriptora, odredene u teorijskoj studiji ove disertacije, pokazale su da su
nenaelektrisani molekulski oblici amfolita lipofilniji od odgovaraju¢ih cviterjonskih oblika.

Pregledom literature” moZe se uoditi da je rastvorljivost sartana do sada uglavnom
navodena neodredeno, opisnim terminima, kao i da u literaturi nema podataka o uticaju

nejonskih surfaktanata na rastvorljivost sartana.
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5. ObrazloZenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je uticaj micela surfaktanata razlicite polarnosti i
naelektrisanja na jonizaciju i rastvorljivost sartana (irbesartana, losartana i valsartana). Na
osnovu promena u rastvorljivosti i pK, vrednostima moze se pretpostaviti da male promene u
okruzenju mogu znacajno uticati na promenu raspodele ravnoteznih oblika ispitanih sartana i
u fiziolo§kim uslovima. Pokazalo se da u interakcijama izmedu jonizujucih grupa ispitanih
sartana i naelektrisane povrsine jonskih micela preovladuju elektrostaticki efekti, kao i da se
jonizujuée grupe ispitanih sartana ukljuc¢uju u dipol interakcije i formiranje vodoni¢nih veza u
palisadnom sloju nejonskih micela. Micele su agregati surfaktanata koji ispoljavaju osnovne
strukturne i funkcionalne osobine biomembrana, tako da promene u jonizaciji sartana uocene
u ovoj studiji mogu ukazati na specificne interakcije sa biolosSkim membranama i lokalizaciju
u njima. Sartani su lekovi za oralnu primenu koji moraju pro¢i kroz mnoge membrane dok ne
stignu do ciljnog mesta dejstva. U skladu sa tim, rezultati ove disertacije mogu pomo¢i u
odredivanju forme leka koja ostvaruje interakciju sa transmembranskim domenom AT,
receptora, posebno imaju¢i u vidu da jo§ uvek nije precizno definisan nacin interakcije
aktivnog oblika sartana sa odgovaraju¢im bioloskim targetom.

Znacajni fizicko-hemijski parametri farmakoloski aktivnih jedinjenja, pK, vrednost i
rastvorljivost, neophodni su za objasnjenje i1 predvidanje farmakoloskog ponasanja i
definisanje farmakokinetickog profila lekova. Jonizacija i rastvorljivost znacajno uticu na
apsorpciju lekova, distribuciju u razli¢ite organe, biotransformaciju i kinetiku enzimskih
reakcija, kao i eliminacije iz organizma (ADME). S obzirom na znacaj pK, vrednosti,
Americka Agencija za hranu i lekove (Food and Drug Administration, FDA), zahteva
poznavanje pK, vrednosti novih, ali i ve¢ dostupnih lekova. U ovoj disertaciji su prvi put
eksperimentalno odredene obe pK, vrednosti sartana, bez i u prisustvu micela, a teorijskom

studijom je potvrden redosled jonizacije za sistem preklopljenih protolitickih ravnoteza.
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Takode, prakticne pK, vrednosti sartana, odredene u sme$ama metanol — voda, imaju
analiticki znacaj i mogu se primeniti u hromatografskim analizama sartana u kojima koristi
mobilna faza koja sadrzi metanol kao organski modifikator.

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti irbesartana i losartana pokazali su da postoji
znacajna razlika u nacinu interakcije ova dva strukturno veoma sli¢na jedinjenja sa nejonskim
micelama, naroCito na pH 4,5 koja odgovara proksimalnom delu tankog creva gde se odvija
apsorpcija najveceg broja lekova nakon oralne primene. Ovakvi podaci mogu pomo¢i u
objasnjenju razlika u bioloSkoj raspolozivosti i farmakokinetickim profilima ispitanih sartana,

kao 1 doprineti unapredenju postojecih farmaceutskih formulacija.

6. Provera originalnosti doktorske disertacije

Koris¢enjem programa iThenticate u Univerzitetskoj biblioteci Svetozar Markovié,
Beograd, zavrSena je provera originalnosti doktorske disertacije. Dobijena vrednost za
Similarity index iznosi 10%, kao posledica podudarnosti li¢nih imena, naziva institucija,
naziva analita, reagenasa, izraza koris¢enih u opisu metodologije i primenjenih
instrumentalnih metoda i tehnika, kao i navodenja uobicajenih fraza koris¢enih u opisu

rezultata istrazivanja.

U skladu sa tim, moze se zakljuciti da je prilozena doktorska disertacija kandidata

dipl. farm. Maje Gruji¢ originalno naucno delo.

7. Zakljucak i predlog komisije

Na osnovu svega obrazlozenog, moze se zakljuCiti da je doktorska disertacija
kandidata dipl. farm. Maje Gruji¢ uradena prema svim principima savremenog naucnog
istrazivanja i da prikazani rezultati predstavljaju znacajan i originalan nau¢ni doprinos za
oblast Farmaceutska medicinska hemija i strukturna analiza.

Rezultati su publikovani u dva rada u ¢asopisima od medunarodnog znacaja, oba rada
u istaknutom medunarodnom casopisu (M22), kao i u vidu dva saopstenja na medunarodnim
skupovima Stampanih u celini (M33).

Komisija u navedom sastavu pozitivno ocenjuje doktorsku disertaciju dipl. farm. Maje

Gruji¢ i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
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da prihvati ovaj Izvestaj i uputi Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja

saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom:
»Ispitivanje uticaja micela surfaktanata razli¢itog naelektrisanja na protoliticke

ravnoteZe i rastvorljivost sartana“

Beograd 01.07.2020.

Komisija za ocenu i odbranu zavrsene doktorske disertacije
kandidata dipl. farm. Maje Gruji¢

Dr sc. Gordana Popovié, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet (mentor)

Dr sc. Marija Popovi¢ Nikoli¢, nau¢ni saradnik
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet (mentor)

Dr sc. Danica Agbaba, redovni profesor u penziji
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr sc. Zivoslav Tesi¢, redovni profesor u penziji
Univerzitet u Beogradu — Hemijski fakultet
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