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Na sednici Nastavno-n&wmog ve&a Farmaceutskog fakulteta, odrzanoj 22.01.2015.

godine, imenovana je komisija u sastavu:

1. Prof. dr Zorica Vug, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu - Fareudski
fakultet, mentor

2. Prof. dr Jelena Kotur Stevuljgyi vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu —
Farmaceutski fakultet

3. Prof. dr Zoran Vuji¢, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu — Hehiifakultet

za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertadg mazivom ticaj ekstrakta lista
arti ¢oke na metabolizam atorvastatina i optimizacija metda tefne hromatografije za
praéenje nastalih metabolita u bioloSkom materijald, kandidata dipl. farm. Milkice
Crevar Sakg struenog saradnika na Katedri za farmaceutsku hemijmieeutskog fakulteta
Univerziteta u BeograduClanovi Komisije su pregledali priloZenu disertacijypodnose

Nastavno-natnom veu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beograedes

IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farm. Milkice Crevark®& pod nazivom Jticaj ekstrakta
lista arti¢oke na metabolizam atorvastatina i optimizacija metda tetne hromatografije
za pracenje nastalih metabolita u bioloSkom materijal napisana je na 199 strareadrZi
74 slike, 32 tabele i 1 prilogSastoji se od sleddn poglavlja: Uvod, Cilj rada,
Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zak§la, Literatura, Prilozi i BiografijaU
doktorskoj disertaciji citirano je 18#eraturne reference.

Za izvaienje eksperimenata na Zivotinjama dobijena je sagkt Etitkog Komiteta

Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradaj @wozvole: 5/10, izdata 03.11.2010.).



2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji je hemometrijskim gitipom optimizovana metoda visoko-
efikasne téne hromatografije (HPLC) za odiganje sadrzaja atorvastatina (ATQrto-
hidroksiatorvastatina (0OH-AT para-hidroksiatorvastatina (pOH-AT) i atorvastatin-laka
(AT-L) u plazmi eksperimentalnih Zivotinja. Metodge optimizovana primenom
eksperimentalnog dizajn®ésign of Experiments, DoE). Kako bi se broj varijabli kojée biti
ispitivane svele na Sto manji broj i da bi se iZb&gmpleksni modeli velike varijabilnosti
kori&en je 2 pun faktorski dizajn sa centralnomtkam' u kombinaciji sa metodologijom
povrSine odgovora Response Surface Methodology)®>. Svi eksperimenti izvedeni su
nasuméno i svaki je ponovljen tri puta u cilju iztanavanja standardne greSke. Odgovori
sistema koji su pkgni su bili: retenciono vreme prvog pika (Rt pOHJATetenciono vreme
poslednjeg pika (Rt AT-L), simetrija pika s¢atiri jedinjenja (Sim pOH-AT, Sim oOH-AT,
Sim AT i Sim AT-L) i relativno retenciono vreme @y pika (RRt pOH-AT). Iz dobijenih
odgovora izraunati su parametri modela i procenjeni efekti kppdeljeni sa procenjenom
standardnom greSkom daju standardizovane efekteoswavu eksperimentalne greske i
apsolutnih vrednosti standardizovanih efekata pnera je statistka zn&ajnost ispitivanih
varijabli primenom ANOVA analize i odgovardje p-vrednosti. Za sve posmatrane odgovore
sistema dobijene su p-vrednosti manje od 0.05,uk&zuje na njihovu z®ajnost, pa su svi
dalje posmatrani i u optimizacionom dizajnu.

Optimalni hromatografski uslovi su procenjefiace centered centralnim kompozitnim
dizajnom primenom Derringer-ove funkcije pozeljmtigovora. Ovaj tip dizajna je izabran
jer je fleksibilan i efikasan. Ukupan broj ekspeszimata kodface centered centralnog
kompozicionog dizajna je definisan jedirm & + 2k + n, gde je k broj péanih varijabli
(izabrano k=3), a n je broj ponavljanja centralagke (izabrano n=6). Eksperimenti su
izvodeni nasumiino, da bi se minimizovao efekat varijabli koje nacene.

Stepen uticaja varijable na odgovor atine je apsolutnom vrednas koeficijenta (5to je
veca apsolutna vrednost koeficijenta koji stoji pocathake varijable u jedtgama, véi je i
uticaj te varijable). Sadrzaj acetonitrila u mobjlazi (x;) ima najvéi uticaj na retenciju
para-hidroksiatorvastatina iorto-hidroksiatorvastatina kao i simetriju pika atones-
laktona Na simetriju pikova atorvastatina i hidreketabolita najvise wie temperatura

kolone (%), a na relativno retenciono vreme pOH-AT néjwaticaj ima protok mobilne faze

(X3).



Derringer-ova funkcija poZeljnih odgovdraje nafe&e kori&ena multikriterijumska
metoda, tj. metoda istovremene optimizacije viSeammsnih promenjivin prema visSe
odgovora sistema. Individualna funkcija pozeljnidgovora (¢) daje informacije kako
kombinacije faktorskih nivoa zadovoljavaju postauijcilj za svaki od posmatranih odgovora
sistema, dok se na osnovu globalne funkcije poielpdgovora (D) procenjuje u kom
stepenu kombinacije faktorskih nivoa zadovoljavapstavljene ciljeve za sve odgovore
sistema Izratunavanja funkcije poZeljnih odgovora su izvederim@nom programa Design-
Expert® 7.0. Koordinate koje odgovaraju maksimuminmikazanih funkcija na
odgovarajdim 3D dijagramima su izabrane kao najbolji hromaabgki uslovi (61.93 %
acetonitrila u mobilnoj fazi, temperatura kolone43°C i protok mobilne faze 1.03 mL/min).

Odretivanjem pOH-AT, oOH-AT, AT i AT-L primenom HPLC mede u uzorcima
plazme eksperimentalnih Zivotinja koje su bile eeapiji atorvastatinom tokom Sest nedelja
nisu dobijeni zadovoljavagii rezultati. U daljem radu je kofi8na metoda tme
hromatografije spregnuta sa masenim detektoromMISIMS) i selektivho préenje zadatog
produkt jona koji nastaje iz odgovarégg prekursora. Na ovaj ¢ia ureiaj ne detektuje
ostale jone eventualno prisutne u uzorku i osetjivmetode je z@ajno povéana.

Uzorci plazme eksperimentalnih Zivotinja za HPLCG-MS/MS analizu su pripremani
metodomcvrsto-t&ne ekstrakcije (SPE) na C18 BakerBond kertridziwgidina kertridza 1
mL, punjen sa 100 mg oktadecilsilanom), odnosno [B&SHLB kertridzima (vekina
kertridza 1 mL, punjen sa 30 mg OASIS® HLB polimnmgnsorbensa). SPE metoda je
odabrana jer omogava rad sa viSe uzoraka odjednom, dagte ekstrakte i dovodi do
minimalne supresije jonizacije u masenom spektramet

Kao interni standard kod LC-MS/MS metode kéeis je rosuvastatin (IS). LC-MS/MS
eksperimenti su teni na hromatografskim kolonama r&ik duzine sa ciljem da se postigne
dobro razdvajanje oOH-AT i pOH-AT u Sto kean vremenu. Izabrana je kolona Zorbax
Eclipse C18 Analytical, 4.6 x 100 mm (w@tia cestica 3.5um). Mobilna faza se sastojala od
acetonitrila i 0,1% CECOOHZ¢iji odnos se menjao tokom vremena. Izabranim geatijm je
postignuto dobro razdvajanje, a analiza traje uku@rminuta pri protoku od 400L/min.
Retenciona vremena ispitivanih jedinjenja su: 2166 (pOH-AT), 3.97 min (0OH-AT), 4.48
min (AT) i 6.25 min (AT-L).

Za analizu atorvastatina i njegovih metabolita raak je elektrosprej jonizacija (ESI) u
pozitivnom modu. ESI metoda pripada tzsoff* metodama koje karakteriSe blaga jonizacija
tokom koje nastaju uglavnhom molekulski joni. Ovatoda se lako povezuje sa HPLC

uredajem, funkcioniSe pri nizim protocima i najboljaza analizu véne polarnih i umereno



polarnih jedinjenja. Probnim eksperimentima je pdéwo da se postize &e& osetljivost
radom u pozitivnom modu $to su potvrdili i drugtanif’, pa je ovaj mod izabran za analizu
atorvastatina i metabolita. Detekcija je izvrSenmacgnjem izabranih reakcija tj. SRM
(Selected Reaction Monitoring) tehnikom. Prednost SRM tehnike je velika spéodst pa se
ova metoda nagge koristi za kvantifikovanje viSe analita u kom@akn smeSama. Masena
detekcija je izvrSena néetiri zasebna kanala ptemu je svaki kanal odgovarao izabranom
SRM prelazurfvz, Q1 —» Q3, energija kolizije) (0OH-AT i pOH-AT se prata istom kanalu
(m/z, 574.86 — 439.65, 20 eV), AT Yz, 558.9 . 439.52, 22 eV), AT-Lrf/z, 540.8 -
447.6, 19 eV) i IS (belezi se signal kojim nastdya definisana fragmentaz, 481.75 -
257.73, 31 eV i 299.74, 35 eV)). Optimizovana SRENIS/MS metoda je validirana prema
vodicima Evropske agencije za lekovEufopean Medicines Agency, EMEA)® i Americke
agencije za hranu i lekovEdod and Drug Administration, FDA)®.

Validirana SPE-LC-MS/MS metoda uspesSno je primemjea odrédivanje sadrzaja AT,
0OH-AT, pOH-AT i AT-L u plazmi pacova koji su prifi@amo atorvastatin (u dozi od 1.15
mg/kg telesne mase, préumato na osnovu progee doze koju prima odrasiovek) ili
atorvastatin (u istoj dozi) u kombinaciji sa ekktoan lista artioke (ELA). Aterosklerotske
promene kod pacova su izazvane primenom hrane ébogaholesterolom, uz dodatak
natrijum holatd**:

Eksperimentalne zivotinje su podeljene u 5 grupakogph je svaka bila na razitoj
ishrani i/ili terapiji. Svaku grupu jéinilo po 12 pacova. Tokom prve nedelje eksperimenta
sve Zivotinje su bile na normalnoj, briketiranojesinza ishranu laboratorijskih Zivotinja,
standardnog higijenskog i sirovinskog sastava. Nakamg vremena, jedna grupa Zivotinja je
ostala na standardnoj ishrani (NI) do kraja ekspenta, a preostakeetiri grupe su do kraja
eksperimenta bile na ishrani sa péa@m sadrzajem masti (Al - standardna ishrana Kejoj
dodato suncokretovo ulje, holesterol i natrijumétpl Kod tri grupe koje su bile na ishrani
obog&enoj mastima je zageta terapija nakon pet nedelja eksperimenta: jeginpa je
tretirana atorvastatinom (Al+AT), druga kombinanoij@torvastatina i ELA (AI+AT+ELA), a
treca samo ekstraktom lista @dke (AI+ELA). Po 6 pacova iz svake grupe je Zrtvova
osam nedelja od @etka eksperimenta (tri nedelje su pacovi primalpgu), a preostalih 6 iz
svake grupe je zZrtvovano 11 nedelja odgtika eksperimenta (Sest nedelja su pacovi primali
terapiju).

U plazmi eksperimentalnih zivotinja su ode@e koncentracijealanin-aminotransferaze

(ALT), aspartat-aminotransferaze (AST), ukupnih proteina (TP), glukoze (GLU), ukagn



holesterola (UHOL), triglicerida (TG), HDL-holestést (HDL), LDL-holesterola (LDL) i
nonHDL holesterola. Od markera oksidativhog stresatioksidativne zastite u plazmi su
odrativani: ukupna aktivnost enzinmsperoksid-dizmutaze (SOD) iparaoksonaze 1 (PON1),
koncentracije malondialdehida (MDA), redukovanogtgltiona (GSH) i ukupnih sulfhidrilnih
grupa kao i prooksidativno-antioksidativni balaR#\B). U hemolizatu eritrocita odiezana
je ukupna aktivnost SOD i koncentracije MDA, GSBH grupa. U homogenatu tkiva jetre
odrativane su koncentracije MDA i GSH.

Dobijeni rezultati ukazuju da su primenom ishrankog&ene mastima izazvane
aterosklerotske promene kod eksperimentalnih ZijatiTerapija atorvastatinom i ELA nije
dovela do opadanja koncentracije lipidnih kompongtat se moze objasniti relativno kratkim
vremenom izvdenja eksperimenta tj. Sest nedelja terapije nilje éovoljno da primenjena
terapija smanji koncentraciju lipida koji su svemwe unoSeni hranom. Rezultati dobijeni za
vecinu parametara oksidativnog stresa i antioksidataStite u plazmi, hemolizatu eritrocita
i homogenatu tkiva jetre ukazuju da ekstrakt |mticoke ima j&e izrazeno antioksidativno
dejstvo u odnosu na lek atorvastatin.

U uzorcima plazme pacova koji su bili na terapigiraastatinom ili smeSom atorvastatina
i ELA odreiena je koncentracija leka i metabolita primenomduane SPE-LC-MS/MS
metode. Dobijeni rezultati ukazuju da ELA ubrzavatabolizam atorvastatina i pomera
ravnotezu kiselina-lakton ka neaktivhom laktonskastiku.

Kod eksperimentalnih Zivotinja je merena i debljzida trbuSne aorte, parametra koji se
koristi za predwianje rizika od razvoja kardiovaskularnih bol¥stiAterogena ishrana je
dovela do zn&jnog poveéanja debljine zida trbusSne aorte u ptEgu sa pacovima koji su
sve vreme bili na standardnoj ishrani. Svi vid@rapije su doveli do smanjenja debljine zida
trbusSne aorte, ali je samo nakon terapije kombjoacatorvastatina i ELA to smanjenje bilo
statistéki znaajno, u pordenju sa grupom koja je bila na aterogenoj ishrasiO(001).
Histopatoloski nalaz tkiva jetre ukazuje da je @jena ishrana pokrenula proces aterogeneze
I U jetri izazvala promene koje su ¢ekivane za ovakvo stanje. Terapija atorvastatingen n
dovela do regeneracije o&éme jetre nakon tri, ali ni nakon Sest nedeljapigga Ovim je
potvideno da je potrebna znatno duza terapija da bi sakps oStéenja koja su se javila

tokom uznapredovale ateroskleroze.



3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sapodacima iz

literature

Ateroskleroza je hrotino inflamatorno oboljenje koje nastaje kao poslkediagotrajnog
taloZzenja masnih naslaga na unutrasnjim stranao@vaikrvnih sudova. Né&g&i izbor u
terapiji ateroskleroze su statini, inhibitétMG-CoA reduktaze. Obzirom da lekovi pokazuju i
nezeljene efekte, u prevenciji ili terapiji aterlgkeze se koriste i prirodni proizvodi za koje se
smatra da su potpuno bezbedni.

Atorvastatin je hemijski [R-(R*,R*)]-2-(4-fluorofah)- B,6-dihidroksi-5-(1-metiletil)-3-
fenil-4-[(fenilamino)karbonil]-1H -pirol-1-heptanakkiselina. Ovaj lek se metaboliSe u jetri,
najveim delom pod dejstvom CYP3A4 izoenzima u dva akiorto-hidroksiatorvastatin i
para-hidroksiatorvastatin) i tri neaktivha orto-hidroksiatorvastatin-lakton, para-
hidroksiatorvastatin-lakton i atorvastatin-laktometabolita. Od atorvastatina p@i samo
30% ukupnog efekta leka dok od nastalih aktivnihtabelita potte ¢ak 70% ukupne
inhibitorne enzimske aktivnosti nakoper os primene. Obzirom da veliki broj lekova
metaboliSe pod dejstvom CYP3A4 izoenzima, né@gsu interakcije na nivou metabolizma sa
drugim lekovima koji se istovremeno uzimajwt@mu se mora voditi ¢ana. U istrazivanju
koje su izveli Nagila i saradnidina pacijentima sa hiperholesterolemijom pokazalaa
atorvastatin ima antioksidativno dejstvo (snizaixsmalondialdehida, konjugovanih diena,
ukupnih peroksida i smanjuje indeks oksidativhoresst, a powsava ukupnu aktivnost
supstanci sa antioksidativnim dejstvom i aktivnpataoksonaze) i smanjuje koncentraciju
lipidnih komonenti kao Sto su ukupni holesterol DIL. U ovom radu se navodi uticaj
atorvastatina na koncentraciju Hbgstica.

Arti¢oka (Cynara scolymus L.) je zeljasta, jednogodiSnja biljka prirodno pesstranjena
Sirom Mediterana. Svi delovi attike su bogati jedinjenjima koja se ponaSaju kamogni
antioksidans?. In vitro istraZivanja®** su pokazala da ekstrakt lista &vtie smanjuje
nastanak reaktivnih kiseamih jedinjenja, oksidaciju LDLcestica i peroksidaciju lipida.
Ovakvi rezultati istrazivanja ukazuju da primenseparata na bazi attke moze biti
opravdana u prevenciji i/ili kao dopunska terapigkovima koji se koriste u terapiji
ateroskleroze.

U ovoj doktorskoj disertaciji kao Zivotinjski modzh izazivanje aterosklerotskih promena
izabrani su pacovi koji su veoma rezistentni prearvoju ateroskleroze i nisu najpovoljniji

izbor. Ipak, oni se i dalje koriste jer su jeftiniako im se obezhiije adekvatan smest3;]



Hiperlipidemija i aterosklerotske promene se mogazavati kod pacova nakon primene
hrane obog&ne holesterolom tokom duzeg vremena, uz obavezdatak holne kiseline ili
natrijum-holata. Natrijum-holat i holna kiselinalgi@ kao inhibitori jetreneholesterol-7a-
hidroksilaze, ali imaju i emulgujde dejstvo,¢ime poboljSavaju apsorpciju holesterola iz
gastrointestinalnog trakta

Porast aktivnosti jetrenih enzima (AST i ALT) jeimpecen kod grupa koje su bile na
aterogenoj ishrani i/ili koje su primale atorvastgsam ili u kombinaciji sa ELA). Kod grupe
koja je bila samo na terapiji ELA nije dosSlo do &amae promene u aktivhosti AST i ALT u
odnosu na grupu koja je ostala na normalnoj ishsaei vreme. Porast aktivnosti jetrenih
transaminaza kod hiperholesterolénin pacova je &ekivan i javlja se zbog ostenja
¢elijske membrane hepatocita usled hiperlipidethijeU literaturi postoje nalazi da
atorvastatin moZe dovesti do blagog, prolaznogeganja aktivnosti ALT i AST. Dobijeni
rezultati su potvrdili podatke iz literature da e8&kt lista arttoke ima hepatoprotektivno
dejstvo i snizava nivo ALT i AS*. U izvedenom eksperimentu terapija atorvastatinoim,
ELA nije uspela smanjiti nivo LDL, ukupnog holesikr i nonHDL tokom Sest nedelja
tretmana, ali je prim@no usporavanje daljeg porasta koncentracije oararpetara. Dalal i
saradnic® su izveli eksperiment u kom su pratili efekat aéstatina i ekstrakta belog luka na
lipidne parametre kod Zeva nakon tri meseca terapije. Njihovi rezultati makazali da
atorvastatin dovodi do usporavanja porasta konaeifgr LDL ¢estica i triglicerida, Sto je u
skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj doktorskigedaciji. Antihiperlipidemijska terapija
takade nije uticala na nivo HDL holesterola, Sto je pws®e nedekivano za terapiju
atorvastatinom. Ovakvi rezultati su u skladu saltazima drugih autora.

Rezultati ove doktorske disertacije padwju da ekstrakt lista atibke ispoljava
antioksidativno dejstvo, koje je viSe izrazeno ndgml leka atorvastatina. Suidlepo
rezultatima drugih autotja ELA je bogat jedinjenjima koji su efikasni donamdonika i
helatni agensi. Uloga ELA u zastiti LDL od oksidaih modifikacija je dokazanain vitro
testovima®. Gebhardf smatra da se deo antioksidativnog efekta ELA mp#pisati
komponentama ekstrakta kao Sto su hlorogenskairasdlavonoidi ili cinarin, ali ukupno
antioksidativno dejstvo je ztiajno veée od onog koje bi moglo poticati od pojedindn
aktivnih komponenti.

Atorvastatin, primenjen u relativno niskoj dozi,rége pokazao dobrim antioksidansom u
plazmi i hemolizatu eritrocita pacova. Lek je pak@aantioksidativni efekat samo u uzorcima
tkiva jetre, gde je doveo do smanjenja konceneallPDA i pove&anja koncentracije GSH.

Razlike izméu pojedinih grupa Zivotinja nisu statidti znaajne, ali ukazuju na povoljno



dejstvo terapije koje bi, verovatno, bilo jo&glednije nakon duzeg vremena.dbk rezultate
su dobili i drugi autofi’. Svi dobijeni rezultati ukazuju da Sest nedelje diovoljno vreme
trajanja terapije da bi atorvastatin ostvario ppwlefekte. Ovo potduje i merenje zida
trbusne aorte, jer se plakovidavaju i u grupi koja je bila na terapiji atorvastam, Sto zné&

da atorvastatin nije uspeo da regeneriSe zid teoa@nte tokom relativno kratkog trajanja
eksperimenta. Drugi autéfisu dosli do zakljgka da velika doza atorvastatina dovodi do
smanjenja debljine zida karotidne aorte, ali tekoma26 nedelja terapije.

U ovoj doktorskoj disertaciji dobijene vrednostiaginu parametra oksidativhog stresa i
antioksidative zasStite ukazuju da se ekstrakt bstioke ponasSa kao bolji antioksidans kada
se primenjuje sam nego kao kombinovana terapijatsevastatinom. Modie objasSnjenje
ovakvih rezultata lezi u interakciji komponenti ElLAtorvastatina na nivou metabolizma, Sto
je potvideno istrazivanjima drugih autora.

Poznato je da se atorvastatin intenzivno metabali&éri, pod dejstvom CYP3A4 enzima
koji u¢estvuje u metabolizmu mnogih drugih lek&i/@ronaeno je vise literaturnih podataka
o metabolizmu komponenti ekstrakta listadkie u humanoAt i Zivotinjskom organizmtr.
Istraziv&i navode da se aktivni sastojci ekstrakta listeake intenzivno metaboliSu u jetri,
kao i lek atorvastatin i da se ponaSaju kao jattuktori CYP3A4 enzima. Obzirom da dobar
deo farmakoloskih efekata i atorvastatina i ELAig®tod aktivnih metabolita,cekivano je
da kombinovana primena (u jednoj dozi) pokazujbigdaefekte.

Interakcije AT i ELA su prokavane na osnovu granja odrdivanja koncentracije
atorvastatina, oOH-AT, pOH-AT i AT-L u uzorcima ptae eksperimentalnih Zivotinja tj.
ispitivano je u kojoj meri istovremena primena lakailjnog ekstrakta dovodi do promene
koncentracije aktivnih metabolita AT. Da bi se obedilo préenje i odrdivanje
koncentracije aktivnih metabolita, potrebno je im@ddvoljno osetljivu analitiku metodu
kojom se mogu kvantifikovati veoma niske koncenjeametabolita u uzorcima.

Primena HPLC metoda ima odene prednosti u istrazivanjima jer su HPLC instrotne
relativno jeftini i dostupni v@ni analitickin laboratorija. Na p&etku eksperimenta cilj je bio
da se optimizuje i primeni jednostavna i dovoljneettjiva HPLC metoda za odiieanje
atorvastatina i metabolita u bioloSkom materijatiyakbi bila dovoljno dobra alternativa LC-
MS/MS metodi. U literaturi su opisane HPLC metode adreivanje atorvastatina u
bioloskom materijaltf, ali nisu opisane metode pemja aktivnih metabolita jer je limit
kvantifikacije relativno visok (20 ng/mL), pa HPL@etoda nije dovoljno osetljiva. HPLC
metoda predloZzena u ovoj doktorskoj disertacipptimizovana primenom eksperimentalnog

dizajna, ali i pored definisanja optimalnih uslovaiske koncentracije atorvastatina i



metabolita (red veline ng/mL ili manje) u pripremljenim uzorcima sulebispod limita
detekcije te predlozena metoda nije om@myala dovoljnu osetljivost. U daljem radu je

U literaturi postoji veliki broj opisanih LC-MS nmda za odrdéivanje atorvastatina i
njegovih aktivnih metabolif’i relativno mali broj metoda odtianja sadrzaja neaktivnog
metabolita, atorvastatin-laktoh® Prednost validirane LC-MS metode u odnosu na alrug
opisane metodé® je priprema uzoraka metodoRvrsto-téne ekstrakcije koja je brza,
jednostavna, dajéstije uzorke i dovodi do slabije supresije jonadnosu na metodecdigo-
tetne ekstrakcije i precipitacije proteirfd, jednostavna mobilna faza i nizak limit
kvantifikacije®.

Validirana SPE-LC-MS/MS metoda uspesSno je primemjeaa odréivanje sadrzaja
atorvastatinap-hidroksiatorvastatingp-hidroksiatorvastatina i atorvastatin-laktona uzpia
pacova koji su primale samo atorvastatin ili atstain u kombinaciji sa ekstraktom lista

articoke.
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5. Obrazlozenje nainog doprinosa doktorske disertacije

Stanja koja nastaju kao posledica razvoja aterossde(ishemijska bolest srca, infarkt
miokarda) su vodg uzrok smrtnosti u svetu. Statini su lekovi izbora terapiji
aterosklerotskin promena, smatraju se sigurnim wlretkim sl¢ajevima, mogu izazvati
ozbiljne nezeljene efekte (rabdomioliza) Sto ukeazg zn&aj in vivo i in vitro ispitivanja ove
grupe lekova. U terapiji aterosklerotskih promemsto se, kao pondna terapija, koriste
preparati biljnog porekla. Aktivni sastojci ovihgmarata su raziita polifenolna jedinjenja
koja se ponaSaju kao antioksidansi. Jedagestio primenjivanih preparata je tinktura lista
articoke, tj. vodeno-etanolni ekstrakt ove biljke kajiriste pacijenti na terapiji statinima kao
dopunsku terapiju. U literaturi nema dovoljno p@dat o mogéoj interakciji atorvastatina i
aktivnih komponenti ekstrakta lista g&dke.

Praenje efekta relativno male doze atorvastatina naowse biohemijske i lipidne
parametre je pokazalo da Sest nedelja terapijenekipe dovoljno da dde do snizavanja
nivoa ukupnog holesterola, LDL i nonHDdestica. Koncentracija parametara oksidativnhog
stresa i antioksidativne zasStite je ailvana u plazmi, hemolizatu eritrocita i tkivu jetre

pacova. Atorvastatin je, u relativno kratkom vremndrajanja eksperimenta, pokazao slab



antioksidativni efekat Sto ukazuje na neophodnasgjottajne terapije statinima. Nasuprot
atorvastatinu, ekstrakt lista a&dke je ispoljio zn&jan antioksidativni efekatime su
potvrdeni rezultati drugih autora. Novina u ovoj doktasKisertaciji su rezultati dobijeni u
uzorcima pacova koji su primali kombinovanu tenmapgtorvastatinom i ekstraktom lista
articoke. Antioksidativni efekat kombinacije je manjiodnosu na efekat koji pokazuje sam
ekstrakt biljne droge. Dobijeni rezultat patuje postojanje interakcije izrde leka i
polifenola prisutnih u akoki verovatno zbog istih izoenzima kojtestvuju u reakcijama
biotransformacija. Rezultati dobijeni iz plazmeptwdizata eritrocita i tkiva jetre su potieni
pracenjem morfologije jetre i merenjem debljine zidauBne aorte.

Interakcija leka sa komponentama ekstrakta listacoke je préena odrdivanjem
koncentracije  atorvastatina, aktivnih  metabolitgp-hidroksiatorvastatina i o-
hidroksiatorvastatina i neaktivnog metabolita, @hstatin-laktona u uzorcima plazme pacova.
Eksperimenti su izuteni primenom optimizovane i validirane SPE-LC-MS/Migtode. lako
u literaturi postoji véi broj metoda za oddevanje atorvastatina i metabolita u bioloSkom
materijalu, opisana metoda ima nekoliko predndgtorci se pripremaju metodogvrsto-
tecne ekstrakcije, postignut je nizak limit kvantifdige i upotrebljena je jednostavna mobilna
faza.

Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje intera&cigmeiu atorvastatina i komponenti
koje ulaze u sastav ekstrakta lista calte. Zakljkeno je da ekstrakt atbke ubrzava
metabolizam atorvastatina i pomera ravnotezu d¢zmatvorenog, kiselinskog i zatvorenog,

laktonskog oblika ka neaktivhom laktonu.
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