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ISPITIVANJE UTICAJA MICELA SURFAKTANATA RAZI:ICITOG
NAELEKTRISANJA NA PROTOLITICKE RAVNOTEZE I
RASTVORLJIVOST SARTANA

REZIME

Protoliticke ravnoteze sartana (irbesartana, losartana i valsartana) ispitane su bez i u prisustvu
surfaktanata razli¢itog naelektrisanja: anjonskog (natrijum-dodecilsulfat - SDS), katjonskog
(cetiltrimetilamonijum-bromid - CTAB) i nejonskih (4-oktilfenolpolietoksilat - TX-100 i
polioksietilen (23) lauril etar - Brij 35).

Sartani su antagonisti angiotenzinskih AT: receptora koji se koriste u terapiji hipertenzije,
sréane insuficijencije i dijabeticke nefropatije. Fizicko-hemijski parametri lekova pKa i rastvorljivost,
neophodni za procenu farmakoloskog i farmakokinetikog ponasanja, u biosredini mogu imati razlicite
vrednosti u poredenju sa “Cisto” vodenom sredinom. Ispitivanjem ovih parametara u uslovima koji
pojednostavljeni simulirajuéi sistemi za biomembrane u ovom radu su koriséeni rastvori surfaktanata
¢ije micele podrazavaju osnovne strukturne i funkcionalne karakteristike biomembrana.

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).
Jonizacione konstante su odredene potenciometrijski pri konstantnoj jonskoj sili (0,1 M NaCl) i
temperaturi 25°C, bez i u prisustvu surfaktanata. Potenciometrijski podaci analizirani su primenom
kompjuterskog programa Hyperquad. Zbog male rastvorljivosti sartana u vodi, pKa" vrednosti koje
odgovaraju ,,¢isto“vodenoj sredini (bez prisustva surfaktanata) dobijene su ekstrapolacijom
praktiénih pKa* vrednosti odredenih u smeSama metanola i vode, razlicitog odnosa. Zbog
solubilizirajué¢ih efekata surfaktanata, za odredivanje jonizacionih konstanti u micelarnoj sredini nisu
koris¢eni korastvaraci.

Uticaj surfaktanata na protoliticke ravnoteze procenjen je na osnovu pomeranja pKa*P
vrednosti odredenih u micelarnoj sredini u odnosu na pKa" vrednosti odredenih u ,,Cisto” vodenoj
sredini. U prisustvu anjonskih SDS micela doslo je do porasta pKa®P vrednosti sartana (do +1,72 pK
jedinice), dok je u prisustvu katjonskih CTAB micela uocen suprotan efekat i smanjenje pKa?"
vrednosti (do -1,44 pK jedinice). Na osnovu rezultata ove studije pretpostavljeno je da su jonizujuci
centri ispitanih sartana ukljuceni u elektrostatiCke interakcije sa povrSinskim Sternovim slojem
jonskih micela. Pomeranje pKa® 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.
Najvece promene u dijagramima raspodele ravnoteznih oblika ispitanih sartana u prisustvu micela
(od -44% do +80%) uocene su na biofarmaceutski znac¢ajnoj 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.

Teorijska studija je izvedena 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 simuliraju¢im sistemima biomembrana. S obzirom na prisustvo dva jonizaciona centra
u molekulu ispitivanih sartana i na bliske vrednosti njihovih jonizacionih konstanti, u teorijskoj studiji
ispitani su redosled jonizacije irbesartana, losartana i valsartana u vodenoj sredini, kao i moguéi
nacini interakcije njihovih ravnoteznih oblika sa micelama surfaktanata. IzraCunavanje energije



optimizovanih struktura svih ravnoteznih oblika koji mogu biti prisutni u rastvoru izvedeno je Density
Functional Theory (DFT) metodom, primenom B3LYP/6-31G (d,p) baznog seta. Rezultati teorijske
studije pomogli su u pripisivanju eksperimentalno odredenih pKa vrednosti odgovaraju¢im
jonizacionim centrima i potvrdili pretpostavku da se kod svih ispitanih jedinjenja vece pKa 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 veci afinitet prema micelama u poredenju sa ravnoteznim oblicima valsartana
(diproti¢na kiselina). Pored toga, rezultati su pokazali da su nenaelektrisani molekulski oblici amfolita
lipofilniji od odgovarajuéih cviterjonskih oblika.

Rastvorljivost dva strukturno sli¢na jedinjenja, irbesartana i losartana, ispitana je na pH 4,5
(acetatni pufer), bez i u prisustvu 10 M nejonskih surfaktanata Brij 35 i TX-100. Utvrdeno je da je
rastvorljivost oba jedinjenja istog reda veli¢ine u “Cisto” vodenoj sredini. Sa druge strane, nejonski
surfaktanti doprineli su znac¢ajnom porastu rastvorljivosti losartana (vise od 100 puta), ali su malo
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.

Kljuéne redi: sartani, surfaktanti, jonizacione konstante, rastvorljivost, potenciometrija, Hyperquad,
DFT

Nau¢na oblast: Farmacija
UZa nau¢na oblast: Farmaceutska-medicinska hemija i strukturna analiza
UDK broj:



THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MICELLES OF
DIFFERENTLY CHARGED SURFACTANTS ON PROTOLYTIC
EQUILIBRIA AND SOLUBILITY OF SARTANS

ABSTRACT

Protolytic equilibria of sartans (irbesartan, losartan, and valsartan) were investigated with and
without the presence of differently charged surfactants: anionic (sodium dodecyl sulfate - SDS),
cationic (cetyltrimethylammonium bromide - CTAB), and nonionic (4-octylphenol polyethoxylate —
TX-100 and polyoxyethylene (23) lauryl ether — Brij 35).

Sartans are angiotensin AT: receptor antagonists used in therapy of hypertension, heart
failure, and diabetic nephropathy. The most important physicochemical properties of drugs, the pKa
values and solubility, necessary for estimation of pharmacological and pharmacokinetic behavior,
may have different values in bioenvironment as compared to the "pure" aqueous solution. By
examining these parameters under conditions more similar to physiological ones, a better insight in
in vivo ionization and solubility of drugs could be achieved. In this work, micellar solutions of
surfactants were used as a simplified biomembrane mimetic systems, because of their nature to mimic
the most essential structural and functional properties of biomembranes.

From the chemical point of view, irbesartan and losartan are ampholytes containing one acidic
center (tetrazole) and one basic center (imidazole), whereas valsartan contains two acidic centers
(tetrazole and carboxyl group). The ionization constants were determined potentiometrically at a
constant ionic strength (0.1 M NaCl) and temperature 25 °C, with and without the presence of
surfactants. Potentiometric data were analyzed using the computer program Hyperquad. Due to the
poor water solubility of sartans, the pKa" values, corresponding to a "pure” aqueous media (without
the presence of surfactants) were obtained by extrapolating the pKa" values determined in in the
different methanol - water mixtures (30% - 55% methanol, wt/wt). Protolytic equilibria in the
presence of micelles were examined without the use of cosolvent because the surfactants contributed
to increasing solubility thereof.

The effect of surfactants on protolytic equilibria was estimated based on the shift in the pKa?"
values determined in micellar media, in a relation to the pKa" values determined in "pure™ water. In
the presence of anionic SDS micelles, the pKa®P values of sartans are increased (up to +1.72 pK units),
while in the presence of cationic CTAB micelles, the opposite effect was observed and the pKa**®
values are decreased (up to -1.44 pK units). On the basis of results in this study, it was assumed that
the ionizable centers of the investigated sartans are involved in electrostatic interactions with the
surface Stern layer of ionic micelles. The shift in pKa®" values in the presence of nonionic surfactants
(-0.86 to +1.30) is a consequence of the interaction of sartans with the hydrophilic, palisade layer of
nonionic TX-100 and Brij 35 micelles. The bigest shift in distribution of equilibrium forms of
investigated sartans in the presence of micelles (from -44% to + 80%) were observed at a
biopharmaceutically significant pH value of 4.5 (corresponding to the pH value in the proximal part
of the small intestine) and could be considered in terms of influence on intestinal absorption and
bioavailability.

Considering the presence of two ionizable centers in the molecule of irbesartan, losartan and
valsartan, close values of their ionization constants and overlapped protolytic equilbria, the theoretical
study was performed to get better insight in order of their ionization in aqueous media, as well as
possible ways of interaction of their equilibrium forms with the micelles. The energy calculations of
the optimized structures of all equilibrium forms that may be present in the solution were performed



by the Density Functional Theory (DFT) method, using the B3LYP/6-31G (d, p) basis set. The results
of the theoretical study helped in attribution of the experimentally determined pKa values to the
corresponding ionizable centers and confirmed the assumption that in all investigated sartans higher
pKa values could be attributed to ionization of tetrazole. Values of molecular descriptors indicated
that the investigated sartans interact predominantly with the micelle surface. Equilibrium forms of
irbesartan and losartan (ampholytes) exhibit greater affinity for micelles compared to equilibrium
forms of valsartan (diprotic acid). In addition, the results showed that uncharged molecular forms of
ampholytes were more lipophilic than the corresponding zwitterionic forms.

The solubility of two structurally similar sartans, irbesartan and losartan, were investigated at
pH 4.5 (acetate buffer) in surfactant free media and in the the presence of 10 M nonionic surfactants
Brij 35 and TX-100. The solubility of both compounds is of the same order of magnitude in surfactant
free media. On the other hand, the nonionic surfactants caused significant increase in losartan
solubility (more than 100 times) but very slight increase in irbesartan solubility (only 2 times). The
obtained results point out that imidazole moiety, where the main difference between chemical
structures of examined sartans can be observed, could be responsible for interaction with the micelles
of nonionic surfactants.

Keywords: sartans, surfactants, ionization constants, solubility, potentiometry, Hyperquad, DFT
Scientific field: Pharmacy

Narrow scientific field: Pharmaceutical-medicinal chemistry and structural analysis
UDK number:
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Lista skracenica:

ADME - Apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija
ACE - Angiotenzin-konvertujué¢i enzim

ACE 2 - Angiotenzin konvertuju¢i enzim homolog
ACEI - Inhibitori angiotenzin-konvertujuc¢eg enzima
AT - Angiotenzinski receptor

Ang | - Angiotenzin |

Ang Il - Angiotenzin 1l

Brij 35 - Polioksietilen (23) lauril etar

B3LYP - 3 parametar Lee, Yang, Paar

cmc - Kriti¢na micelarna koncentracija

CTAB - Cetiltrimetilamonijum-bromid

CYP 450 - Citohrom P450

DFT - Teorija funkcionala gustine

DMSO - Dimetilsulfoksid

EMEA - Evropska agencija za lekove

FDA - Americka agencija za hranu i lekove
HOMO - Energija najnize nepopunjene orbitale
HPLC - Visoko efikasna te¢na hromatografija
LUMO - Energija najviSe popunjene orbitale

Log S - Negativan logaritam rastvorljivosti

MAS - receptor vezan za G protein za koji se vezuje Ang 1-7
NADPH- Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NF- kb - Nuklearni faktor rasta kapa B

NMR - Nuklearna magnetna rezonanca

NCE - New chemical entity

PAI - Inhibitor aktivacije trombocita

PLC- Fosfolipaza C

PLA: - Fosfolipaza A2

PRP - Prorenin receptor

pKa - Negativan logaritam konstante disocijacije
pH - Negativan logaritam koncentracije H* jona
PAM - PovrSinski aktivna supstanca

RAAS - Renin angiotenzin aldosteronski sistem
SDS - Natrijum dodecilsulfat

TX-100 - 4-oktilfenil polietoksilat

PCM - Polarisable Continuum Model

UV- Spektrofotometrija ultraljubicaste svetlosti



1. UvOD



1.1. Antagonisti angiotenzinskih Il receptora tipa 1 (AT:R) - sartani

1.1.1. Sistem renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS)

Blokatori angiotenzinskih receptora (ARB), poznati i kao antagonisti angiotenzinskih ATi
receptora ili sartani, razvijeni su tokom osamdesetih i devedesetih godina proslog veka. Danas imaju
vazno mesto u terapiji hipertenzije, sréane insuficijencije i dijabeti¢ke nefropatije’®. U terapiji se mogu
koristiti sami ili u kombinaciji sa diureticima i drugim antihipertenzivima. U poredenju sa inhibitorima
angiotenzin konvertuju¢eg enzima (ACEI) pokazuju istu efikasnost u prevenciji Sloga i sréane
insuficijencije, a istu ili manju efikasnost u smanjenju rizika od infarkta miokarda i smrti
kardiovaskularnog porekla’. Primena sartana u odnosu na ACEI je povezana sa manjom incidencom
kaslja i angioneurotskog edema, uz prisutan ve¢i rizik od hipotenzije’.

Sistem RAAS je fizioloski mehanizam koji ima vaznu ulogu u kontroli krvnog pritiska uticajem

na vaskularni tonus, zapreminu te¢nosti, homeostazu elektrolita (Slika 1)2%°.
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Slika 1. Sematski prikaz puta renin-angiotenzinogen (Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 14)

U jukstaglomerularnim ¢elijama sintetiSe se prorenin. Od prorenina se moze formirati renin
uklanjanjem prosegmenta od 43 aminokiseline. Prorenin se moze aktivirati i bez uklanjanja prosegmenta
vezivanjem za prorenin receptor (PRR) $to uslovljava pomeranje prosegmenta sa katalitickog mesta
enzima®. Ovaj vid aktivacije je znadajan sa aspekta moguceg uceséa PRR u formiranju lokalnog
angiotenzina 1l (Ang I1)®. Renin Kkatalizuje hidrolizu peptidne veze na N terminalnom delu
angiotenzinogena (Leul0-Valll), pri ¢emu nastaje angiotenzin I (Ang I). Enzim dovodi do hidrolize
peptidne veze angiotenzina | (Phe8-Hys9) dovodeci do formiranja oktapeptida angiotenzina II (Slika 2).
U pojedinim tkivima (mozak, srce, masno tkivo, bubreg, oko) postoje i lokalni renin-angiotenzin sistemi
(tkivni RAS)*!. Tkivni angiotenzin II ispoljava autokrinu i parakrinu kontrolu $to je od znacaja u
patoloskim stanjima: hipertenziji, aterosklerozi, kardiovaskularnoj hipertofiji i sréanoj insuficijenciji®.
Postoje ispitivanja koja ukazuju na formiranje intracelularnog angiotenzina Il na nivou razli¢itih éelija®.
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Slika 2. Stuktura angiotenzina Il (Asp-Arg-Val-Tyr-1le-Hys-Pro-Phe)

Angiotenzin II se moze formirati i nezavisno od dejstva ACE enzima alternativnim putevima
koji ukljuéuju delovanje katepsina G, himostatin-osetljivog angiotenzin formiraju¢eg enzima (eng.
chymostatin-sensitive ang Il generating enzyme), himaze®®'?. Od angiotenzina 1l delovanjem
aminopeptidaze A (APA) i aminopeptidaze N (APN) nastaju angiotenzin Il i angiotenzin IV (Slika 1).
Daljim delovanjem peptidaza nastaju inaktivni peptidni fragmenti.

Enzim ACE je metalopeptidaza iz porodice M2. Kod ljudi su zastupljene dve izoforme: somatski
(SACE) i germinalni ACE (gACE)™. Razli¢iti tipovi endotelijalnih i epitelnih éelija sadrze sACE, dok
se gACE nalazi u germinalnim éelijama mugskaraca®®. Enzim ACE se moZe naéi kao integralni
membranski protein tip 1 ili kao solubilna forma u ekstracelularnim te¢nostima (plazma, cerebrospinalna
te¢nost)'®. Pored prevodenja Ang | u Ang I, ACE Katalizuje hidrolizu Ang (1-9) do Ang (1-7) i kasniju
degradaciju Ang (1-7) do inaktivnih fragmenata'®4. Takode, ACE katalizuje degradaciju bradikinina do
inaktivnih peptida. Bradikinin nastaje od kininogena dejstvom kalikreina i aminopeptidaze i dovodi do
vazodilatacije, pove¢avanja vaskularne permeabilnosti i stimulacije sinteze prostaglandina®. Za razliku
od ACElI, prilikom primene sartana ne dolazi do nakupljanja bradikinina i prostaglandina koji mogu
izazvati kasalj. Smatra se da ACE moze imati odreden uticaj na funkcije mozga i digestivnog sistema s
obzirom na moguénost razgradnje neuropeptida (enkefalina, supstance P, neurotenzina) i peptidnih
hormona holecistokinina i gastrina®®.

Angiotenzin konvertujuéi enzim homolog (ACE 2) je transmembranski glikoprotein tip I koji
pripada M2 familiji metaloproteaza®®. Nalazi se u bubregu, srcu, mozgu, gastrointestinalnom traktu
(GIT)!215, Dejstvom ACE 2 od Ang | nastaje Ang (1-9), dok se Ang Il prevodi u Ang (1-7)**4. Enzim
poseduje 400 puta vecu kataliticku efikasnost za formiranje Ang (1-7) u odnosu na formiranje Ang (1-
9)!3. Na ovaj enzim ne uti¢u ACEI.

Angiotenzinski receptori se mogu podeliti u Getiri podtipa: AT1, ATz, ATs, AT, 121625 AT,
receptori su lokalizovani u bubrezima, srcu, vaskularnom glatkom misi¢u, mozgu, nadbubreznoj zlezdi,
jetri®1®1718 AT, i AT, receptori su receptori vezani za G proteine, pri ¢emu pokazuju 30% sli¢nosti u
strukturi. Kristalna struktura AT receptora u kompleksu sa selektivnim antagonistom ZD 7155 i
olmesartanom odredena je tek 2015. godine (Tabela 1)19202,

Ispitivanja su potvrdila da AT: receptor ima sedam transmembranskih domena a heliksne
strukture, tri ekstracelularne i tri intracelularne petlje, pri ¢emu je C terminalni kraj visoko neureden?®.
Nakon vezivanja Ang Il za AT; receptor moze do¢i do aktivacije razli¢itih signalnih puteva®®2. Ang II
moze dovesti do nastanka reaktivnih kiseoni¢nih vrsta aktivacijom enzima NADPH oksidaze u
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vaskulaturi. Aktivacija ATj receptora moze usloviti prenoSenje signala mehanizmima koji su zavisni i
nezavisni od G proteina®®.

Tabela 1. Hronologija dogadaja vaznih za RAS sistem 8

Otkrica Godina
Otkri¢e Ang I, Ang Il i ACE (prethodno su poznati kao hipertenzin I, hipertenzin 11, 1956
hipertenzin konvertujuci enzim)

Sinteza 1 farmakoloska aktivnost angiotonina II 1957

Page i Braun-Menéndez su predlozili termin angiotenzin umesto hipertenzin i 1958
angiotonin

Razvoj peptidnog antagoniste ATy receptora saralasina 1970-1980
Identifikovani su angiotenzinski receptori 1970

Teprotid koji je izolovan iz zmijskog otrova je identifikovan kao ACEI koji potencira ~ 1965-1970
dejstvo bradikinina

Miguel Ondetti je sintetisao prvi ACE inhibitor - kaptopril 1977
FDA je odobrila primenu kaptoprila 1981
Razvoj nepeptidnih antagonista AT receptora 1982-1990
Definisano je da Ang (1-7) ostvaruje efekte na nivou celije koje se razlikuju od Ang Il 1987
FDA je odobrila primenu prvog antagonista AT receptora, losartana 1991
Donoghue je otkrio da ACE-2 prevodi Ang | u Ang (1-9) 1995
Nguyen je otkrio (pro) renin receptor 2002
FDA je odobrila upotrebu aliskirena (inhibitor renina) 2007
Azilsartan je odobren za primenu 2011

*FDA - Food and Drug Administration

Aktivacija AT: receptora dovodi do gotovo svih fizioloskih i patofizioloskih efekata angiotenzina
I, ukljucujuci vazokonstrikciju, brzi i spori hipertenzivni efekat, sekreciju aldosterona, oslobadanje
kateholamina, izraZeniju noradrenalinsku neurotransmisiju i tonus simpatikusa®. Do aktivacije AT:
receptora moze doc¢i 1 u odsustvu angiotenzina I, tj. mogu je usloviti mehanicki stres, autoimuna AT:
antitela i mutacije receptora®. Do ovakvog tipa aktivacije moze doéi kod hipertenzije, preeklamsije ili
kardioloskih bolesti kod kojih postoji optere¢enje volumenom?’. Aktivacija receptora usled mehani¢kog
stresa javlja se jer mehanicki stres uslovljava promenu konformacije i aktivaciju receptora. Preterana
aktivacija ATy receptora moze dovesti do kardiovaskularnog remodelovanja, hipertrofije, endotelne
disfunkcije ili depozicije ekstracelularnog matriksa i znacajna je u patogenezi hipertenzije, ateroskleroze,
sréane insuficijencije i dijabeti¢ke nefropatije®®. Formiranje ekstracelularnog matriksa se razlikuje u
zavisnosti od tkiva®.

AT receptor ne postoji samo kao monomer, ve¢ moze formirati homodimerne receptore kao i
ATR1-GPCR heterodimere, $to moze uticati na prenoSenje signala (Tabela 2). AT: receptor formira
heterodimere sa a1D adrenergickim receptorom, Pi, B2 adrenergi¢kim receptorom, bradikininskim
receptorom B>, dopaminskim receptorom Di, prostaglandinskim F receptorom, P2Y purinergickim
receptorom, oksidovanim receptorom lipoproteina niske gustine OxXLDL, receptorom epidermalnog
faktora rasta EGFR??. Formiranje heterodimera moze imati odredenu ulogu u patogenezi
kardiovaskularnih bolesti.



Tabela 2. Prikaz efekata AT1-GPCR heterodimerizacije?

Tip receptora Osnovna funkcija Funkcija receptora povezana sa
receptora heterodimerizacijom
Receptori vezani o1D adrenergicki  rast/proliferacija razvoj preeklampsije
za G proteine receptor
B1 adrenergicki povecanje sr¢anog povecana signalizacija ATy
receptor outputa receptora
B2 adrenergicki vazodilatacija povecana signalizacija ATy
receptor receptora
bradikininski vazodilatacija povecavna aktivacija Gq i Gi
receptor B2 proteinskih subjedinica
dopaminski natriureza, renalna vaskularna
receptor D vazorelaksacija rezistencija/transport natrijuma
prostaglandinski F  vazokonstrikcija povecéana vazokonstrikcija
receptor
P2Y purinergicki ~ vazokonstrikcija posredovanje u vaskularnom
receptor 6 remodelovanju
Ostali receptori EGFR rast/proliferacija posredovanje u vaskularnom
remodelovanju
OXLDL receptor nastanak AT, aktivacija

ateroskleroze

AT receptori se nalaze u srcu, mozgu, miometrijumu, fetusu i oste¢enom tkivu?1’?2, Ugestvuju
u regulaciji natriureze, telesne temperature, embrionalnog razvoja, ¢elijske diferencijacije, obnove tkiva
i programirane celijske smrti*2, AT, receptori su eksprimirani u fetalnom tkivu, dok se nakon rodenja
njihov broj smanjuje!®?2. Ushodna regulacija AT receptora se javlja u sluaju osteéenja tkiva (infarkt
miokarda, mozdani udar, vaskularne povrede)??2,

AT1i ATz receptori ostvaruju suprotne efekte na nivou Celija, aktivacija AT1 receptora dovodi do
¢elijske proliferacije, vazokonstrikcije i hipertrofije, dok se preko AT> receptora izaziva smanjenje
proliferacije i hipertrofije, vazodilatacija i indukcija apoptozu. Ang Il i Ang Il ostvaruju svoje dejstvo
na nivou ATz i AT receptora. Ang Il se na nivou bubrega vezuje za AT: i AT receptore, pri cemu
krajnji efekat (eliminacija ili zadrzavanje natrijuma) moze biti dozno zavistan'®. Ang III povecéava
oslobadanje vazopresina, zed i krvni pritisak ukoliko se centralno primeni®. U literaturi se mogu naéi
podaci o postojanju ATs receptora, ali postojanje gena za ovaj receptor nije potvrdeno®®.

Ang IV ostvaruje svoje dejstvo preko insulin regulisanog aminopeptidnog receptora - ATa
receptora (IRAP) (Slika 1). AT4 receptori se prvenstveno nalaze u mozgu, dok su u razli¢itom obimu
zastupljeni u srcu, bubregu, nadbubreznoj zlezdi i krvnim sudovima®!®2* Efekti ukljucuju bubreznu
vazodilataciju, aktivaciju NF-kB, uz povecanu ekspresiju inhibitora aktivacije trombocita (PAI-1),
monocitnog hemotaksi¢nog proteina 1 (MCP-1), interleukina 6 i TNF-o®. Pokazalo se da je angiotenzin
IV vazan za regulaciju ucenja i memorije kod pacova, poboljSanje memorije u animalnim modelima
amnezije®?4,



Ang (1-7) se moze formirati delovanjem ACE 2, prolil endopeptidaze i neprilina (NEP)% (Slika
1). Ang (1-7) ostvaruje svoje dejstvo preko Mas receptora i ispoljava efekte suprotne Ang Il
(vazodilatacija, natriureza, diureza, smanjenje éelijske proliferacije)®!2. Mas receptori se mogu naéi u
bubregu, srcu, jetri, retini i krvnim sudovima. U mozdanom tkivu se moZze uociti velika ekspresija ovih
receptora, $to je od znadaja za kardiovaskularnu regulaciju'®. Smanjenjem koncentracije Ang Il i
povecavanjem koncentracije Ang (1-7), ACE 2 ostvaruje kontrolu aktivnosti ACE i doprinosi odrzavanju
odgovarajuée ravnoteze izmedu ACE 2/Ang (1-7)/Mas i ACE/Ang 1/ AT,**%5,

1.1.2. Razvoj antagonista AT receptora

Antagonisti AT receptora su visoko selektivni lekovi koji ostvaruju afinitet za ATy receptore koji
je 1 10000 puta veéi u poredenju sa afinitetom ka AT> receptorima. Razvoj sartana predstavlja uspesan
primer primene racionalnog dizajna u razvoju lekova®-32. U cilju razvoja antagonista AT: receptora
istrazivanja su bila usmerena na razvoj peptidnih antagonista AT: receptora, ali ovaj pristup nije bio
uspesan. Istrazivanjem se dosSlo do strukture saralasina (SarlVal5Ala8 Ang Il) peptidnog antagonista
angiotenzinskog receptora. Peptidni antagonisti dobijeni su zamenom odredenih aminokiselina u
angiotenzinu Il. Saralasin je pokazivao nisku biolosku raspolozivost, kratko vreme delovanja, kao i
parcijalno agonisticku aktivnost.

Veliki napredak u razvoju nepeptidnih antagonista angiotenzinskih receptora napravio je
Furukawa i njegove kolege u kompaniji Takeda Chemical Industry otkricem da 1-benzilimidazol-5-
siréetna Kiselina i njeni derivati kao $to su S-8307 i S-8308 blokiraju angiotenzinske receptore?®-32, Ova
jedinjenja su pokazivala odredene nedostatke, nisku biolosku raspolozivost i kratko trajanje dejstva.
Prednost ovih jedinjenja je sto nisu pokazivala parcijalno agonisti¢ku aktivnost. Usled veoma slabog
afiniteta za AT1 receptore kompanija Takeda Chemical Industry je odustala od daljeg razvoja ovih
molekula.

Dalji razvoj nepeptidnih antagonista AT: receptora nastavila je Du Point grupa. Slu¢ajnom
greSkom tokom ispitivanja aktivnosti, primenom visoke doze, otkrivena je selektivnost ovih molelula za
AT receptore pri visokoj dozi, pa je uprkos obeshrabruju¢e malog afiniteta nastavljen rad sa ovim
molekulima. Kao lead molekuli koris¢eni su S-8307 i S-8308 za razvoj nove grupe lekova.

Poredenjem struktura S-8308 i angiotenzina II primenom molekulskog modelovanja uocene su
sledece sli¢nosti (Slika 3) *:
- jonizovana karboksilna grupa S-8308 i jonizovana karboksilna grupa fenilalanina na polozaju
8 angiotenzina I,
- imidazolska grupa S-8308 i imidazolski prsten histidina na polozaju 6 angiotenzina II,
- n-butil grupa S-8308 i alkilni niz izoleucina u strukturi angiotenzina Il.
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Slika 3. Sli¢nost struktura angiotenzina Il i lead molekula S-8308 (Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 4)

Cilj daljeg istrazivanja bio je povecanje afiniteta i bioloske raspolozivosti nakon per-os primene.
Na benzilimidazolskoj strukturi dodata je karboksilna grupa sto je povecalo aktivnost, ali je nastalo
jedinjenje imalo nisku biolosku raspolozivost. Daljim promenama hemijske strukture?”:

- formiran je amid ftaliminske kiseline u cilju povecanja veli¢ine molekula,

- uvedena je bifenilna struktura i metoksi karbonilmetil grupa zamenjena je sekundarnom

alkoholnom grupom da bi se dobilo jedinjenje za per-0s primenu,

- postignuta je veca bioloSka raspolozivost i produzeno je vreme trajanja dejstva zamenom

karboksilne grupe tetrazolom.

Pomenutim strukturnim modifikacijama sintetisan je losartan. Daljim promenama u hemijskoj
strukturi losartana nastali su ostali sartani: valsartan, irbesartan, olmesartan, telmisartan, kandesartan.

1.1.3. Veza izmedu strukture i dejstva sartana

Veéina sartana sadrzi istu farmakoforu, tako da na razlike u fizi¢ko-hemijskim osobinama ili
farmakoloSkom efektu uticu razlike u prisutnim supstituentima (Slika 4). Zajedni¢ke strukturne
karakteristike sartana su*®:

- kisela grupa, koja moze biti karboksilna, fenil-tetrazolna ili fenil-karboksilna grupa,

- karboksilna grupa ili tetrazol u orto polozaju bifenila,

- n-butil grupa, koja omogucava hidrofobno vezivanje i moze biti zamenjena etiloksi ili n-propil

grupom (telmisartan, kandesartan, olmesartan),

- imidazolski prsten ili odgovarajuca bioizosterna zamena,

- razli¢ite grupe na polozaju R (karboksilna, hidroksimetil grupa, keton, benzimidazolski prsten)

koje ostvaruju elektrostati¢ke, jon-dipol i dipol-dipol interakcije sa AT1 receptorom.



Losartan je prvi registrovan oralni, nepeptidni sartan dugog dejstva. Iako podleZe intezivnom
metabolizmu prvog prolaza kroz jetru i ima poluvreme eliminacije dva sata, duzi efekat se ostvaruje
zahvaljuju¢i aktivnom metabolitu. Sekundarna alkoholna grupa se pod dejstvom enzima prevodi u
karboksilnu grupu pri ¢emu nastaje EXP3174, aktivni metabolit sa duzim trajanjem dejstva**°. Medutim,

zbog niske bioloske raspolozivosti EXP3174, na trzistu se moZe naéi samo losartan®.

Valsartan u hemijskoj strukturi sadrzi tetrazol, bifenilni sistem, alifati¢ni azot i ostatak
aminokiseline valina umesto imidazolskog prstena. Amidska karbonilna grupa je izosterna zamena
imidazolskog azota losartana. Karbonilna grupa poput imidazolskog azota losartana funkcioni$e kao
akceptor vodoni¢ne veze?.

Olmesartan se primenjuje kao pro drug forma, olmesartan medoksomil, koja brzo podleze
hidrolizi u GIT-u. Kod ovog molekula na polozaju 4 imidazola nalazi se 1-hidroksi-1metil-etil grupa.
Uvodenjem tercijarne alkoholne grupe postignuto je povecanje afiniteta u odnosu na molekul sa
nesupstituisanim alkil ostatkom, ali uvodenjem voluminoznijih hidroksialkil grupa doslo bi do smanjenja
antagonisti¢ke aktivnosti®,

Irbesartan na imidazolskom prstenu sadrzi spirociklopentil i karbonilnu grupu. Karbonilna
grupa se ponasa kao akceptor vodoni¢ne veze, dok spirociklopentil grupa ostvaruje hidrofobne
interakcije*. U poredenju sa losartanom, irbesartan pokazuje 10 puta veéi afinitet prema vezivanju za
AT receptor®,

Kandesartan se na trziStu nalazi kao pro drug forma, kandesartan cileksetil. Umesto imidazola
u strukturi se nalazi benzimidazol koji ima estar na polozaju 7. Prisustvo benzimidazolskog prstena
omogucéava izraZenije hidrofobne interakcije u vezivanju za receptor®. Hidroliza estra se odvija tokom
resorpcije iz GIT-a.

Telmisartan u svojoj strukturi sadrzi dve benzimidazolne strukture i karboksilnu grupu umesto
tetrazola. Telmisartan je najlipofilniji sartan, pri ¢emu je log P 3,2 (n-oktanol/pufer)®3%. Visoka
lipofilnost omogucéava apsorpciju, prolazak kroz tkiva i ¢elije (¢ak 1 kroz krvno-mozdanu barijeru) 1
veoma visok volumen distribucije od 500 L%, Telmisartan je parcijalni agonista PPARy receptora.
Smatra se da zbog visoke lipofinosti telmisartan moze difundovati u nukleus i ostvariti 25-30% PPARy
agonisti¢ke aktivnosti®®, Telmisartan ima najduze poluvreme eliminacije.

Azilsartan je nastao modifikacijom hemijske strukture kandesartana i pripada novijoj generaciji
sartana. Umesto tetrazola u hemijskoj strukturi sadrzi 5-0kso-1,2,4-oksadiazol. Ovakvom modifikacijom
postignuta je manja kiselost i veca lipofilnost u odnosu na kandesartan®®. Koristi se kao pro drug forma,
azilsartan medoksomil.

Eprosartan je prvi sartan koji u svojoj strukturi ne sadrzi bifenil tetrazolnu grupu. U terapiji se
koristi u obliku soli, kao eprosartan mesilat koji ima poluzivot od 5-9 sati i mora se primenjivati dva puta
dnevno.
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Slika 4. Hemijske strukture sartana koji se najcesce koriste u terapiji

Olmesartan



Na osnovu podataka iz literature o farmakokineti¢kim osobinama* moze se zakljuéiti da se
svi sartani u visokom stepenu vezuju za proteine plazme, ali da se razlikuju u bioloskoj raspolozivosti
i poluvremenu eliminacije . Bioloska raspoloZzivost moze biti 15% kod kandesartana i eprosartana,
dok sa druge strane moze dosti¢i 60-80% za irbesartan®. Poluvreme eliminacije sartana kod veéine je
dovoljno dugo da omogucava rezim doziranja jednom do dva puta dnevno.

1.1.4. Razlike u terapijskoj primeni i razvoj novih sartana

Na osnovu velikog broja klinickih ispitivanja ustanovljeno je da postoji statisticki znacajna
razlika u kontroli krvnog pritiska pri koris¢enju maksimalnih doza sartana®-*°. Uocgeno je da se
terapijska efikasnost sartana kod kardiovaskularnih oboljenja razlikuje. Primena sartana zavisi od
profila pacijenata. Valsartan, kandesartan, losartan se mogu koristiti kod sr¢ane insuficijencije, dok
se valsartan moze primeniti kod sréane insuficijencije ili kod pacijenata sa asimptomatskom
sistolnom disfunkcijom leve komore nakon nedavnog infakta miokarda.*®%°, Kod hipertenzivnih
pacijenata koji imaju povecani rizik za Slog indikovana je primena losartana, dok je primena
telmisartana povezana sa zna¢ajnim smanjenjem ponovne pojave paroksizma atrijalne fibrilacije.
Losartan i irbesartan se mogu koristiti u dijabetesnoj nefropatiji u cilju usporavanja progresije
bolesti*’. Telmisartan u poredenju sa ostalim sartanima pokazuje zna¢ajno smanjenje nivoa glukoze
nataste i povecanje nivoa adiponektina®®. Kandesartan, valsartan, irbesartan, telmisartan smanjuju
incidencu nastanka Se¢erne bolesti kod pacijenata sa visokim kardiovaskularnim rizikom i/ili
hipertenzijom*°.

Uzrok razlika u terapijskoj efikasnosti sartana nije u potpunosti poznat. Angiotenzin Il se
vezuje i za ekstracelularne i intracelularne delove AT: receptora, dok sartani deluju samo na
transmembranski deo AT: receptora. Na osnovu kompetitivnosti koja postoji izmedu sartana i
angiotenzina Il moZe se zaklju¢iti da se vezuju na preklapaju¢im vezujuéim mestima AT; receptora®’.
Nacin na koji sartani dolaze do AT receptora nije u potpunosti ispitan. Do sada nije poznato da li se
sartani direktno vezuju za receptore ili prvo dolazi do prelaska sartana u membranu i naknadne
lateralne difuzije do odgovarajuéeg aktivnog mesta receptora (Slika 5)*.

1. Insertovanje i difuzija
kroz membranu

2. Vezivanje za AT1
receptor

Slika 5. Pretpostavljeni dvostepeni mehanizam delovanja losartana
(Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 42)
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U cilju procene uticaja membrane na mehanizam delovanja sartana ispitivane su interakcije
sartana i membrane. Na osnovu dostupnih podataka moze se zakljuciti da svaki ATi antagonist
ostvaruje jedinstven uticaj na membranu*-6, Ispitivanje interakcija sartana i membrane je vazno za
bolje razumevanje mehanizma delovanja, transporta sartana kroz membranu i razlika u
farmakokinetickim profilima sartana. Poznavanje interakcija doprinelo bi sintezi sartana sa
selektivnijim i pobolj$anim farmakokineti¢kim osobinama®.

1.2. Znacaj poznavanja interakcija leka i ¢elijskih membrana

Celijska membrana ima vaznu ulogu u procesu éelijske signalizacije, kontrole razmene
materija, odrzanja homeostaze éelije, éelijskom prepoznavanju*’8, Ispitivanje interakcija lekova i
¢elijske membrane je vazno jer interakcije uti¢u na farmakokinetiku, farmakodinamiku, toksi¢nost
lekova*®5t. Ovi podaci su znadajni u cilju razvoja efikasnih drug delivery sistema, novih lekova 41,

spoljagnja povrina . o hidrofilna (polarna)
L% ugljovodonicni glava fosfolipida

- botni lanac Q‘Ey’ / hidrofobni (nepolarni)
; rep,fosfolipida
at

unutradnja
povrsina

“ holesterol . : L e :
integralni proteini  periferni protein

Slika 6. Prikaz strukture ¢elijske membrane (Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 52)

Celijska membrana predstavlja fosfolipidni dvosloj, za koju su vezani, delimi¢no ili potpuni
uronjeni proteini (Slika 6). Za pojedine proteine i lipide su vezani lanci oligosaharida. Lipidi koji
izgraduju membrane se mogu podeliti na: fosfolipide, glikolipide, holesterol®>8. Polarni delovi lipida
su orijentisani ka povr§ini membrane, dok hidrofobni regioni formiraju nepolarnu unutra$njost veoma
niske dielektriéne konstante (e~2)°°. Interakcije leka i membrane mogu dovesti do promena i u
osobinama membrane i u osobinama leka*®° (Slika 7).
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pK, Uticaj interakcija na lek:

Rastvorljivost Lokalizacija
Lipofilnost / Raspodela Pmembrana/voda
: 9% 8 iy,
Lek g ‘J :% L4 i ;t
< : o Mehanizam dejstva i
o W toksicni efekti lekova
Membra\ -
/ Uticaj interakcija na membranu:
Struktura
Struktura - N
.. L, Povrsinsko naelektrisanje
Povrsinsko naelektrisanje o
Provodljivost
Sastav

Slika 7. Uticaj medusobnih interakcija na osobine leka i membrane
(Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 48)

Interakcije leka i membrane mogu biti particioni ili vezujuci proces tj. mogu se posmatrati sa
aspekta farmakodinamike (u membrani se nalaze ciljna mesta delovanja lekova) ili farmakokinetike
(farmakokineticki procesi zavise od prolaska leka kroz membranu)®. Lek moze ostvariti interakcije
sa komponentama membrane §to moze izazvati akumulaciju leka i uticati na selektivnost na nivou
membrane®®-®1, Nezeljeni efekti i duzina trajanja dejstva su povezani sa akumulacijom leka na nivou
membrana odredenih organa®®!. Difuzija leka kroz visoko slozenu strukturu membrane moze biti
otezana ili onemogucena (rezistencija na lekove)®®. Membrana mozZe uticati na na¢in na koji lek dolazi
do receptora. Lek se mozZe direktno vezivati za receptor ili pre¢i u membranu, pa kasnije lateralnom
difuzijom doéi do vezivnog mesta receptora (2D difuzija)®*®°. Nakon ulaska u membranu lek moze
promeniti konformaciju®®%!. Ravnoteza izmedu konformera u ¢elijskoj membrani se moZe promeniti
a jedan od razloga ove promene je drugacija polarnost dvosloja u poredenju sa vodenim rastvorom®®.
Prilikom dizajniranja lekova mora se imati u vidu da afinitet leka za odredeni receptor moze biti
uslovljen specifiécnom konformacijom koja se formira u membrani.>® Lek mozZe zauzeti specifi¢nu
orijentaciju, lokaciju u ¢elijskoj membrani“°,

Membrana mozZe uticati na promenu fizi¢ko-hemijskih osobina leka (particioni koeficijent,
pKa vrednost, rastvorljivost). Treba imati u vidu da se pKa vrednost u vodenoj sredini moze razlikovati
od pKa vrednosti u unutra§nosti membrane. Promena pKa vrednosti uti¢e na permeabilnost, biolosku
raspoloZivost, sposobnost interakcije sa receptorom (npr. proteinom membrane)®?.

Interakcije leka i membrane mogu izazvati promene u osobinama membrane: debljina,
zakrivljenost, konformacija acil grupa lipida, fluidnost, ¢elijska signalizacija, funkcija transportera i
jonskih kanala membrane, razdvajanje faza*®°®3%8 Kao posledica delovanja leka na membranu
moze doéi do ostecenja éelijske membrane®®. Veliki broj lekova, naroc¢ito amfifilni lekovi koji
ispoljavaju povrSinsku aktivnost mogu izazvati ostecenje 1 poremecaj funkcije ¢elijske membrane i
dovesti do fosfolipidoze®.
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Tokom farmakokinetickih procesa apsorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije
(ADME), interakcije lekova sa membranama su neizbezne %, Jedna od prvih barijera, koje lek
nakon oralne primene treba da prevazide, je prolazak kroz intestinalnu membranu. Ispitivanje faktora
koji uticu na prolazak leka kroz membranu, narocito na pasivnu difuziju je od vaznosti prilikom
razvoja lekova. Prolazak leka kroz membranu zavisi od uspostavljenih interakcija i fizicko-hemijskih
osobina leka (pKa vrednost, rastvorljivost, particioni koeficijent, veli¢ina molekula, moguénost
formiranja vodoniénih veza)*® 6973,

Najzastupljeniji je transmembranski prolazak lekova kroz membranu, dok je paracelularni
prolazak u intestinumu ograni¢en na male polarne molekule’*®. Najveéi broj lekova koji imaju
jonizacione centre trancelularno prolazi procesom pasivne difuzije u svom nejonizovanom obliku,
dakle zavisi od uspostavljenih interakcija sa membranom?*®. Obim i brzina apsorpcije zavise od pKa
vrednosti, particionog koeficijenta i pH vrednosti sredine.

1.2.1. Simulirajuéi sistemi ¢elijskih membrana

S obzirom na slozenost ¢elijske strukture, jo§ uvek ne postoji idealan model bimembrane ali
su razvijeni razli€iti pojednostavljeni simuliraju¢i sistemi ¢elijskih membrana koji se primenjuju u
ispitivanjima interakcija leka i membrane*’ 174  Koriséenje ¢éelija je ograni¢eno usled
kompleksnosti strukture, razliitog sastava celijskih membrana, osetljivosti ¢elija na uslove
ispitivanja. Lipidi koji ulaze u sastav membrane pokazuju veliku raznovrsnost u pogledu molekulske
mase, naelektrisanja, fluidnosti. U istrazivanjima farmaceutske hemije koriste se razliciti simulirajuci
sistemi bioloskih membrana koji omogucéavaju razmatranje specificnih interakcija da bi se razjasnili
izvodenje eksperimenata pri uslovima koje ¢elije ne mogu izdrZati jer je usled njihove osetljivosti
tesko ispitivati uticaj razli¢itih pH vrednosti, temperature i jonske jaCine na interakcije leka i
membrana. Veoma je znac¢ajna mogucnost kontrole pH vrednosti rastvora §to omogucava ispitivanja
pri fizioloskim pH vrednostima koje odgovaraju fizioloskim uslovima (1,2 (Zeludac); 4,5
(proksimalni deo tankog creva); 6,8 (tanko crevo) i 7,4 (krvna plazma))®*. Ovakvi sistemi se mogu
primeniti za procene afiniteta leka za membranu, particionog koeficijenta i farmakokinetickih
procesa®°®7"®, Izmedu lekova i simulirajuéih sistema biomembrana moguée su interakcije samo sa
polarnim glavama lipida i interakcije samo sa hidrofobnim alkilnim lancima, ali mogu biti zastupljena
oba tipa interakcija istovremeno®!7°,

1.2.2. Micele kao simulirajudi sistemi bioloSkih membrana

Surfaktanti su supstance amfililnog karaktera koje se spontano nagomilavaju na granici
izmedu dve faze, pri ¢emu dolazi do smanjenja povrSinskog tj. medupovrsSinskog napona. U literaturi
se mogu naci pod sinonimima kao tenzidi ili povrSinski aktivne materije (PAM). Surfaktanti su
znadajni za formulaciju brojnih farmaceutskih i kozmeti¢kih preparata®”-8°. Surfaktanti mogu biti
prirodnog ili sintetskog porekla. U njihovoj strukturi mogu se razlikovati polarni deo (polarna glava)
i hidrofobni ugljovodoni¢ni deo (hidrofobni rep). U zavisnosti od strukture polarne glave mogu se
razlikovati jonski, nejonski i cviterjonski surfaktanti. Kod jonskih surfaktanata, u vodi dolazi do
disocijacije polarne glave surfaktanta pri ¢emu mogu nastati anjon ili katjon surfaktanta. U zavisnosti
da li polarna glava jonskog surfaktanta nosi pozitivno ili negativno naelektrisanje mozemo razlikovati
katjonske (npr. cetiltrimetilamonijum bromid — CTAB) i anjonske (npr. natrijum dodecilsulfat — SDS)
surfaktante. Nejonski surfaktanti (npr. 4-oktilfenol polietoksilat — TX-100; polioksietilen (23) lauril
etar — Brij 35) u vodi ne jonizuju i nisu naelektrisani. Cviterjonski surfaktanti (npr.
kokoamidopropilbetain) se u zavisnosti od pH vrednosti rastvora mogu ponasati kao jonski ili
nejonski surfaktanti. Na Slici 8 prikazane su hemijske strukture surfaktanata koji su kori$¢eni u ovoj
studiji.
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Slika 8. Hemijske strukture anjonskog (SDS), katjonskog (CTAB) i nejonskih surfaktanata
(TX-100, Brij 35) koris¢enih u ovoj studiji

U vodenim rastvorima ponaSanje surfaktanata zavisi od njihove koncentracije. U manjim
koncentracijama molekuli surfaktanata se nagomilavaju na grani¢noj povrSini voda/vazduh. Sa
povecanjem koncentracije molekuli surfaktanata se 1 dalje lokalizuju na grani¢noj povrsini sve dok
ne dode do zasi¢enja. U cilju postizanja stanja minimalne energije amfifilni molekuli surfaktanta
formiraju agregate. U zavisnosti od tipa geometrije surfaktanta i uslova u rastvoru (koncentracija
surfaktanta, temperatura, pH vrednost, jonska jac¢ina) mogu nastati sferne, elipticne, cilindri¢ne,
lameralne i druge sloZene strukture®®. Formiranje micela uslovljeno je ravnotezom izmedu interakcija
koje doprinose stabilizaciji micele (hidrofobne interakcije), sternih i elektrostati¢nih interakcija koje
uslovljavaju nestabilnost micela. Kritiéna micelarna koncentracija (cmc) predstavlja koncentraciju
surfaktanata pri kojoj dolazi do formiranja micela. Na cmc uti¢e duzina ugljovodoni¢nog lanca PAM
(smanjuje se sa povecanjem duzine ugljovodoni¢nog lanca), prirode polarne grupe (kod jonskih
surfaktanata je uglavnom veca u poredenju sa nejonskim surfaktantima), temperature, prisustva
elektrolita (dodatak elektrolita smanjuje cmc)®.
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Slika 9. Reverzibilni proces formiranja micele (Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 86)

Micele predstavljaju dinamicne strukture koje se u vodenim rastvorima stalno formiraju i
razgraduju (Slika 9). Molekuli surfaktanta u okviru micele mogu pokazivati lateralno i rotaciono
kretanje®. Micele su okarakterisane agregacionim brojem koji se definise kao broj molekula
surfaktanta koji izdraduju micelu. Micele su najéesce sfernog oblika, ali sa povecanjem agregacionog
broja surfaktanata mogu poprimiti elipsoidni ili cilindri¢ni oblik. Prisustvo micela u rastvoru dovodi
do promene elektri¢ne provodljivosti, povr§inskog napona, osmotskog pritiska, rasipanja svetlosti, a
moze uticati na brzinu hemijske reakcije kao i nastale proizvode reakcije 889, Interakcija micela i
lekova moze usloviti promenu rastvorljivosti, spektroskopskih osobina (intenzitet i pomeranje
apsorpcionih  maksimuma)®, pKa vrednosti®®®*, izomerizaciju®® i uticati na permeabilnost
membrane®. Promene osobina i protolitickih ravnoteza lekova uslovljene su ostvarivanjem
elektrostatic¢kih, hidrofilnih (vodoniéne veze, dipole interakcije) i hidrofobnih interakcija izmedu
micela i lekova. Primena micela je od velikog znacaja u analitici lekova 1 pri razvoju farmaceutskih
oblika. Primenom micela u farmaceutskim oblicima se moze posti¢i veca stabilnost lekova, smanjenje
nezeljenih efekata, kontrolisano oslobadanje, poveéanje rastvorljivosti, uticaj na permeabilnost®” %,

U micelama postoji anizotropna distribucija vode tj. sadrzaj vode smanjuje se od povrsine ka
jezgru. Anizotropna distibucija vode povezana je sa organizacijom strukture micele. Distribucija
lekova u okviru micele zavisi i od polarnosti molekula leka. Hidrofilni molekuli se zadrzavaju na
povrsini micele ili izmedu polarnih glava surfaktanata, lipofilni molekuli su smesteni u jezgru, dok
se molekuli intermedijerne polarnosti mogu naci u okviru palisadnog sloja nejonskih micela ili
izmedu jezgra i Sternovog sloja kod jonskih micela (Slika 10)-,

«®%s a®®
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Slika 10. Lokalizacije lekova u miceli: 1. na povrsini micele, 2. izmedu polarnih glava
nejonskih micela, 3. izmedu polarnih glava i prvih nekoliko ugljenikovih atoma palisadnog sloja, 4.
u unutraSnjosti micele (Preuzeto i prilagodeno iz Lit. 86)

Micele se mogu posmatrati kao simuliraju¢i sistemi bioloskih membrana sa lipidnim
monoslojem i hidrofilnom povr$inom koja okruzuje hidrofobnu unutrainost®®°. Usled toga, u
farmaceutskoj hemiji mogu se koristiti u razli¢itim istraZivanima:

- Predvidanje lokalizacije leka u membrani, jer se veliki broj procesa desava ili na povrsini
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jonizovanih membrana ili u hidrofobnom regionu.

- Ispitivanja tipova interakcija (elektrostaticke, hidrofobne) izmedu funkcionalnih grupa
lekova i micela, da bi se procenio uticaj povrsinskog naelektrisanja na vezivanje leka za
receptor.

- Ispitivanja hidrofobnih interakcije izmedu lekova i micela, kori§¢enjem surfaktanata istog
naelektrisanja, ali razli¢itih duzina alkilnih lanaca.

- Odredivanje parametara kojima se mogu kvantifikovati interakcije izmedu leka 1 micele
(particioni koeficijent, konstanta vezivanja).

1.3. Konstanta jonizacije — pKa vrednost

1.3.1. Znacaj poznavanja pKa vrednosti lekova

Merilo jacine kiselina i baza u rastvoru predstavlja konstanta jonizacije Ka koja se izrazava
kao pKa vrednost (pKa = - logKa) i zavisi od rastvaraca i temperature. Najve¢i broj farmakoloski
aktivnih jedinjenja sadrzi slabo kisele i/ili slabo bazne funkcionalne grupe®. Kod jedinjenja koja
imaju viSe jonizacionih centara postoji i viSe konstanti jonizacije.

Konstanta jonizacije je vazan fizi¢ko-hemijski parametar lekova, na ¢iju vrednost uticu
razli¢iti faktori: induktivni efekti, rezonantni efekti, elektrostati¢ki efekti, sterno-zastitni efekti
rastvaraca, intramolekulske vodoni¢ne veze. Od pKa vrednosti zavise apsorpcija i distribucija leka u
razli¢ite organe, bioloska transformacija, kao i eliminacija iz organizma (ADME osobine). Oblici u
kojima ¢e lek biti zastupljen u rastvoru (jonizovani/nejonizovani) mogu se pretpostaviti na osnovu
poznavanja pKa vrednosti jonizacionih grupa i pH vrednosti sredine. Otkako je utvrden znacaj
poznavanja stepena jonizacije, FDA zahteva da se za sva nova farmakoloski aktivna jedinjenja odredi
pKa vrednost.

Vecina lekova u vodenom rastvoru podleze delimi¢noj jonizaciji pri ¢emu se uspostavlja
ravnoteza izmedu nejonizovanog i jonizovanog oblika koji se mogu razlikovati po fizicko-hemijskim,
ali farmakokinetickim osobinama. Stepen jonizacije uti¢e na sposobnost ucestvovanja u fizickim,
hemijskim i bioloskim procesima. Fizicko-hemijske karakteristike kao §to su rastvorljivost, particioni
koeficijent oktanol/voda, sposobnost prolaska kroz bioloske membrane, stepen reaktivnosti
jonizovanog oblika leka, zavise od pKa vrednosti. Poznavanje pKa vrednosti leka koji se primenjuje
oralno koristi se za predvidanje brzine oslobadanja iz farmaceutskog oblika. Predvidanje
rastvorljivosti na osnovu pKa vrednosti je posebno znacajno za dizajniranje formulacija umereno ili
slabo rastvorljivih lekova. Takode, za objasnjavanje i predvidanje kinetike enzimskih reakcija vazno
je poznavanje pKa vrednosti leka. Specifi¢ne interakcije leka i receptora zavise od pKa vrednosti leka,
jonske ja¢ine i pH receptorskog okruzenja, kao i konstante jonizacije receptorskih rezidua.
Poznavanje pKa vrednosti je znacajno i kod predoziranja lekovima. Primena supstanci kao §to su
NH4CI ili NaHCO3 dovode do promene pH urina $to uti¢e da se slabe kiseline ekskretuju urinom
alkalne pH vrednosi, dok se slabe baze ekskretuju urinom sa nizim pH.

Poznavanje pKa vrednosti znacajno je i za procenu ADME osobina, za razvoj novih
formulacija farmaceutskih oblika, kao i za unapredenje postoje¢ih®1%. Podaci o pKa vrednostima
potrebni su za definisanje i optimizaciju eksperimentalnih uslova analitickih ispitivanja i
hromatografska razdvajanja smese analita jer promena pH vrednosti mobilne faze moze znacajno
uticati na promene u retenciji ili usloviti drugaciji redosled eluiranja analita.
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1.3.1.1. Uticaj pKa vrednosti na ADMET osobine lekova

Proucavanje protolitickih ravnoteza lekova u fizioloSkom pH opsegu je veoma znacajno, jer
farmakokineticki procesi lekova zavise od oblika (molekulski ili jonizovani) u kome je jedinjenje
zastupljeno pri datoj pH vrednosti rastvora. Na proces apsorpcije uticu rastvorljivost, permeabilnost,
povrsina apsorpcije, vreme intestinalnog prolaza. Apsorpcija dominatno zavisi od rastvorljivosti i
permeabilnosti. Na znacaj pKa vrednosti medu prvima ukazali su Brodie i Hogben otkri¢em da lekovi
sa kiselom grupom pKa vrednosti manje od 3 i lekovi sa baznom grupom pKa vrednosti vece od 8
ispoljavaju nisku apsorpcijul®. Palm je pokazao da nejonizovani oblici molekula u poredenju sa
jonizovanim oblicima brze prolaze delijsku membranu procesom pasivne difuzijel®. Veca
rastvorljivost i nizi klirens uslovljavaju vecu biolosku raspolozivost kiselih lekova uprkos nizoj
permeabilnosti®?. Apsorbcija baznih lekova procesom pasivne difuzije ograni¢ena je protonovanjem
baznih centara na nivou GIT-a $to dovodi do manje lipofilnosti i veée polarnostil®?. Lekovi u
cviterjonskom obliku uglavnom pokazuju nisku biolosku raspoloZivost'®,

Jonizacija uti¢e na distribuciju leka u organizmu. Prisustvo kiselih grupa uslovljava vezivanje
za proteine plazme u visokom stepenu, §to uslovljava nize volumene distribucije!®?1%, dok prisustvo
baznih grupa uslovljava vezivanje za proteine plazme u manjem stepenu i posledi¢no vise volumene
distribucije!®1%, Brocatelli je ukazao da lekovi sa kiselim grupama pKa vrednosti manje od 5,5
pokazuju nizu permeabilnost na nivou krvno-mozdane barijere, dok je Fisher ukazao da je pKa lekova
koji prolaze krvno-mozdanu barijeru izmedu 4-10%%2,

Zastupljenost jonizacionih grupa lekova odreduje koji enzimi ucestvuju u metabolizmu
lekova. Vezivanje leka za proteine plazme uti¢e na hepaticki klirens. Lekovi sa kiselim grupama
pokazuju manji hepaticki klirens u poredenju sa ostalim grupama lekova (neutralni, cviterjoni, baze)
usled vezivanja za proteine plazme u visokom stepenu®. Kod kiselih i baznih lekova prisutan je veéi
renalni klirens u poredenju sa neutralnim i cviterjonskim molekulima’®, Podesavanjem pH vrednosti
urina se moze povecati eliminacija lekova, uticajem na stepen jonizacije molekula. Eliminacija baznih
lekova se povecava u kiseloj sredini, dok se eliminacija kiselih lekova moZze povecati pove¢anjem pH
vrednosti urina.

Prisustvo jonizacionog centra u molekulu leka moze uticati na nastanak toksi¢nih efekata.
Toksi¢nost se moZe javiti usled neselektivnosti, akumulacije leka u organelama 1 celijskim
membranama, kao i usled uticaja na metabolizam%%1%,

Poseban problem prilikom razvoja lekova predstavlja moguénost vezivanja molekula leka za
receptore i transportere koji nisu ciljno mesto delovanja leka. Vezivanje za druge receptore moze
dovesti do nezeljenih efekata ili nastanka novih terapijskih indikacija. Lekovi sa baznim jonizacionim
centrom u protonovanoj formi su pozitivno naelektrisani 1 ¢eS¢e se vezuju za receptore u poredenju
sa neutralnim, kiselim ili cviterjonskim formama'®?1%, Vezivanje lekova sa baznim grupama za
hERG kalijumski kanal moze dovesti do QT prolongacije, aritmije i smrti. Inhibicija ovog kanala je
manje izrazena kod cviterjona, neutralnih i kiselih lekoval®?,

1.3.1.2. Uticaj pKa vrednosti na razvoj formulacija farmaceutskih oblika

Profil pH zavisne rastvorljivosti je naro€ito vazan za formulaciju farmaceutskih oblika za
oralnu i intravensku primenu. Prilikom primene parenteralnih preparata, pH vrednost rastvora bi
trebalo biti u opsegu 4 do 9 u cilju izbegavanja oste¢enja tkiva ili bola prilikom primene!®2. U cilju
povecanja rastvorljivosti, naro¢ito u slucaju slabo rastvorljivih lekova moze se formirati
odgovarajuca so. Odabir odgovarajuce pH vrednosti je narocito zna¢ajan kod slabih baza usled uticaja
poveéanja temperature na pKa vrednost tokom procesa autoklaviranjal®. Poveéanje temperature
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moze usloviti smanjenje pKa vrednosti i oslobadanje molekulskog oblika leka $to moze predstavljati
problem u slu¢aju slabe rastvorljivosti i male brzine rastvaranja molekulskog oblikal®®. Stepen
jonizacije moze uticati na stabilnost lekova. Jonizovani oblici lekova u te¢nim farmaceutskim
oblicima lakSe podlezu reakcijama oksidacije, pa se podeSavanjem pH vrednosti formulacije moze
posti¢i veéa zastupljenost molekulskog oblika i poslediéno veéa stabilnost*®?,

1.3.2. Odredivanje pKa vrednosti

1.3.2.1. Potenciometrijsko odredivanje pKa vrednosti

Odredivanje konstanti jonizacije je vazan deo fizicko-hemijskih ispitivanja jo$§ od ranih faza
razvoja lekal®1% U toku fizi¢ko-hemijske karakterizacije prikupljaju se podaci o stepenu jonizacije,
lipofilnosti, rastvorljivosti, permeabilnosti. Lipofilnost, permeabilnost i rastvorljivost lekova zavise
od pKa vrednosti, tj. od stepena jonizacije molekula.

Odredivanje pKa vrednosti moze predstavljati poseban izazov ako su u pitanju lekovi koji su
slabo rastvorljivi u vodi. Za odredivanje pKa vrednosti mogu se primeniti razlicite tehnike:
potenciometrija, UV-spektrofotometrija, kapilarna elektroforeza, hromatografija, NMR-
spektrometrijal®113. Potenciometrija zbog ta¢nosti, prakti¢nosti i ekonomiénosti predstavlja
najpouzdaniju tehniku za odredivanje pKa vrednosti, ako rastvorljivost jedinjenja nije manja od
5x10* M. Pristupa¢na oprema, pH-metar sa staklenom elektrodom, ¢ine potenciometriju optimalnom
tehnikom za odredivanje pKa vrednosti. Usavr$avanjem i kompjuterizovanjem, potencijometrija je
postala metoda izbora za jedinjenja koja imaju vise jonizacionih centara bliskih pKa vrednosti, kod

kojih su procesi jonizacije preklopljeni, kao i za odredivanje pKa vrednosti vie jedinjenja u smegi'®.

Potencimetrijska titracija je najéesce koris¢ena metoda za odredivanje pKa vrednosti, koja se
zasniva na postepenom dodavanju poznatih zapremina standardnog rastvora jake kiseline ili baze u
rastvor supstance ¢ija se pKa vrednost odreduje'®!L. U cilju odrzavanja konstantne jonske jaine
rastvora, dodaje se inertna so (NaCl ili KCI). U toku titracije prati se promena potencijala elektrode,
¢iji potencijal zavisi od koncentracije vodonikovih jona u rastvoru, tj. od pH vrednosti rastvora. Na
osnovu promene pH vrednosti u zavisnosti od dodate zapremine titranta dobija se titraciona kriva.

Najpreciznije odredivanje pKa vrednosti potenciometrijskom titracijom, postize se ako je
rastvorljivost supstance ve¢a od 5x10* M u okviru celog pH opsega titracije. Ovu metodu, koja se
najéesc¢e primenjuje u kasnoj fazi razvoja leka i ranoj fazi razvoja formulacija®®, karakterisu visoka
tacnost, jednostavnost izvodenja, moguénost odredivanja u obojenim rastvorima®®, U cilju postizanja
Sto vece tanosti moraju se pripremiti rastvori koji ne sadrze ugljen dioksid, a supstance moraju biti
visoke ¢istoce i stabilnosti.

Samo na osnovu izgleda titracione krive ne mogu se predvideti sve pKa vrednosti u slucaju
jedinjenja sa vise od jednog jonizacionog centra, bliskih pKa vrednosti. Za analizu potenciometrijskih
podataka koriste se razlic¢iti kompjuterski softveri. NajceS¢e koris¢en program za obradu
ekspermintalnih podataka je HYPERQUAD!* koji omoguéava evaluaciju preklopljenih procesa
jonizacije jedinjenja sa ve¢im brojem jonizacionih centara, bliskih pKa vrednosti. Takode, primenom
ovog programa moguce je precizno odrediti pKa vrednosti €ak i u slu¢aju slozenih sistema kada je u
rastvoru prisutno vise jedinjenja koja mogu da jonizuju, kao $to su lekovi u obliku soli sa slabim
organskim kiselinama ili bazama.
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1.3.2.2. Ostale metode za odredivanje pKa vrednosti

Elektroforeza zahteva malu koli¢inu uzorka (koncentracija 10°® M) koji ne mora biti visokog
stepena Cistoe, pri ¢emu se moze analizirati veéi broj jedinjenja istovremeno®®1%113 Od kljuéne
vaznosti za taénost metode je izbor puferall,

UV-spektofotometrija je metoda kojom se postize visoka preciznost odredivanja, ali zahteva
prisustvo hromofore u strukturi jedinjenja, visok stepen ¢istoce uzorka i adekvatnu rastvorljivost (10

®_10° M) u pH opsegu odredivanjal!l,

NMR-spektrometrija omogucava praéenje jonizacije odredene funkcionalne grupe u
molekulu sa vise jonizacionih centara bliskih pKa vrednosti®®. Ova metoda je pogodna za odredivanje
niskin pKa vrednosti, izmedu 0 i 2°°. Potrebna je velika koli¢ina supstance §to moze biti
ogranicavajuci faktor primene kod slabo rastvorljivih supstanci. Koris¢enje deuterisanih rastvaraca
uslovljava visoku cenu analiza, a jonizacioni profil moze biti drugaciji u odnosu na “Cisto” vodeni
rastvor.

HPLC metoda je pogodna u sluc¢aju slabo rastvorljivih supstanci ili ako je dostupna mala
koli¢ina uzorka koji nije visokog stepena ¢istoé¢e!'®. Tagnost je manja u poredenju sa ostalim
metodama usled primene organskih rastvarata u mobilnoj fazi (mogué je uticaj na pomeranje
protolitickih ravnoteza u odnosu na “Cisto” vodeni rastvor) i mogucih interakcija analita sa
stacionarnom fazom*!3. Odredivanje pKa vrednosti u vodeno-organskim smesama sa malim udelom
organskog rastvara¢a moze biti otezano usled velikih retencionih vremenal’®. Povecanje koli¢ine
organskog rastvaraca u mobilnoj fazi ¢esto uti¢e na smanjenje pKa vrednost baznih i poveéanje pKa
vrednost kiselih analita u odnosu na pKa vrednosti koje su potenciometrijski odredene u “Cistoj” vodi.

Za predvidanje pKa vrednosti mogu se primeniti kompjuterski programi kao sto su: ADMET,
PredictorTM, SPARC, ACD/Lab*®?, Podaci dobijeni na ovaj nadin imaju znacaj kao smernice u
planiranju eksperimentalnih odredivanja jer se vrednosti mogu razlikovati i do 2 pKa jedinice u
poredenju sa eksperimentalno odredenim vrednostima. Formiranje baze podataka sa eksperimentano
odredenim pKa vrednostima doprinelo bi preciznijem predvidanju pKa vrednosti strukturno slicnih
molekula, primenom racunskih programa.

1.3.2.3. Odredivanje pKa vrednosti u nevodenoj sredini

Odredivanje pKa vrednosti u vodenom rastvoru, moze predstavljati veliki problem u toku
razvoja lekova imajuci u vidu da sve veci broj lead jedinjenja, lekova kandidata ima izrazeniji
lipofilniji karakter i slabo su rastvorljivi u vodi. U cilju potenciometrijskog odredivanja pKa vrednosti
jedinjenja slabo rastvorljivih u vodi, kod kojih je rastvorljivost manja od 5x10* M, koriste se smese
vode i organskog rastvara¢a®®1%. Na taj nadin dobijaju se praktiéne pKa vrednosti (pKs*) koje su
odredene u smeSama sa razli¢itim udelom organskog rastvaraca. Koriste se organski rastvaraci koji
se dobro mesaju sa vodom kao §to su: metanol, etanol, propanol, DMSO, aceton, tetrahidrofuran®®.
svrhu®®. gregledom literature se uocava da je najveci broj podataka vezan za metanolno/vodene
rastvore®®.

U literaturi se mogu nac¢i podaci o odredivanju pKa vrednosti u smesi vode i nekoliko
organskih rastvara¢a (metanol — dioksan — acetonitril)®®, koja se koristi u slu¢aju kada se jedinjenje
ne moze rastvoriti u smesi vode i jednog organskog rastvaraca. U ovoj smeSi povecava se
rastvorljivost jedinjenja pa se mogu koristiti i nizi udeli organskih rastvaraca. Linearnost se moze
o¢ekivati do udela smese od 55%.
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Nakon odredivanja pKa* vrednosti u smeSama sa organskim rastvaraem u razli¢itim
odnosima, pKa vrednost u “Cistoj” vodi odreduje se ekstrapolacijom na 0 % organskog rastvaraca, na
osnovu linearnosti koja postoji izmedu odredenih pKa* vrednosti i udela organskog rastvaraca (m/m).

1.4. Rastvorljivost

Ispitivanje rastvorljivosti jedinjenja koja predstavljaju potencijalne lekove veoma je vazno u
gotovo svim fazama procesa otkri¢a i razvoja leka. Poznavanje rastvorljivosti je narocito znacajno
jer vec¢ina farmakoloski aktivnih jedinjenja ulazi u sastav ¢vrstih farmaceutskih oblika za oralnu
primenu. Slaba rastvorljivost jedinjenja predstavlja znacCajan problem farmaceutske industrije u
procesu razvoja novih lekova jer uti¢e na visoku cenu procesa i predstavlja Cest razlog iskljuc¢ivanja
potencijalnih lekova iz daljeg razvojat*>!®. Procenjuje se da vise od 40% lekova za oralnu primenu
koji se nalaze na trzistu i 70% lekova-kandidata su gotovo nerastvorljivi u vodil*®’, Trend
povecanja zastupljenosti novih hemijskih jedinjenja (NCE) slabe rastvorljivosti u toku procesa
razvoja moze biti posledica primene visoko propusnog skrininga za identifikaciju hit jedinjenjalt’8,
Proces optimizacije strukture potencijalnog leka Cesto zahteva uvodenje lipofilnih grupa da bi se
povecao afinitet za receptore ¢iji su endogeni ligandi visoko lipofilni ili su u pitanju receptori koji se
nalaze intracelularno ili u nukleusu®’.

Rastvorljivost se odreduje kontinuirano od pocetnih faza razvoja leka. Od parametara koji se
odreduju tokom fizicko-hemijske karakterizacije jedinjenja (rastvorljivost, pKa vrednost, lipofilnost,
permeabilnost) rastvorljivost ima vaznu ulogu u odlucivanju da li ¢e do¢i do daljeg razvoja datog
jedinjenjal'®12!, Poznavanje rastvorljivosti je od znadaja sa aspekta izvodenja farmakologkih,
toksikologkih, ~farmakokineti¢kih studija, optimizacije strukture potencijalnog leka!?1?2,
Optimizacija rastvorljivosti se moze posti¢i uvodenjem hidrofilnih grupa, smanjenjem lipofilnosti,
promenom planarnosti i simetrije kristalne resetke'?>!24. Tip rastvorljivosti koji se odreduje zavisi od
faze razvoja. Kineticka rastvorljivost se odreduje U toku rane faze razvoja leka dok se u kasnijim
fazama pretezno ispituje ravnotezna rastvorljivost.

Slaba rastvorljivost moze usloviti sledeée probleme tokom in vitro ispitivanjalt’12:

- Visoko propusnim skriningom se moze identifikovati mali procenat hit jedinjenja usled
slabe rastvorljivosti ispitivanih jedinjenja.

- Pogresan odnos stukture i aktivnosti, jer je koncentracija leka koja dolazi do receptora niza
od ocekivane.

- Neadekvatna procena rezultata ADME ispitivanja.

- Neadekvatna procena toksi¢nosti leka (slaba rastvorljivost uslovljava manju inhibiciju
CYP enzima i blokadu hERG kalijumskog kanala).

Rastvorljivost je pored permeabilnosti i brzine rastvaranja, kljucan faktor koji uti¢e na
biolosku raspolozivost. Apsorpcija supstance zavisi od njene rastvorljivosti U gastrointestinalnoj
teCnosti. Na rastvorljivost i apsorpciju uti¢e prisustvo Zuc¢nih soli, lecitina, motilitet, zapremina
prisutne te¢nosti, velika apsorptivna povrsina, prisustvo hrane, pH vrednost'?®1?®, U razli¢itim
delovima GIT-a zastupljene su razliite pH vrednosti sredine koja moze uticati na promenu
rastvorljivosti jonizovanih lekova, formiranje soli, hidrata, taloZenje i ponovno rastvaranje leka?627,
Nakon rastvaranja soli, lokalno dolazi do formiranja pufera, Sto izaziva promenu pH vrednosti
mikrookruZenja i rastvorljivosti u difizionom sloju'®. Razlika u pH vrednosti mikrosredine i pH
vrednosti rastvora moze biti i nekoliko pH jedinica'!®!?8, Nakon odlaska iz difuzuonog sloja
jedinjenje se moze taloziti u amorfnom ili kristalnom obliku. Ukoliko su u pitanju Cestice sa velikom
povrsinom, to moZe izazvati brzo rastvaranje u novoj dostupnoj koli¢ini gastrointestinalne tecnosti 1
poveéanje bioloske raspolozivosti jedinjenjal?®. Ukoliko je rastvorljivost nejonizovanog oblika
(intrinzicka rastvorljivost) jedinjenja mala, precipitacija se moze desiti veoma blizu povr$ine Cestice,
pri éemu se formira film koji spre¢ava dalje rastvaranje i smanjuje biolosku raspolozivost'?,
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Slaba rastvorljivost u vodi ne uslovljava nuzno slabu rastvorljivost na nivou GIT-a, jer
fiziololoske te¢nosti u odredenom stepenu doprinose solubilizaciji'?®. Rastvorljivost i brzina
rastvaranja soli se mogu smanjiti usled efekata zajednickog jona (prisustvo natrijumovog ili hloridnog
jona)!t®12L Na nivou GIT-a mogu se formirati prezasiéeni rastvori, jer je intraluminalna koncentracija
znacajno veca u poredenju sa ravnoteznom rastvorljivoséul!’. Formiranje prezasi¢enih rastvora moze

doprineti ve¢oj biologkoj raspolozivosti*!’12,

Apsorpcija zavisi i od brzine rastvaranja leka. Rastvorljivost, pored povrSine Cestica ¢vrste
supstance znacajno uti¢e na brzinu rastvaranja lekovite supstance. Veca rastvorljivost doprinosi vecoj
brzini rastvaranja i posledicno vecoj koncentraciji leka na nivou gastrointestinalne tecnosti, $to
povecava apsorpciju jer pasivna difuzija zavisi od koncentracionog gradijenta izmedu luminalne i
apikalne membrane. Glavni problem vezan za slabu rastvorljivost je smanjena apsorpcija i varijabilna
bioloska raspolozivost nakon oralne primene leka 7120,

Rastvorljivost leka pored apsorpcije utice i na distribuciju i eliminaciju. Prilikom primene
parenteralnih preparata mora se voditi racuna o rastvorljivosti supstance na pH vrednosti krvi ukoliko
se lek primenjuje intravenski. Dodatni problem moze se javiti kod natrijumovih i hloridnih soli, jer
do talozenja moze do¢i i usled prisustva natrijumovog i hloridnog jona u krvi (efekat zajednickog
jona). Prilikom eliminacije slaba rastvorljivost moZze izazvati pojavu nezeljenih efekata. Naime, na
nivou tubula bubrega, dolazi do smanjenja pH vrednosti §to moze dovesti do talozenja prisutnih
molekula leka.

Rastvorljivost je vazna osobina o kojoj se mora voditi racuna i u procesu razvoja formulacije
farmaceutskih oblika. Na osnovu podataka o intrinzickoj rastvorljivosti, profila pH zavisne
rastvorljivosti, rastvorljivosti u nevodenim rastvara¢ima i bioloski relevantim medijumima, bira se
farmaceutski oblik, postupak izrade i ekscipijensi. Od rastvorljivosti zavisi da li ¢e se koristiti kristalni
ili amorfni oblik jedinjenja, izbor odgovarajuc¢eg polimorfnog oblika, soli ili estra. U cilju povecanja
rastvorljivosti mogu se koristiti razli¢ite tehnike!?®13%131 Farmaceutsko tehnoloske operacije susenje,
granulacija,kompresija mogu izazvati promenu polimorfnog oblika, nastatak malih koli¢ina amorfnih
oblika, kao i promenu hidratnog oblikal?®. Ove promene mogu uticati na stabilnost, rastvorljivost,
izgled, brzinu rastvaranja i biolosku raspolozivost jedinjenja. Da bi se odobrilo stavljanje leka u
promet, FDA zahteva sprovodenje detaljnih studija u cilju identifikacije i karakterizacije polimorfnih
oblika lekova, kao i amorfnog oblika, hidrata i solvata, a naglasena je i vaznost kontole kristalnog

oblika u toku razli¢itih faza pripreme farmaceutskog oblika'®.

Rastvorljivost zavisi od osobina jedinjenja (molekulske mase, funkcionalnih grupa, pKa
vrednosti, stereohemije molekula). Povecanjem molekulske mase rastvorljivost se smanjuje. Na
rastvorljivost uti¢e broj mogucih vodoni¢nih veza i broj jonizujucih grupa. Funkcionalne grupe koje
mogu formirati vodoni¢ne veze uti¢u na poveéanje hidrofilnosti jedinjenja*. Moguénost formiranja
vodoni¢nih veza je od vaznosti za ostvarivanje interakcije sa receptorom. Prisustvo jonizujuc¢ih
funkcionalnih grupa moze povecati rastvorljivost jedinjenja usled ostvarivanja jon-dipol interakcija
sa molekulima vode. U slu¢aju amfolita, pri odredenim pH vrednostima, prisustvo jonizovanih grupa
moZe smanjiti rastvorljivost intramolekulskim interakcijama usled formiranja cviterjona®. Jake jon-
jon intramolekulske interakcije se mogu ostvariti u slu¢aju jonizujucih grupa koje se nalaze jedna
blizu druge*. U slu¢aju amfolita veca udaljenost jonizuju¢ih grupa cviterjona uslovie veéu
rastvorljivost. Prisustvo aromati¢nih 1 alkil grupa smanjuje rastvoljivost jedinjenja. Za predvidanje
rastvorljivosti u vodi moze se koristiti Lemkeov empirijski pristup®. Rastvorljivost jedinjenja zavisi
od odnosa solubilizuju¢eg efekta funkcionalnih grupa i broja ugljenikovih atoma u vodi. Moze se
pretpostaviti da ¢e jedinjenje biti rastvorljivo u vodi ukoliko potencijal rastvaranja funkcionalnih
grupa prevazilazi ukupan broj ugljenikovih atoma®.
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Stereohemija molekula moze uticati na rastvorljivost. Enantiomeri mogu formirati razlicite
kristalne oblike. Kristali racemata su stabilniji i gus¢e se pakuju u prostoru u poredenju sa
pojedinacnim kristalima enantiomera, Sto uslovljava razli¢itu rastvorljivost. Rastvorljivost supstanci

u ¢vrstom stanju zavisi od toga da li je re¢ o kristalnom ili amorfnom obliku, hidratu ili solit%,

Primena soli je znacaja za farmaceutsku industriju jer rastvorljivost jedinjenja nakon
formiranja soli mozZe biti pove¢ana do hiljadu puta®®?3. Soli pokazuju razli¢itu rastvorljivost jer
poseduju razli¢itu energiju kristalne reSetke.

Amorfni oblici supstanci u poredenju sa kristalnim oblicima supstanci imaju vecu
rastvorljivost i brze se rastvaraju. Amorfni oblici supstanci su manje stabilni i teZze da predu u kristalno
stanje usled nize slobodne energije kristalnog stanja. Primena amorfnih oblika u razvoju
farmaceutskih formulacija je ograniGena, uprkos vecoj rastvorljivosti i posledi¢no vecoj
bioraspolozivosti. Uvek postoji moguénost prelaska amorfnog oblika u stabilnije kristalno stanje
gime se smanjuje rastvorljivost, a time i bioloska raspolozivost!?,

Procenjuje se da su polimorfni oblici zastupljeni kod 30% jedinjenja i usled razli¢ite energije
kristalne reSetke pokazuju razli¢ite vrednosti rastvorljivosti. Tokom vremena polimorfni oblici
prelaze u najstabilniji oblik za date vrednosti temperature i pritiska. Promene kristalnih oblika se
moraju ispitati, jer od kristalnog oblika zavise rastvorljivost i brzina rastvaranja, kao i bioloska
raspoloZivost. Promene kristalnog oblika mogu biti uzrok fizicke nestabilnosti farmaceutskih
preparata®3,

Najvec¢i broj anhidrovanih oblika pokazuje dvostruko vecu rastvorljivost u poredenju sa
hidratisanim oblicima®'®*®2, Hidratisani i anhidrovani oblici se razlikuju i u brzini rastvaranja'6132,
Brzina rastvaranja hidratisanih je najces¢e manja u poredenju sa anhidrovanim oblicima.

Polarnost rastvaraca znac¢ajno uti¢e na rastvorljivost jedinjenja. Prisustvo korastvaraca moze
usloviti povecanje rastvorljivosti. Primena korastvaraca (etanol, propilen glikol) je naro€ito znacajna
pri formulaciji preparata za oralnu i parenteralnu primenu!®, Prisustvo korastvaraa smanjuje
polarnost vode i ometa formiranje vodoni¢nih veza izmedu molekula vode, Sto uslovljava poveéanje
rastvorljivosti jedinjenja. Dodatak korastvarata moze uticati na pomeranje protoliticke ravnoteze 1
smanjenje jonizacije jonizuju¢ih grupa jedinjenja.

Rastvorljivost jedinjenja zavisi i od temperature i prilikom odredivanja rastvorljivosti mora
se naznaditi temperatura pri kojoj je ispitivanje izvedeno®3***. U skladu sa Le Sateljeovim principom
ravnoteze, rastvorljivost se smanjuje u sluc¢aju kada je proces rastvaranja egzoterman, dok se
rastvorljivost poveéava ukoliko je proces rastvaranja endoterman®3®.

Na rastvorljivost lekova koji sadrze jonizujuée centre utice pH vrednost rastvora. Promena pH
vrednosti u okviru 2 pH jedinice iznad i ispod pKa vrednosti jonizujuce grupe uslovljava promenu
zastupljenosti nejonizovanog oblika u opsegu 1 - 99%.

Zavisnost rastvorljivosti od promene pH vrednosti se moze definisati preko sledecih
Handerson-Hasselbach jedna¢ina®3*:

Rastvorljivost slabe kiseline log S = log So + log(1+10°HPX,) (1)
Rastvorljivost slabe baze log S = log So + log(1+10PKa-PH) )
Rastvorljivost amfolita log S = log So+ log(1+10 PXePH) + og(1+10PH - PKa2) (3)

U Biofarmaceutskom sistemu klasifikacije (BSK) rastvorljivost jedinjenja se definiSe preko
doznog broja. Ispituje se rastvorljivost supstance u 250 ml vode (najveca primenjena doza) pri opsegu
pH vrednosti 1 — 7,5 (zahtev FDA). European Medicines Agency (EMEA) daje smernice da se
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ispitivanje rastvorljivosti izvodi pri opsegu pH vrednosti 1 — 6,8. Supstanca se definiSe kao
rastvorljiva ukoliko je dozni broj jednak ili manji od 1, tj. jedinjenje se u najvecoj dozi moze rastvoriti
u 250 ml vode ili manje.

Pored rastvorljivosti u vodi, ispituje se i rastvorljivost u bioloski relevantom medijumu®®’.
Niska rastvorljivost potencijalnog leka u vodi, nije automatski kriterijum za iskljucivanje
potencijalnog jedinjenja iz daljeg razvoja, jer jedinjenje moze posedovati relativno visoku
rastvorljivost u te¢nosti gastrointestinalnog trakta. Stepen povecanja rastvorljivosti usled prisustva
zucnih soli je nemoguce predvideti bez eksperimentalnog ispitivanja.

Kod neelektrolita rastvorljivost je definisana jednom vredno$c¢u, dok se kod elektrolita moze
razlikovatit3813°:
1. rastvorljivost u vodi (nepuferovanom rastvoru),

2. intrinzi¢ka rastvorljivost - rastvorljivost na pH vrednosti rastvora pri kojoj je prisutan
samo nejonizovani oblik jedinjenja,
3. rastvorljivost pri odredenoj pH vrednosti.

Ravnotezna rastvorljivost predstavlja koncentraciju supstance u zasi¢enom rastvoru iznad
taloga, pri ¢emu je uspostavljena dinamicka ravnoteza izmedu supstance u talogu i supstance u
rastvoru'®, Za svaku vrednost temperature i pritiska postoji odredena vrednost ravnotezne
rastvorljivosti za odredenu supstancu.

TermodinamiCka rastvorljivost se Cesto naziva i pravom rastvorljivos¢u. Odredivanje
termodinamicke rastvorljivosti je znacajno u kasnim fazama razvoja leka. Ovaj tip rastvorljivosti
ukljucuje i energiju koja je potrebna za razaranje kristalne resSetke, pa se moze Koristiti za odredivanje
rastvorljivosti razlicitih polimorfnih oblika. Polimofni oblici pokazuju razli¢itu rastvorljivost i razlike
u bioloskoj raspolozivosti usled razlicite energije kristalne reSetke. Tokom procesa razvoja pocetne
serije amorfnog ili delimi¢no kristalnog oblika zamenjuju se sa velikim serijama kristalnih oblika
visoke cistoce, Sto uslovljava nizu rastvorljivost, pa je odredivanje termodinamicke rastvorljivosti
veoma zna¢ajno'’®. Termodinamicka rastvorljivost se odreduje u razli¢itim fizioloski znacajnim
medijumima (puferi pH vrednosti 1 - 9, simulirani gastri¢ni fluid, simulirani intestinalni fluid),
solubilizatorima znacajnim za formulaciju (Tween 80, PEG 200, PEG 400) i organskim rastvara¢ima
(etanol, oktanol, cikloheksan)!?!. Odredivanje termodinamicke rastvorljivosti je od znacaja za

formulaciju leka, podnosenje zahteva za registraciju, analizu rezultata in vivo ispitivanjal?.,

Prividna rastvorljivost predstavlja rastvorljivost supstance u rastvoru iznad taloga nakon
dugog vremena inkubacije!®. Period inkubacije moze trajati od nekoliko sati do jednog dana*®. Ovaj
tip rastvorljivosti se odreduje u toku ranog procesa razvoja kada nije uvek izvodljivo odredivanje
termodinamicke rastvorljivosti.

Kineticka rastvorljivost predstavlja maksimalnu rastvorljivost oblika jedinjenja koji se
najbrze talozi. Prilikom odredivanja ovog tipa rastvorljivosti ne dostize se ravnoteza izmedu
supstance u talogu i rastvoru, ve¢ kineti¢ka rastvorljivost predstavlja trenutnu koncentraciju (u
najve¢em broju slucajeva u vremenskom periodu od nekoliko minuta do 2h)®°. Kineticka
rastvorljivost se moze posmatrati kao tendencija supstance ka precipitaciji u kratkom vremenskom
periodu'®. Kineti¢ka rastvorljivost je ve¢a u poredenju sa termodinamickom rastvorljivoséu.
Termodinamicka i kineticka rastvorljivost se uglavnom odreduju u fosfatnom puferu pH opsega 6,5
- 7 (pH vrednost intestinalne te¢nosti). Podaci o kinetickoj rastvorljivosti narocito su znacajni u toku
rane faze razvoja leka kada su dostupne izuzetno male koli¢ine supstanci nepoznate kristalne
strukture.
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1.4.1. Metode za odredivanje rastvorljivosti

Veliki broj faktora moze uticati na eksperimentalno odredivanje rastvoljivosti. Pregledom
literature moze se uociti da se podaci o vrednostima rastvorljivosti za isto jedinjenje razlikuju za
prose¢no 0,6 logS, mada se mogu naéi i ve¢a odstupanja’4®1%, Vrednosti rastvorljivosti zavise od
eksperimentalnih uslova (vreme talozenja, vreme mesanja, nain odvajanja taloga, sastav pufera,
temperature, pH vrednost), metode odredivanja, Cistoce supstance, kristalnog oblika. Prilikom
odredivanja rastvorljivosti moguce je formiranje agregata (dimeri, trimeri), micela i kompleksa sa
komponentama pufera 134138,

U literaturi je dostupan veliki broj racunarskih modela koji su razvijeni za predvidanje
rastvorljivostil*t143, Uprkos intezivnom razvoju, uspesnost predvidanja rastvorljivosti nije u
potpunosti adekvatna. Precizniji podaci se mogu ocekivati za odredivanje termodinamic¢ke u
poredenju sa kineti¢kom rastvorljivoscu, jer se za razvoj modela koristi intrinzi¢ka rastvorljivost!?.,
Tacnost eksperimentalnih podataka koji se koriste za razvoj modela, su od klju¢ne vaznosti za
uspesnost predvidanja rastvorljivosti raCunskim putem. Podaci o rastvorljivosti se preuzimaju iz
javno dostupnih baza podataka, ali postavlja se pitanje uporedljivosti ovih podataka usled
nepostojanja standardizovanog postupka odredivanja termodinamicke rastvorljivosti.

Za odredivanje ravnotezne rastvorljivosti postoji vise metoda:

Shake-flask metodu su prvi opisali Huguchi and Connors 1953. godine. Predstavlja standardnu
metodu za odredivanje rastvoljivosti koja je pogodna za odredivanje rastvorljivosti slabo rastvorljivih
supstanci. Prilikom odredivanja ovog tipa rastvorljivosti uzorak u ¢vrstom stanju se unosi u rastvarac,
a rastvorljivost se meri nakon $to je uspostavljena dinamicka ravnoteza izmedu taloga i supstance
urastvoru. Na pocetku odredivanja formira se talog koji je u istom kristalnom obliku u kome je bila
sama supstanca pre unosenja u rastvor. Nakon odredenog vremena supstanca moze preéi u stabilniji
polimorfni oblik, zatim se moze ponovo rastvoriti i kristalisati. Ovaj postupak se moze nekoliko puta
ponavljati. Temperatura pri kojoj se vrsi ispitivanje je najéesce 25° ili 37°C. Vreme meSanja moze
biti od 48 sati do dve nedelje, dok se za postizanje ravnoteze primenjuju razli¢iti vremenski intervali
od 24 do 72 sata®®'%°. Podesavanje pH vrednosti se izvodi primenom Sorensenovog pufera (pH 3-7),
Britton-Robinson pufera (pH 2,5 — 11,5), hlorovodoniéne kiseline (pH < 2,5)%!%, Termodinamicka
rastvorljivost zavisi od oblika koji je prisutan kada je postignuta ravnoteza. Manje stabilni kristali
imaju vecu rastvorljivost u poredenju sa stabilnijim kristalnim oblicima. Kristalni oblici imaju manju
rastvorljivost u poredenju sa amorfnim oblicima. Nakon uspostavljanja ravnoteze, talog se odvaja od
rastvora (sedimentacijom, centrifugiranjem, filtracijom). Koncentracija rastvorene supstance
najéesce se odreduje UV spektrofotometrijski ili primenom HPLC metode.

1.5. DFT (Density Functional Theory) metoda

DFT je kvantno-mehani¢ka metoda koja se zasniva na koris¢enju elektronske gustine u cilju
odredivanja razli¢itih fizi¢ko-hemijskih parametara'**148, DFT metoda je zastupljena u velikom broju
publikacija usled optimalnog odnosa tacnosti, preciznosti, kompjuterskih resursa i vremena
izraCunavanja. Za razliku od talasne funkcije koja zavisi od 4N promenljivih, elektronska gustina
zavisi samo od tri prostorne koordinate X,y,z. Elektronska gustina se moze eksperimentalno odrediti
(difrakcijom X zraka). DFT metode se mogu koristiti u razli¢itim softverskim paketima Gaussian,
GAMESS, HyperChem, Spartan.

Kvantno-mehani¢ke metode zasnivaju se na re$avanju Sredingerove jednacine. Sredingerova
jednacina se moze resiti samo za atom vodonika, dok u slu€aju ostalih atoma i molekula reSavanje je
nemoguce, usled velikog broja stepeni slobode. U cilju prevazilazenja ovog problema Koristi se Born-
Oppenheimer-ova aproksimacija. Aproksimacija se zasniva na Cinjenici da je masa jezgra znacajno
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veca u poredenju sa masom elektrona, Sto uslovljava da je brzina elektrona mnogo veca u poredenju
sa brzinom jezgra. Jezgra atoma u molekulu se mogu posmatrati kao stati¢na, tj. elektroni se krecu u
polju fiksiranih jezgara. Uzimajuéi u obzir ovu aproksimaciju Sredingerova jednadina se moze
razdvojiti na elektronsku i nuklearnu talasnu funkciju. Kineti¢ka energija fiksiranih jezgara je jednaka
nuli, dok je potencijalna energija odbijanja jezgara predstavlja konstantnu vrednost. ReSavanjem
elektronske Sredingerove jednacine dobijena je elektronska energija. Ukupna energija molekula
predstavlja zbir elektronske energije i energije medujezgrarnog odbijanja.

Osnovu DFT teorije predstavljaju dve teoreme Hoenberga i Kona'#*. Prva teorema uvodi
pojam elektronske gustine, i definiSe da se bilo koja veli¢ina (kineticka, potencijalna, ukupna
energija) moze izraziti kao funkcional elektronske gustine osnovnog stanja. Druga teorema uvodi
variacioni princip u DFT metodu i defini$e da od beskona¢no mogucih elektronskih gustina, prava
gustina osnovnog stanja minimizira funkcional ukupne energije.,,.Bilo koja probna funkcija
elektronske gustine ¢e dati energiju sistema koja je visa ili jednaka energiji pravog osnovnog stanja®.

1.5.1. Geometrijska optimizacija

Da bi molekul zauzeo najstabilniju konformaciju, potrebno je optimizovati njegovu strukturu
do oblika sa najnizom energijom. Geometrijska optimizacija je iteracijski proces izracunavanja
strukturnih parametara molekulske strukture u odredenom koordinatnom sistemu koji opisuje poloZaj
jezgara (npr. Dekartov koordinatni sistem). Male strukturne promene dovode do promena energije
molekula, a odnos te dve promene prikazan je u ravni potencijalne energije na kojoj se moze naci
viSe minimuma i maksimuma. Tacke minimuma (potencijalne jame) odgovaraju razli¢itim
konformacijama ili strukturnim izomerima najniZe energije. Minimumi mogu biti lokalni (tacka
najnize energije za ograniceni deo ravni potencijalne povrsine) i globalni (tacka najnize energije u
celoj ravni). Maksimumi na ravni potencijalne povr$ine mogu biti vrhovi i brazde. Pri svakoj iteraciji
racunaju se energija i gradijent, pri ¢emu pozitivna vrednost gradijenta oznacava porast energije, dok
negativna vrednost oznacava smanjenje energije sistema®*®,

Geometrijska optimizacija zapocinje poCetnim razmestanjem atoma u molekulu i molekula u
koordinatnom sistemu. U datoj tacki se izraCunavaju energija i gradijent, a zatim se, s obzirom na
promenu sile i energije u razliitim smerovima, odreduje promena geometrije za slede¢i korak
optimizacije. Nakon svake iteracije, sistem prikazuje stanje optimizacijskog racuna. U cilju
sprecavanja greske prilikom odredivanja stacionarne tacke, zadaju se kriterijumi konvergencije koje
sistem mora zadovoljiti da bi bilo sigurno da ne postoji ta¢ka jos nize energije'*.

1.5.2. Solvatacioni efekat

Geometrijska optimizacija se najceSce izvodi u gasnoj fazi, medutim, eksperimentalne
vrednosti se dobijaju rastvaranjem molekula u odredenom rastvaracu, tako da je neophodno uzeti u
obzir 1 efekte solvatacije. Rastvara¢ uti€e na energiju 1 strukturu, pa je potrebno pazljivo odabrati
solvatacioni model i nacin izraunavanja solvatacije. Interakcije rastvaraca i rastvorenog molekula
mogu se izraunati na tri nacina: eksplicitnim molekulima rastvaraa koji okruZuju rastvoreni
molekul stvarajuéi solvatacionu ljusku, implicitnim uticajem rastvaraca koji svojim dielektricnim
svojstvom utice na energiju i geometriju molekula, kao i kombinovanim pristupom u kome se za opis
solvatacije istovremeno koriste eksplicitni molekuli rastvaraca i implicitni uticaj rastvaraca
(supramolekulski pristup). Implicitna solvatacija podrazumeva stvaranje solvatacione Supljine i uticaj
okolnog polarizovanog medijuma na posmatranu hemijsku strukturu u Supljini. Najcescée se koriste
Polarizable Continuum Model (PCM), Conductor-like Polarizable Continuum Model (CPCM),
Solvation Model “Density” (SMD), COnductor-like Screening MOdel (COSMO) modeli pri
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geometrijskoj optimizaciji ili pri izraCunavanju Gibbsove slobodne energije solvatacije (solvatacioni
efekat na geometriju molekula optimizovanu u gasnoj fazi). Geometrijska optimizacija u implicitnom
rastvoru sprovodi se naj¢eSc¢e da bi se uporedile strukture dobijene geometrijskom optimizacijom u
vakuumu i rastvoru. Ukoliko nema znacajnih razlika u strukturi, Gibbsova slobodna energija
solvatacije moze se izraCunati na strukturi dobijenoj geometrijskom optimizacijom bez implicitnog
rastvora®®t1%2,

1.6. Literaturni podaci o fizicko-hemijskoj karakterizaciji sartana

Pregledom literature utvrdeno je da postoji malo podataka o pKa vrednostima sartana, kao i da
su ¢esto podaci nepotpuni jer je eksperimentalno odredena samo jedna pKa vrednost za molekule sa
dva jonizujuca centra (Tabela 3). Na osnovu takvih podataka ne moze se steci pravi uvid u postojanje
svih ravnoteznih oblika, ve¢ dobijena vrednost ukazuje samo na prosecnu jonizaciju molekula. U
literaturi nema podataka o ispitivanju protolitickih ravnoteza u prisustvu micela razli¢itog
naelektrisanja.

Tabela 3. Podaci iz literature o odredivanju pKa vrednosti sartana

Sartan pKa Literaturni podaci
Valsartan pKa1 3,601%3
pKaz 4,701%3; 5,06%54; 4,901%°
Losartan pKa1 205153
pKaz 4,251%3; 3,151%5; 4,7015¢
Irbesartan pKai 3,69153
pKaz 4,42153; 4,705

Pored toga, pretrazivanjem literature'® se moze uociti da je rastvorljivost sartana uglavnom

definisana opisnim terminima, dok u literaturi nema podataka o uticaju nejonskih surfaktanata na
rastvorljivost sartana.
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Na osnovu pregleda literature, prikazanog u Uvodu®*1% moze se uoditi da podaci o pKa

vrednostima sartana nisu potpuni, jer je u najveéem broju slucajeva za dva jonizaciona centra
odredena samo jedna pKa vrednost. Takode podaci o uticaju surfaktanata na protoliticke ravnoteze
nisu potpuni. U literaturi se mogu pronaci dve studije o ispitivanju uticaja katjonskog surfaktanata
CTAB na pKa vrednost tetrazola losartana i valsartana, dok nema podataka o ispitivanju uticaja
anjonskog i nejonskog surfaktanta na pKa vrednosti sartana.

Imajuéi u vidu da se fizicko-hemijske osobine lekova (rastvorljivost, jonizacija), odredene u “Cisto”
vodenoj sredini, mogu razlikovati u fizioloSkim uslovima, kao i moguc¢nost primene micela kao
simulirajucih sistema biomembrana, postavljeni su ciljevi ove disertacije:

. Odredivanje pKa vrednosti sartana (losartana, irbesartana, valsartana) u “¢isto”

vodenim rastvorima

o Odredivanje pKavrednosti sartana u micelarnim rastvorima surfaktanata, anjonskom
(SDS), katjonskom (CTAB) i nejonskim (TX-100, Brij 35)

o Procena uticaja surfaktanata na protolitic¢ke ravnoteze sartana i predvidanje

interakcija sa micelama

Pregledom literature’> se moze uo¢iti da je rastvorljivost sartana uglavnom definisana opisnim
terminima, dok u literaturi nema podataka o uticaju nejonskih surfaktanata na rastvorljivost sartana.
U ovoj disertaciji odrediée se:

o Rastvorljivost sartana pri fizioloski zna¢ajnim pH vrednostima

o Predvidanje interakcija micela i sartana koje doprinose povecanju rastvorljivosti

Da bi se procenilo ponasanje leka u biosredini, primenice se metode rac¢unarske hemije:

o U cilju odredivanja redosleda jonizacije u molekulima losartana, irbesartana,
valsartana
o Za predvidanje interakcija irbesartana, losartana i valsartana sa micelama na osnovu

vrednosti energija i molekulskih deskriptora izracunatih primenom B3LYP/6-31G

baznog seta u programu Gaussian 09.
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3.1. Oprema

Sistem za titraciju 798 MPT Titrino Metrohn (Herisau, Svajcarska) sa
kombinovanom elektrodom (LL unitrode Pt1000, Metrohm)
Analiticka vaga Sartorius (Sartorius AG, Goettingen, Nemacka)
Ultrazvuéno kupatilo, J.P. Selecta (Barselona, Spanija)

TKA sistem za precis¢avanje vode (Niederelbert, Nemacka)

Sistem za odrzavanje temperature Polistat CC2 (Huber, Nemacka)

pH metar Radiometar model PHM 240 PH/ION-meter (Radiometer,
Kopenhagen, Danska)

3.2. Hemikalije

Standardi ispitivanih supstanci: irbesartan, (2-butil-3-[[2 (1H tetrazol-5-
i)[1,1 bifenil-4-iljmetil]1,3-diazaspiro[4,4]non-1-en-4-on;
losartan, [2-butilhloro-3-[[4-[2-(2H-tetrazol-5-il) fenil]fenil]metill]imidazol-

4-illmetanol,

valsartan, (2S)-3metil-2-[pentanoil-[[4-[2-(2H-tetrazol-

5-il) fenil]fenil]metilJamino]butanska kiselina.
Natrijum-dodecilsulfat (J.T. Baker, Deventer, Holandija)
Cetiltrimetilamonijum-bromid (Acros Organic Geel, Belgija)

Triton X-100 (4-oktilfenilpolietoksilat) Acros (Organic Geel, Belgija)

Brij 35 (30% w/w) (polioksietilen (23) lauriletar) (Merck, Darmstadt,
Germany)

Natrijum- hidroksid Titrisol ® (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Hlorovodoni¢na kiselina Titrisol ® (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Standardni rastvor pufera pH 4,00 (Radiometer, Villeurbanne Cedex,

Francuska)

Standardni rastvor pufera pH 7,00 (Radiometer, Villeurbanne Cedex,

Francuska)

Kalijum-hidrogenftalat (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Natrijum-hlorid (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Metanol (Merck, Darmstadt, Nemacka)

85% ortofosforna kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka)

Glacijalna sir¢etna kiselina (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Natrijum-acetat trihidrat (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Natrijum hidrogen fosfat (Merck, Darmstadt, Nemacka)

3.3. Racunarski programi

HyperQuad software 2008

OriginPro 8 SRO, MA, SAD, 2007

Microsoft Excel, Microsoft Corporation, SAD, 2003

ChemBio Draw Ultra, Version 13.0, Cambridge Soft Corporation, MA, SAD.
2012

Gaussian 09, Revison D.01, Gaussian, Inc, Wallingford, CT, SAD, 2009

ChemBio3D Ultra, Version 13.0 Cambridge Soft Corporation 2012

ACD/pKa Version 12.0, Advanced Chemistry development, Inc, Toronto,
ON, Canada, 2011
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o ChemAxon, MarvinSketch, 16.5.2.0, Budampest, Hungary, 2013.

3.4. Potenciometrijsko odredivanje pKa vrednosti irbesartana, losartana i
valsartana

3.4.1. Standardizacija rastvora natrijum-hidroksida i
hlorovodonicne Kkiseline

Standardni rastvori hlorovodoni¢ne kiseline i beskarbonatnog natrijum-hidroksida
pripremani su prenoSenjem sadrzaja ampule Titrisol® u odmerni sud od 1000 ml i
dopunjavanjem do crte redestilovanom vodom. Rastvori su standardizovani
potenciometrijski. Za standardizaciju rastvora natrijum-hidroksida korisé¢en je kalijum-
hidrogenftalat kao primarna standardna supstanca. Za standardizaciju rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline koriséen je standardizovan rastvor natrijum-hidroksida. U oba sluc¢aja
koncentracija standardnog rastvora dobijena je izvodenjem najmanje tri nezavisne titracije.

3.4.2. Priprema micelarnih rastvora surfaktanata

Rastvor anjonskog surfaktanta (SDS) koncentracije 0,01 M (0,1 M NaCl) pripremljen
je prenoSenjem 2,8838 g SDS i 5,8440 g natrijum-hlorida u odmerni sud od 1000 ml i
dopunjavanjem do crte redestilovanom vodom.

Rastvor katjonskog surfaktanta (CTAB) koncentracije 0,01 M (0,1 M NaCl)
pripremljen je prenoSenjem 3,6445 g CTAB i 5,8840 g natrijum-hlorida u odmerni sud od
1000 ml i dopunjavanjem redestilovanom vodom do crte.

Rastvor nejonskog surfaktanta (TX-100) koncentracije 0,01 M (0,1 M NaCl)
pripremljen je prenosenjem 6,06 ml TX-100 i 5,8840 g natrijum-hlorida u odmerni sud od
1000 ml i dopunjavanjem redestilovanom vodom do crte.

Rastvor nejonskog surfaktanta (Brij 35) koncentracije 0,01M (0,1 M NaCl)
pripremljen je prenoSenjem 11,99 g Brij 35 i 5,8840 g natrijum-hlorida u odmerni sud od 1000
ml i dopunjavanjem do crte redestilovanom vodom.

3.4.3. Odredivanje korekcionog faktora A

Za preraCunavanje izmerenih pH vrednosti u pcH vrednosti (pcH= -log[H™])
primenjena je relacija pcH = pH — A, gde je A korekcioni faktor. Vrednosti faktora A za
,,Cisto vodeni rastvor, smeSe metanol-voda (30%, 40%, 45%, 50% i 55% m/m) i rastvore
surfaktanata, odredene su eksperimentalno titracijom rastvora hlorovodoni¢ne Kiseline
(2,6025x10° M HCI; 0,1 M NaCl) standardnim rastvorom natrijum-hidroksida®>" %,

3.4.4. Ispitivanje stabilnosti sartana pri razlic¢itim pH vrednostima

Stabilnost sartana (irbesartana, losartana i valsartana) ispitana je spektrofotometrijski
u toku 24 sata u rastvorima razli¢ite pH vrednosti: 0,1 M rastvoru hlorovodoni¢ne kiseline;
0,01 M rastvoru fosfatnog pufera pH 6,90 i 0,01 M rastvoru natrijum-hidroksida. Pripremljeni
su osnovni rastvori sartana koncentracije 5x10* M u metanolu. Radni rastvori koncentracije
10° M pripremljeni su prenosenjem 0,5 ml osnovnog rastvora u odmerni sud od 25 ml i
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dopunjavanjem do crte 0,1 M rastvorom hlorovodoniéne kiseline; 0,01 M rastvorom fosfatnog pufera
pH 6,9 ili 0,01 M rastvorom natrijum-hidroksida. Apsorpcioni spektri rastvora snimani su u intervalu
200-500 nm uz odgovarajuce slepe probe, jedan minut nakon pripreme i nakon 24 sata.

3.4.5. Potenciometrijske titracije sartana u rastvorima bez i u prisustvu
surfaktanata

Jonizacione konstante irbesartana, losartana i valsartana odredene su bez i u prisustvu 102 M
surfaktanata (SDS, CTAB, TX-100, Brij 35). Izabrana koncentracija surfaktanata je znacajno iznad
njihovih cmc, zbog Cega se uticaj drugih molekula prisutnih u rastvoru na cmc mogao zanemariti.
Elektroda za merenje pH vrednosti kalibrisana je standardnim puferima pH vrednosti 4,01 i 7,00.
Utvrdeno je da surfaktanti u primenjenoj koncentraciji 102 M nisu imali znacajan efekat na pH
vrednost pufera (manje od £0,02 pH jedinice). Potenciometrijske titracije su izvedene na temperaturi
25 °C uz kontinuirano mesanje rastvora magnetnom mesSalicom. Konstantna jonska jac¢ina rastvora
0,1 M podeSena je dodatkom NaCl.

Ispitani sartani su slabo rastvorljivi u vodi zbog ¢ega su pKa vrednosti u ,,¢isto” vodenom
rastvoru, bez dodatka surfaktanata, odredene indirektno, na osnovu prakti¢nih pKa vrednosti (pKa*)
odredenih u sme$ama metanol - voda razli¢itih odnosa (30%, 40%, 45%, 50%, 55% m/m). Rastvori
sartana (5x10* M - 10 M) u 40 ml smese metanol-voda, kojima je dodat 1 ml hlorovodoni¢ne
kiseline (0,1041 M), titrovani su standardnim rastvorom natrijum-hidroksida (0,0996 M) alikvotima
od 0,02 ml. Dodatak hlorovodoniéne kiseline bio je neophodan u cilju prevodenja jonizujuéih centara
sartana u protonovane oblike. Estrapolacijom dobijenih pKa* vrednosti na 0% metanola, odredene su
pKa vrednosti sartana koje odgovaraju ,,¢isto” vodenoj sredini.

Za odredivanje pKa vrednosti sartana u micelarnim rastvorima surfaktanata primenjena je ista
procedura, ali je umesto sme$a metanol-voda kori§éen 102 M rastvor surfaktanata.

Za obradu eksperimentalnih podataka dobijenih potenciometrijskim titracijama koris¢en je
kompjuterski program Hyperquad, koji omogucava odredivanje pKa vrednosti u slozenim sistemima
sa preklopljenim kiselinsko-baznim ravnotezama“,

3.5. Odredivanje rastvorljivosti irbesartana i losartana na pH 4,5 beziu
prisustvu nejonskih surfaktanata (TX-100, Brij 35)

Rastvor sir¢etne kiseline 0,4 M pripremljen je prenoSenjem 11,6 ml glacijalne siréetne kiseline
u odmerni sud od 500 ml. Odmerni sud dopunjen je redestilovanom vodom do crte.

Rastvor natrijum-acetata 0,022 M pripremljen je prenosenjem 2,99 g natrijum-acetat trihidrata
u odmerni sud od 1000 ml. Odmerni sud dopunjen je redestilovanom vodom do crte. U odmerni sud
od 500 ml preneto je 100 ml 0,022 M rastvora natrijum-acetata i dopunjeno redestilovanom vodom
do crte.

Zasiceni rastvori irbesartana i losartana pripremljeni su u 0,01 M rastvoru acetatnog pufera pH
4,5. Za ovu svrhu 2 mg ispitivanih sartana je rastvoreno u 40 ml 0,0044 M rastvora natrijum-acetata,
I zatim je molekulski oblik sartana talozen dodatkom 0,56 ml 0,4 M sirc¢etne Kiseline. Rastvor 0,4 M
sirCetne kiseline koriS¢en je za podeSavanje pH vrednosi na 4,5. Suspenzije su termostatirane uz
mesSanje U toku 24 h, nakon ¢ega su filtrirane kroz membranski filter (0,22 um). Alikvoti filtrata su
razblazivani uz dodatak rastvora NaOH za podesavanje pH oko 11. Koncentracija anjonskih oblika
sartana je odredena spektrofotometrijski na 250 nm.
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Zasiceni rastvori ispitivanih sartana u prisustvu micelarnih rastvora Brij 35 1 TX-100
koncentracije 10° M pripremljeni su primenom procedura za odredivanje rastvorljivosti bez
surfaktanata. Veca masa sartana je bila neophodna zbog ocekivane vece rastvorljivosti u micelarnom
rastvoru. Dalji postupci termostatiranja, filtracije i razblazivanja filtrata bili su isti kao i kod
odredivanja rastvorljivosti u sredini bez surfaktanata. Apsorbancije rastvora merene su na 250 nm u
sluc¢aju ispitivanja uticaja Brij 35 i na 244 nm za ispitivanje uticaja TX-100, koris¢enjem
odgovarajucih slepih proba. Na izabranim talasnim duzinama primenjeni surfaktanti pokazuju
najmanju apsorbanciju u odnosu na ispitivane sartane.

3.6. Optimizacija strukture ravnoteznih oblika sartana i izraCunavanje
molekulskih deskriptora

Redosled jonizacije sartana, kao i potencijalne interakcije njihovih ravnoteznih oblika sa
micelama razli¢itog naelektrisanja i polarnosti, ispitani su u teorijskoj studiji.

Hemijske strukture svih ravnoteznih oblika ispitanih sartana konstruisane su u programu
ChemBioDraw Ultra 13.0™°, a zatim su od ovih struktura u programu ChemBio 3D Ultra formirani
njihovi 3D modeli*®. Irbesartan i losartan su amfoliti ¢ijom jonizacijom u rastvoru mogu nastati 4
ravnotezna oblika (katjonski, anjonski, cviterjonski i molekulski), dok je valsartan dikiselina ¢ijom
jonizacijom nastaju tri ravnotezne forme (molekulska, monoanjonska, dianjonska). Od 11 ispitanih
ravnoteznih oblika, pet ima ukupno naelektrisanje nula (molekulski oblici losartana, irbesartana,
valsartana i cviterjonski oblici losartana i irbesartana), tri sa ukupnim naelektrisanjem -1 (anjonski
oblici losartana, irbesartana i monoanjonski oblik valsartana), dva sa ukupnim naelektrisanjem +1
(katjonski oblici losartana i irbesartana) i jedan sa naelektrisanjem -2 (dianjonski oblik valsartana).
Geometrijska optimizacija svakog od 11 ispitanih ravnoteznih oblika izvedena je DFT metodom?°1:152
u gasnoj fazi, primenom B3LYP/6-31G (d,p) baznog seta u programu Gaussian 09%%. Optimizovani
molekulski modeli kori§¢eni su za sva dalja izraCunavanja. Za sve ravnotezne oblike sprovedena je
spektralna analiza i vrednosti elektronskih energija korigovane su u odnosu na vrednosti
odgovarajuc¢ih termalnih korekcija (14,9375 — 15,7317 eV za irbesartan; 12,7618 — 13,5773 eV za
losartan i 14,8182 — 15,5892 eV za valsartan).

U programu Gaussian 09! primenom B3LYP/6-31G (d,p)"®*" baznog seta*1%2 koji opisuje
uslove vodenog rastvora (Polarisable Continuum Model, PCM )? izragunati su elektronski
deskriptori. Na osnovu vrednosti energija najviSe popunjene molekulske orbitale Enomo (Highest
Occupied Molekular Orbital Energy)!®® i energija najniZe nepopunjene molekulske orbitale ELumo
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital Energy)!®, izradunati su kvantno-hemijski molekulski
deskriptori: hemijski potencijal (1), elektronegativnost (x), otpornost na transfer elektrona (hardness,
n), hemijska reaktivnost (global softness, S), indeks elektrofilnosti (w), dipolni momenat,
naelektrisanje®®1%, Razli¢iti termodinamski i sterni deskriptori izradunati su u programu
ChemBio3D Ultra 13.0%,
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4.1. Ispitivanje uticaja micelarnih rastvora surfaktanata na jonizaciju sartana

4.1.1. Odredivanje pKa vrednosti irbesartana, losartana i valsartana bez
prisustva surfaktanata

Sa hemijskog aspekta, zajednicke funkcionalne grupe u farmakofori ispitanih sartana su
bifenilna grupa, tetrazolski i imidazolski prsten, pri ¢emu neke od njih predstavljaju jonizujuce centre
(tetrazolski i imidazolski prsten). Irbesartan i losartan su amfoliti koji sadrze jednu kiselu grupu
(tetrazolski prsten) 1 jednu baznu grupu (imidazolski prsten). Valsartan je diproticna kiselina koja
sadrzi karboksilnu grupu i tetrazolski prsten Slika 11. Jonizujuci centri sartana su direktno ukljuceni
u interakciju sa AT: receptorom i zato se smatraju delom strukture koji predstavlja uslov za
farmakolosku aktivnost*°. Pregled literature pokazao je da postoji malo podataka o pKa vrednostima
sartana,’®31% kao i da su &esto podaci nepotpuni jer je eksperimentalno odredena samo jedna pKa
vrednost za molekule sa dva jonizujuéa centra 1**#1%°1% Na osnovu takvih podataka ne moze se steéi
pravi uvid u postojanje svih ravnoteznih oblika, ve¢ dobijena vrednost ukazuje samo na prosecnu
jonizaciju molekula. U literaturi nema podataka o ispitivanju protolitickih ravnoteza u prisustvu
micela razli¢itog naelektrisanja koji bi posluzili za procenu interakcija sartana sa bioloskim
membranama.

Cilj ove studije bio je da se ispita uticaj micela razli¢itog naelektrisanja, kao simulirajucih
sistema biomembrana, na protoliticke ravnoteze irbesartana, losartana i valsartana. Da bi se dobili
poredljivi kiselinsko-bazni profili, za svako jedinjenje odredene su pKa vrednosti pod istim uslovima,
bez i u prisustvu surfaktanata. Konstante su odredene potenciometrijski, pri konstantnoj jonskoj ja¢ini

(0,AM NacCl) i temperaturi 25°C.
/\/\fo
N

N N / ©

Irbesartan Losartan Valsartan
Slika 11. Hemijske strukture i jonizacioni centri ispitanih sartana

Sartani su jedinjenja slabo rastvorljiva u vodi, $to znaci da potenciometrijsko odredivanje pKa
vrednosti u “Gisto” vodenoj sredini (pKa") titracijom vodenog rastvora nije bilo izvodljivo®. Problem
slabe rastvorljivosti sartana tokom potenciometrijske titracije, u ovom radu resen je odredivanjem
prakti¢nih pKa vrednosti (pKa*) u smesama vode i organskog rastvaraca, U razli¢itim odnosima (30 -
kao voda.®? Ekstrapolacijom pKa* vrednosti na 0% metanola odredene su sve pKa" vrednosti sartana
koje definiSu jonizaciju u vodi (Slike 12 - 14). Kao korastvara¢ metanol je doprineo boljoj
rastvorljivosti sartana, a veoma malo je uticao na pKa vrednosti, posebno u slucaju losartana i
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irbesartana. Ovo je potvrdeno na osnovu krive zavisnosti pKa"~ vrednosti od % metanola, pri ¢emu su
apsolutne vrednosti nagiba krive bile manje od 0,01 za losartan i irbesartan, kao i 0,02 za obe
konstante valsartana. Pored toga, pozitivan ili negativan predznak nagiba krivih (Slike 12 — 14)
ukazuje na jonizaciju kisele grupe (pozitivan predznak) ili bazne grupe (negativan predznak)®.

w4__ ° [ ) > @
pKa 3F
2_
1_
0 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
0 10 20 30 40 50 60
% MeOH

Slika 12. Potenciometrijski odredene pKa* vrednosti irbesartana u odnosu na procenat metanola
(m/m) u smeSama metanol-voda (% MeOH); o, pKa1" ; m, pKa2"

oKW 4
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Slika 13. Potenciometrijski odredene pKa* vrednosti losartana u odnosu na procenat metanola
(m/m) u smeSama metanol-voda (% MeOH); o, pKa1" ; m, pKa2"
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Slika 14. Potenciometrijski odredene pKa* vrednosti valsartana u odnosu na procenat metanola
(m/m) u smesama metanol-voda (% MeOH); o, pKa1" ; m, pKa2"

Kompjuterski program HYPERQUAD!* koriséen je za analizu potenciometrijskih podataka
i odredivanje pKa vrednosti. Primena ovog programa omogucava odredivanje pKa vrednosti i u
slucaju jedinjenja sloZzene hemijske strukture koja sadrze veci broj jonizacionih centara, ¢ak i kada su
vrednosti bliske, a procesi jonizacije preklopljeni. VVrednosti jonizacionih konstanti dobijenih u ovom
radu, kao i literaturni podaci prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Potenciometrijski odredene pKa" vrednosti irbesartana, losartana i valsartana i vrednosti
iz literature

Vrednosti odredene potenciometrijski

Sartan U ovom radu Literaturni podaci
Valsartan pKa1" (karboksilna grupa) 3,79 3,601%3

pKa2" (tetrazol) 4,55 4,70153; 4,901%5; 5,065
Losartan pKa1" (imidazol) 3,27 2,95153

pKa2" (tetrazol) 4,60 4,25153; 3,151%; 4 70156
Irbesartan  pKa1" (imidazol) 3,88 3,69153

pKaz" (tetrazol) 4,55 4,42153; 4,70155

Svaki od ispitanih sartana sadrzi dva jonizujuca centra (Slika 11). Irbesartan i losartan
predstavljaju amfolite jer sadrze jedan kiseli centar (tetrazolski prsten) i jedan bazni centar (azot
imidazolskog prstena). Valsartan je diproti¢na kiselina koja osim kiselog tetrazolskog prstena, sadrzi
i karboksilnu grupu. S obzirom na bliske vrednosti jonizacionih konstanti, kiselinsko-bazni profili
ovih molekula su slozeni, jer su procesi jonizacije preklopljeni i eksperimentalno se ne mogu
individualno posmatrati. U literaturi je dostupno malo podataka o definisanju protolitickih ravnoteza
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sartana za vodeni rastvor. Samo u jednoj studiji su odredene jonizacione konstante za oba jonizaciona
centra’®®, a u veéini slucajeva eksperimentalno je odredena samo jedna konstanta za losartan i
irbesartan, koja je pripisana jonizaciji azota tetrazolskog prstenal®1°6. Medutim, u obzir se mora
uzeti i jonizacija imidazolskog dela strukture, da bi se stekao uvid u stvarni profil jonizacije i da bi
se procenilo koji su ravnotezni oblici i u kom stepenu zastupljeni u rastvoru na datoj pH vrednosti.

Redosled jonizacije, pre izvodenja teorijske studije, pretpostavljen je na osnovu analize
hemijske strukture ispitanih sartana. Zajednicki deo strukture sva tri molekula je tetrazol, na polozaju
5 supstituisan bifenil grupom tako da su u svakom od ispitanih jedinjenja jonizujuci centri dovoljno
razdvojeni da elektronskim efektima medusobno ne uti¢u na jonizaciju. Na osnovu toga se moze
ocekivati da se deprotovanje azota tetrazolskog prstena odvija na priblizno isti nacin u sva tri
molekula. Karboksilna grupa ispoljava izrazeniji kiseli karakter od tetrazolskog prstena na osnovu
Cega bi se moglo ocekivati da u molekulu valsartana sa dva kisela centra, niza pKa:" vrednost 3,79
potic¢e od jonizacije karboksilne grupe, dok pKa2" 4,55 ukazuje na jonizaciju tetrazola. Takve
vrednosti se slazu sa ve¢ publikovanim literaturnim podacima za pKa" vrednosti derivata karboksilnih
kiselina i derivata tetrazola supstituisanih u polozaju 5. U molekulima irbesartana i losartana
vrednosti pKa2" (4,55 i 4,60) mogu se pripisati jonizaciji tetrazola.

Vrednosti pKat" odgovarale bi slabo baznom centru, azotu u strukturi imidazola losartana
(3,27) odnosno 4,5-dihidro-5-okso-1H-imidazolskom supstituentu irbesartana (3,88). Atom hlora na
polozaju 4 imidazola losartana elektronprivlaénim efektom smanjuje elektronsku gustinu na azotu sto
otezava vezivanje protona i izaziva smanjenje baznosti u odnosu na isti centar u irbesartanu.

Procesi jonizacije ispitanih sartana i ravnotezne vrste koje pritom nastaju prikazani su na Slici
15. Na ovaj naéin pripisane pKa" vrednosti, slazu se sa podacima iz literature'®3, Male razlike izmedu
pKa" vrednosti eksperimentalno odredenih u ovom radu i literaturnih podataka®3, mogu biti posledica
razli¢itih eksperimentalnih uslova odredivanja (jonska jacina, vrsta elektrolita).
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Slika 15. Jonizacioni profili (a) irbesartana (IrbH, molekulski oblik; IrbH.", katjonski oblik; Irb,
anjonski oblik), (b) losartana (LosH, molekulski oblik; LosHz*, katjonski oblik; Los", anjonski
oblik) i (c) valsartana (ValHz, molekulski oblik; ValH", monoanjonski oblik; Val?, dianjonski
oblik)



4.1.2. Odredivanje pKa vrednosti irbesartana, losartana i valsartana u
micelarnim rastvorima surfaktanata razlic¢itog naelektrisanja

Protoliticke ravnoteze losartana i irbesartana ispitane su u micelarnim rastvorima 4
surfaktanta, SDS, CTAB, TX-100 i Brij 35, bez kori$¢enja korastvaraca jer su surfaktanti svojim
solubiliziraju¢im efektom doprineli poveéanju rastvorljivosti (Tabela 5). Uzevsi u obzir da su sartani
slabo rastvorljivi u vodi, povecanje rastvorljivosti u micelarnim rastvorima potvrduje postojanje
interakcija izmedu sartana i micela, ukazuju¢i da su ravnotezni oblici prisutni u micelarnoj
pseudofazi. Vrednosti konstanti odredene u micelarnim rastvorima (pKa??) mogu se posmatrati kao
ukupna jonizacija leka koja potice i od jonizacije u ,,¢isto* vodenoj sredini i od jonizacije u micelarnoj
pseudofazi®®®. Usled slabe rastvorljivosti u 102 M micelarnim rastvorima nejonskih surfaktanata
(TX-100 i Brij), pKa®® irbesartana su odredene samo u prisustvu jonskih surfaktanata SDS i CTAB,
u definisanim uslovima u kojim su izvedena sva ostala odredivanja. U ovom slucaju, na osnovu slabe
rastvorljivosti bi se moglo zakljuciti da ravnotezni oblici irbesartana ne ostvaruju interakcije sa
nejonskim micelama.

Krive titracije dobijene titracijom rastvora sartana u prisustvu surfaktanata prikazane su na
Slikama 16 - 18. U cilju poredenja, na Slikama 16 - 18 zajedno su prikazane i titracione krive
dobijene titracijom rastvora smese metanol — voda, bez prisustva surfaktanata, sa najnizim udelom
metanola.

Razlika izmedu pKa*” vrednosti odredenih u micelarnim rastvorima surfaktanata i pKa"

vrednosti koje definisu jonizaciju u rastvorima bez surfaktanata (ApKa® = pKaP - pK,a")l7
predstavlja pomeranje protolitickih ravnoteza sartana pod uticajem micela (Tabela 5).
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Tabela 5. pKa®P vrednosti valsartana, losartana i irbesartana potenciometrijski odredene u prisustvu 1072 M surfaktanata?

Sartan SDS CTAB TX-100 Brij 35
pKa2PP ApKa®P  pKa2PP ApKa®P  pKa2PP ApKa®P  pKa2PP ApKa2PP
Valsartan  pKa 5,00£0,06  +1,21 3,29¢0,04  -0,50 5,09£0,12  +1,30 4,35+0,03 +0,56
pKaz 514+0,15  +0,59 3,83t0,06  -0,72 5,55+0,17  +1,00 4,94+0,04 +0,39
Losartan  pKa 475005  +1,48 1,96£0,20  -1,31 3,66£0,08  +0,39 2,410,04 -0,86
pKaz 6,01+0,06  +141 3,16+0,13  -1,44 529+0,09  +0,69 4724004 +0,12
Irbesartan  pKai 560£0,20  +1,72 3,08+0,04  -0,80
pKaz 6,04+0,12  +1,49 3,14+0,02  -1,41

3 =0,1 M NaCl; t = 25 °C; ApKa* = pKP - pKy"
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Slika 16. Potenciometrijske krive titracije 10 M rastvora irbesartana bez i u prisustvu 1072 M
surfaktanata (SDS, CTAB) titrovanih standardnim rastvorom NaOH. | = 0,1 M (NaCl), t = 25°C
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Slika 17. Potenciometrijske krive titracije 10 M rastvora losartana bez i u prisustvu 102 M
surfaktanata (SDS, CTAB, TX-100 i Brij 35) titrovanih standardnim rastvorom NaOH. 1 =0,1 M
(NaCl),t=25°C
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Slika 18. Potenciometrijske krive titracije rastvora valsartana bez i u prisustvu 1072 M
surfaktanata (SDS, CTAB, TX-100 i Brij 35) titrovanih standardnim rastvorom NaOH. 1 = 0,1 M
(NaCl),t=25°C

Pomeranje raspodele ravnoteznih oblika ispitanih sartana na pH skali u prisustvu micela jasno
se moze videti na osnovu dijagrama raspodele koji su prikazani na Slikama 19 - 23. Promene pKa"
vrednosti su posledica interakcija koje mogu biti zasnovane na hidrofobnim efektima, izmedu
hidrofobne povrSine ispitanih jedinjenja i lipofilne unutrasSnjosti micela, kao i elektrostatickim
efektima, koji zavise od naelektrisanja jonizovanih grupa sartana i naelektrisane povrsine micela’.
U sluc¢aju micela nejonskih surfaktanata moguce je gradenje vodoni¢nih veza i dipol interakcije. Smer
pomeranja protolitickih ravnoteza moZze ukazati na tip efekta koji preovladuje.

Iz Tabele 5 moze se videti da ApKa*" ima vrednosti u opsegu od -1,44 do +1,72. Najveci
uticaj na jonizaciju kiselog tetrazola ostvaruju SDS micele koje izazivaju povecanje pKa2° vrednosti
kiselih grupa valsartana, kao i kiselih i baznih grupa irbesartana i losartana koji predstavljaju amfolite.
Ovakav efekat doprinosi smanjenju jonizacije karboksilne grupe (ApKa?" = +1,21) i tetrazolskog
prstena (ApKa™P = +1,49), kao i povecanju jonizacije imidazolskog azota u ispitanim jedinjenjenjima
(ApKa®P = +1,72). Takode, moZe se zakljuditi da je smanjenje kiselosti tetrazola najizraZenije pod
uticajem SDS micela u slucaju irbesartana (ApKa*P = +1,49).

Usled negativno naelektrisane povrSine, anjonske SDS micele ostvaruju elektrostaticke
interakcije sa jonizovanim ravnoteznim oblicima ispitanih sartana. U interakcijama sa negativno
naelektrisanim grupama (karboksilatni anjon 1 deprotonovani azot tetrazola) preovladuju
elektrostati¢ke sile odbijanja. Ovakve interakcije stabilizuju nejonizovane forme pomenutih
funkcionalnih grupa, koje predstavljaju protonovane oblike, i na taj nacin utiu na suzbijanje
jonizacije dovodeci do porasta pKa?P vrednosti. Analogno tome, elektrostati¢kim silama privlacenja
anjonske micele stabilizuju katjonske ravnotezne oblike imidazolskog prstena u losartanu i
irbesartanu, stimuli$u njihovo protonovanje i povecavaju jonizaciju, §to utice na povecanje pKa*®
vrednosti i povecanje baznosti. Surfaktanti znacajno uti¢u na razlike u zastupljenosti molekulske i
jonizovanih formi u opsegu pH od 2 do 7. Ovom intervalu pripadaju i biofarmaceutski znacajne pH
vrednosti $to moze ukazati i na znacajnu promenu raspodele u fiziolo§kim uslovima usled interakcija
sa biomolekulima razli¢itog naelektrisanja i polarnosti.
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Slika 19. Raspodela ravnoteznih oblika irbesartana bez i u prisustvu 10 M jonskih surfaktanata,
u zavisnosti od pH rastvora
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Slika 20. Raspodela ravnoteznih oblika losartana bez i u prisustvu 102 M jonskih surfaktanata, u
zavisnosti od pH rastvora
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Slika 21. Raspodela ravnoteznih oblika losartana bez i u prisustvu 102 M nejonskih surfaktanata,
u zavisnosti od pH rastvora
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Slika 22. Raspodela ravnoteznih oblika valsartana bez i u prisustvu 102 M jonskih surfaktanata,
u zavisnosti od pH rastvora
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Slika 23. Raspodela ravnoteznih oblika valsartana bez i u prisustvu 10 M nejonskih
surfaktanata, u zavisnosti od pH rastvora

Za razliku od negativno naelektrisanih SDS micela, CTAB micele pozitivho naelektrisane
povrSine ostvaruju suprotan efekat na pomeranje protolitickih ravnoteza ispitanih jedinjenja.
Vrednosti pKa?P odredene u prisustvu micela katjonskog surfaktanta, ukazuju na smanjenje u odnosu
na vodeni rastvor. Pozitivno naelektrisana povr§ina CTAB micela izaziva povecanje jonizacije
karboksilne grupe (ApKa®" = -0,50) i azota tetrazola (do ApK.*P = -1,44), kao i smanjenje jonizacije
azota imidazola (do ApKa*P = -1,31). Uocena pomeranja takode ukazuju da elektrostati¢ke sile
preovladuju u interakciji sa jonizovanim grupama. Pretpostavka je da pozitivno naelektrisana
povrsina stabilizuje negativno naelektrisan karboksilatni anjon i deprotonovan tetrazol. Sa druge
strane, sile odbijanja oteZavaju protonovanje imidazolskog azota S§to izaziva smanjenje ApKa*P
vrednosti i njegove baznosti.

Micele nejonskih surfaktanata nemaju naelektrisanje i counter jone u povrsinskom sloju, koji
formiraju navoji hidratisanih polietilenoksidnih lanaca®. Iako nisu naelektrisane na povrsini, ovakve
micele stabilizovane su vodoni¢nim vezama 1 dipol interakcijama koje preovladuju u hidratisanom
palisadnom sloju na njihovoj hidrofilnoj povrsinil’2. Moze se o¢ekivati da se polarni delovi molekula
lekova, kao i proton donorske ili akceptorske grupe, dominantno zadrzavaju u hidrofilnom
palisadnom sloju'’®. Oba nejonska surfaktanta formiraju neutralne micele sfernog oblika. Medutim,
zbog razlike u strukturi i broju hidrofilnih oksietilenskih jedinica mogu se javiti razlike u micelarnim
osobinama i interakcijama sa istim lekom'™*. Pomeranje pKa®*" vrednosti od -0,86 (imidazol
losartana) u prisustvu Brij 35, do +1,30 (karboksilna grupa valsartana) u prisustvu TX-100, moze se
objasniti vodoni¢nim vezama i jonskim interakcijama u palisadnom sloju nejonskih micela. Kiselost
karboksilne grupe i tetrazolskog prstena valsartana, kao i tetrazolskog prstena losartana, smanjena je
u prisustvu micela oba nejonska surfaktanta. VVerovatno je u procesu solubilizacije dominantno
zastupljeno formiranje vodoni¢nih veza sa polarizovanim atomima kiseonika u hidratisanom sloju §to
otezava deprotonovanje kiselih grupa i pomera ravnotezu u smeru molekulskog oblika. Baznost
imidazolskog azota losartana povecana je u prisustvu TX-100 (ApKa*P = +0,39), a smanjena u
prisustvu Brij 35 micela (ApKa*" = -0,86). Moguce je da razlicit efekat na jonizaciju baznog centra
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predstavlja posledicu razlike u polarnosti palisadnog sloja koja je izraZenija kod Brij 35 micela i gde
se proces solvatacije odvija brze u odnosu na TX-100 micele, §to moze da uti¢e i na orijentaciju
molekula u ovom sloju.

Sva dobijena pomeranja pKa®P vrednosti ukazuju da se interakcije odvijaju dominantno na
povrsini micela, gde se jonizujuCe grupe ispitanih sartana ukljuuju u elektrostaticke efekte i
vodoniéne veze, ¢ime se omogucava solubilizacija jedinjenja slabo rastvorljivih u vodi.

4.1.3. Procena uticaja micela na raspodelu ravnoteznih oblika irbesartana,
losartana i valsartana na biofarmaceutski znac¢ajnim pH vrednostima

Na osnovu pomeranja protolitickih ravnoteza moze se zakljuciti da surfaktanti znacajno uti¢u
na raspodelu ravnoteznih oblika ispitanih sartana u oblasti pH od 2 do 7. Ovom intervalu pripadaju i
biofarmaceutski znacajne pH vrednosti $to moze ukazati i na znacajnu promenu raspodele u
fizioloskim uslovima usled interakcija sa biomolekulima razli¢itog naelektrisanja i polarnosti. U
Tabeli 6 prikazan je uticaj surfaktanata na raspodelu ravnoteznih oblika sartana pri pH vrednostima
od biofarmaceutskog znacaja (1,2 - Zeludac; 4,5 — proksimalni deo tankog creva; 6,8 — intestinalni
fluid; 7,4 — krvna plazma).

Uticaj micela je najizrazeniji na pH 4,5, vrednosti u proksimalnom delu tankog creva gde su
prisutni mnogi naelektrisani i polarni biomolekuli i gde se apsorbuje najveéi broj lekova koji se
primenjuju oralno. Poznato je da nejonizovani oblici lekova, veée lipofilnosti od jonizovanih, lakse
prolaze kroz bioloSke membrane usled lipidne strukture membrane. Ponasanje sartana uoceno u
prisustvu razli¢ito naelektrisanih micela na pH 4,5 moze se komentarisati u kontekstu uticaja na
intestinalnu apsorpciju i oralnu bioraspolozivost. Prisustvo anjonskih SDS micela pomera ravnotezu
u smeru stvaranja katjonske forme irbesartana, ¢iji se sadrzaj povecava za 81%, a sadrzaj molekulske
i anjonske forme smanjuje za 40% u odnosu na “Cist0” vodeni rastvor. Micele katjonskog surfaktanta
CTAB pomeraju protolitiCku ravnotezu irbesartana u suprotnom smeru u odnosu na SDS jer se
sadrzaj anjonske forme povecava za 54%. Ovakav rezultat ukazuje na moguée povecanje udela
jonizovanih formi irbesartana u prisustvu pozitivno ili negativno nalektrisanih biomolekula prisutnih
u tankom crevu. Kako jonizovane forme lekova teZe prolaze kroz biomembrane, mozZe se pretpostaviti
da ¢e interakcije irbesartana sa jonizovanim biomolekulima u tankom crevu potencijalno dovesti do
smanjene apsorpcije i oralne bioraspoloZivosti. Slian uticaj jonskih micela moZe se uociti i kod
losartana gde SDS takode favorizuje protonovanje imidazolskog azota (+57%), a CTAB doprinosi
skoro potpunom deprotonovanju tetrazola (+51%). IzraZenije pomeranje u smeru stvaranja katjonske
forme irbesartana u odnosu na losartan pod uticajem anjonskih micela na pH 4,5 verovatno je
posledica manje elektronske gustine na azotu imidazola koju smanjuje atom hlora elektron
privlace¢im efektom. Moze se uociti da SDS smanjuje jonizaciju valsartana pomerajuci ravnotezu u
smeru molekulskog oblika (+63%), dok CTAB povecava jonizaciju tetrazola, pove¢anjem dianjonske
forme za 39%. Na taj nacin, prisustvo pozitivno naelektrisanih biomolekula moze smanjiti sadrZaj
nejonizovanih formi valsartana, koje se mogu lakse apsorbovati, dok bi negativno naelektrisani
biomolekuli doprinosili pove¢anju njihovog sadrzaja.

Nejonski surfaktanti povecavaju sadrzaj molekulske forme losartana, molekulske forme
valsartana i smanjuju procenat anjonske forme losartana i dianjonske forme valsartana, ravnoteznih
formi koje nastaju deprotonovanjem tetrazola. Na pH 4,5 sadrzaj molekulskih formi valsartana i
losartana se povecava pod uticajem micela nejonskih surfaktanata. Ovo ukazuje da bi interakcije
valsartana i losartana sa nenaelektrisanim ali polarnim biomolekulima mogle doprineti porastu
apsorpcije i bioraspolozivosti ovih lekova.
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Tabela 6. Procenat ravnoteznih oblika irbesartana, losartana i valsartana na pH vrednostima od biofarmaceutskog zna¢aja, bez i u prisustvu 102 M
surfaktanata (SDS, CTAB, TX-100 i Brij 35). (K, katjonska forma; A, anjonska forma; M, molekulska forma; MA, monoanjonska forma; DA,
dianjonska forma)

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 pH 7,4

K M A K M A K M A K M A

Irbesartan H20 100 O 0 11 47 42 0 1 99 0 O 100
SDS 100 O 0 92 7 0 1 15 84 0 4 96

CTAB 99 1 0 0 4 96 0O O 100 0 0 100

Losartan H20 100 O 0 6 48 45 0 1 99 0 0 100
SDS 100 O 0 63 36 1 0 14 86 0 4 96

CTAB 85 15 0 0 4 96 0O O 100 0 0 100
TX-100 100 O 0 11 77 12 0 3 97 0 1 99

Brij35 94 0 1 62 37 0o 1 99 0 0 100

M MA DA M MA DA M MA DA M MA DA

Valsartan H20 100 O 0 9 48 43 0o 1 99 0 0 100
SDS 100 O 0 72 23 5 0o 2 98 0 1 99

CTAB 99 1 0 1 17 82 0O O 100 0 0 100
TX-100 100 O 0 86 14 1 0 10 90 0 3 97

Brij35 100 O 0 34 48 18 0o 1 99 0 0 100
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4.2. Teorijska studija jonizacije irbesartana, losartana i valsartana i interakcije
ravnoteznih oblika sa micelama

Iako ispitivani sartani imaju veoma slicnu hemijsku strukturu, ovi lekovi mogu ispoljiti razlike
u farmakoloskom profilu'’®. Jedan od mogu¢ih razloga koji bi trebalo uzeti u obzir je da su osobine
jonizovanih ravnoteznih oblika sartana u vodenom rastvoru razli¢ite od osobina pri fizioloskim
uslovima. Pored toga, kada su u pitanju amfoliti, o¢ekuje se da je intrinzi¢ka rastvorljivost
nejonizovanog, molekulskog oblika veca u poredenju sa odgovaraju¢im cviterjonskim oblikom, iako
se ne moze definisati generalno pravilo. U zavisnosti od konformacije molekula, usled
intramolekulskih efekata, elektrostatickih veza 1 delokalizacije naelektrisanja, lipofilnost
cviterjonskih oblika moZe se poveéatil’®. Treba istaéi i da u dosadasnjim studijama o interakcijama
sartana sa AT1 receptorima nisu uzete u obzir bilo kakve razlike izmedu amfolita i dikiselina*?444®,

Glavni cilj teorijske studije je sticanje boljeg uvida u redosled jonizacije i tipove interakcija
izmedu ravnoteznih oblika sartana i molekula razliCite polarnosti 1 naelektrisanja prisutnih u rastvoru.
U eksperimentalnoj studiji ove doktorske disertacije ispitana je jonizacija oba jonizujuca centra
sartana ¢ime je omogucen pravi uvid u preklopljene protoliticke ravnoteze i sve potencijalne
ravnotezne oblike koji mogu biti prisutni u rastvoru. Potenciometrijski odredene vrednosti u ovoj
studiji (Tabela 4) su u skladu sa literaturnim podacima za tetrazol (pKa 4,897 i pKa 4,80%8) i
karboksilne kiseline (pKa 4~5'8). U slucaju konjugovane kiseline izolovanog imidazola, u literaturi
se navodi da je pKa = 71”7, Na osnovu toga se moze zakljuéiti da protoliticke ravnoteze heterocikliénih
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) i losartana (3,27) su u saglasnosti sa literaturnim
podacima eksperimentalno odredenih pKa vrednosti supstituisanih imidazola (pKa 3,10 - 5,78)*,

Potenciometrijski odredene pKa" vrednosti za “Cisto” vodene rastvore u ovom radu uporedene
su sa vrednostima predvidenim primenom programa ACD/Labs!’® i MarvinView 16.5.2.0'% (Tabela
7).

Tabela 7. Eksperimentalno odredene i kompjuterski predvidene pKa vrednosti sartana

Sartan pKa% Potenciometrijski  Literaturni ACD/Labs MarvinView
podaci podacit®

Irbesartan  pKa (imidazol) 3,88 3,69 2,52 4,12

pKa (tetrazol) 4,55 4,42 4,24 8,30
Losartan PKa (imidazol) 3,27 2,95 4,35 412

pKa (tetrazol) 4,60 4,25 4,23 8,30
Va|sal’tan pKa (karboksilna 3,79 3,60 3,56 4,37

grupa)
pKa (tetrazol) 4,55 4,70 4,24 8,30

U slucaju podataka dobijenih u programu ACD/LABS moze se primetiti dobro slaganje
vrednosti koje se odnose na jonizaciju tetrazola svih ispitanih jedinjenja. Isti redosled jonizacije kod
jedinjenja valsartan 1 irbesartan moZze se utvrditi na osnovu eksperimentalno odredenih i vrednosti
predvidenih u oba programa. Jedino neslaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti primeceno
je za pKa vrednost imidazolskog prstena losartana, Sto moze biti posledica specifi¢ne orjientacije
molekula losartana ili intramolekulskih interakcija u rastvoru, a $to se ne moZze predvideti
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optimizacijom u gasnoj fazi. U odnosu na pKa vrednosti predvidene programom MarvinView,
redosled jonizacije se slaze u slucaju svih ispitanih jedinjenja, ali se moze primetiti veca razlika u
vrednostima u poredenju sa eksperimentalno odredenim konstantama. Sa druge strane, vrednosti
potenciometrijski odredene u ovom radu se dobro slazu sa literaturnim podacima koji su
eksperimentalno odredeni pri sli¢nim eksperimentalnim uslovima®®3,

Energije optimizovanih molekulskin modela (Tabela 8) su izraunate primenim Self-
Consistent Field (SCF) metode, prenosenjem molekula iz gasovite (SCFgas) U vodenu fazu (SCFpcm)
i izra¢unate su razlike u energijama (ASCF)*!. U Tabeli 8 se moze videti da su ASCF vrednosti
anjonskih oblika losartana i irbesartana vece u poredenju sa odgovaraju¢im katjonskim oblicima. Isto
se moze uoliti za vrednost dianjonskog oblika valsartana u poredenju sa odgovaraju¢im
monoanjonskim oblikom. Ve¢e ASCF vrednosti primecene su kod anjonskih formi deprotonovanog
tetrazolskog prstena, Sto moze ukazati da je viSe energije potrebno za jonizaciju tetrazolske u
poredenju sa imidazolskom i karboksilnom grupom. Dobijeni rezultati (Tabela 8) mogu ukazati na
redosled jonizacije tako $to se pKa2 vrednosti mogu povezati sa jonizacijom tetrazolskog prstena u
svim ispitanim jedinjenjima.

Tabela 8. SCF energije sartana (Hartree) izra¢unatih primenom DFT metode na B3LYP/6-31G

(d,p) nivou
Sartan Ravnotezni oblik SCFcas SCFpcm ASCF
Irbesartan IrbH -1372,729 -1372,749 -0,020
IrbH* -1372,730 -1372,727 +0,003
Irb -1372,199 -1372,289 -0,090
IrbH,* -1373,114 -1373,195 -0,081
Losartan LosH -1715,637 -1715,656 -0,019
LosH*™ -1715,636 -1715,642 -0,006
Los -1715,112 -1715,192 -0,080
LosH»* -1716,021 -1716,092 -0,071
Valsartan ValH> -1430,913 -1430,936 -0,023
VaH" -1430,377 -1430,468 -0,091
Val% -1429,783 -1430,007 -0,224

Na osnovu razlika u vrednostima molekulskih parametara dobijenih za svaki ispitani sartan i
svaki njihov ravnoteZni oblik, izabrana je grupa znacajnih elektronskih i geometrijskih parametara
(Exomo, ELumo, Connolly Accesible Area (CAA), Connolly Solvent Excluded Volume (SEV)) kojima
se opisuju intermolekulskih interakcija ravnoteznih oblika u rastvory!63182:183

Vrednostima i raspodelom energija molekulskih orbitala (Exomo i ELumo) moZe se opisati
profil reaktivnosti i stabilnosti ispitaih ravnoteznih oblika. Energije Enomo i ELumo svih
optimizovanih struktura izracunate su primenom PCM metode i odgovaraju¢e molekulske orbitale su
prikazane na Slikama 24 - 26. Nize vrednosti ELumo ukazuju na ve¢i afinitet jedinjenja za prihvatanje
elektrona, dok viSe vrednosti EHomo ukazuju na visi afinitet jedinjenja da otpusti elektrone, i
obrnuto!®®. U slu¢aju anjonskih oblika irbesartana i losartana (Slike 24 - 25 ) HOMO energija je
uglavnom lokalizovana na delu molekula koji obuhvata bifenilnu i tetrazolsku grupu, za razliku od
HOMO energije negativno naelektrisanih oblika valsartana koja je lokalizovana oko karboksilne
grupe. Razlic¢ite lokalizacija HOMO energije potvrduje da je karboksilna grupa kiselija od tetrazolske
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Sto moze ukazati na redosled jonizacije valsartana, gde se pKai moze dodeliti karboksilnoj, a pKa2
vrednost tetrazolskoj grupi.

IrbH," HOMO IrbH;' LUMO

¢ {;t}

FL

IrbH HOMO IrbH LUMO

IrbH* HOMO IrbH* LUMO

Irb HOMO Irb" LUMO

S e

Slika 24. Prikaz HOMO i LUMO molekulskih orbitala ravnoteznih oblika irbesartana
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LosH," HOMO LosH," LUMO
g~

LosH HOMO

e

LosH* HOMO Los* LUMO

A

»

Los" HOMO Los LUMO

Slika 25. Prikaz HOMO i LUMO molekulskih orbitala ravnoteznih oblika losartana
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ValH; HOMO ValH, LUMO
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Val* LUMO

Slika 26. Prikaz HOMO i LUMO molekulskih orbitala ravnoteznih oblika valsartana
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Tabela 9. Vrednosti energija (Hartree) i deskriptora (CAA, SEV) koji su odredeni primenom DFT metode na B3LYP/6-31G (d,p) nivou

Sartan Ravnotezni  Enomo ELumo p % n S 0} CAA SEV
oblik

Irbesartan IrbH -0,2353  -0,0479 -0,1416  0,1416 0,0937  0,0468 0,0009 652,177 362,023
IrbH*™ -0,2399  -0,0499 -0,1449  0,1449 0,0950 0,0475 0,0010 584,210 379,623
Irb -0,2144  -0,0375 -0,1259  0,1259 0,0885 0,0442 0,0007 646,680 360,661
IrbH2* -0,2424  -0,0765 -0,1595  0,1595 0,0829  0,0415 0,0011 653,639 362,436

Losartan  LosH -0,2231  -0,0490 -0,1361 0,1361 0,0871  0,0435 0,0008 584,497 335,572
LosH* -0,2285  -0,0449 -0,1367  0,1367 0,0918  0,0459 0,0009 561,425 343,867
Los -0,2129  -0,0306 -0,1218 0,1218 0,0911  0,0456 0,0007 567,710 339,379
LosH2* -0,2428  -0,0508 -0,1468  0,1468 0,0960  0,0480 0,0010 572,119 340,653

Valsartan ValH: -0,3622  -0,0934 -0,2278 0,2278 0,1344  0,0672 0,0035 638,631 367,896
VaH- -0,3437  -0,0765 -0,2101  0,2101 0,1336  0,0668 0,0029 636,440 366,654
Val* -0,3410  -0,0775 -0,2092  0,2092 0,1317  0,0659 0,0029 631,608 364,996
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Nize Enomo 1 nize Erumo vrednosti primecene su za valsartan u poredenju sa losartanom i
irbesartanom, kao i veée razlike u vrednostima energija izmedu pojedinacnih ravnoteznih oblika
irbesartana i losartana (Tabela 9). Ovo poredenje mozZe ukazati na vecu jonizacionu stabilnost
valsartana §to je u saglasnosti sa eksperimentalnim rezultatima (Tabela 5), jer je kod valsaratana
najmanje izrazeno pomeranje pKa vrednosti u prisustvu surfaktanata (-0,50 do +1,30). Na osnovu
ovih rezultata moze se ocekivati da ¢e promene jonizacionog profila u prisustvu naelektrisanih ili
polarnih biomolekula biti manje izraZzene kod valsartana u poredenju sa ostalim ispitanim sartanima.

Redosled jonizacije se moze objasniti i na osnovu vrednosti molekulskog deskriptora
elektronegativnost (y), koja se definiSe kao sposobnost atoma u molekulu da privuce elektrone i
izratunava se na osnovu Exomo i ELumo vrednosti*®®18 Veée vrednosti ovog parametra odgovaraju
molekulima koji se mogu opisati kao jake Lewis-ove kiseline, jer imaju veci afinitet prema
deprotonovanju (Tabela 9). Medu izraCunatim 7y vrednostima ispitanih sartana, najveca
elektronegativnosti su uocene kod katjonskih oblika irbesartana i losartana, kao i kod molekulskog
oblika valsartana. Treba istaci da Svi ovi ravnotezni oblici predstavljaju potpuno protonovane oblike
ispitanih sartana (Slika 15). Sa druge strane, najnize vrednosti ovog parametra odgovaraju anjonskim
oblicima irbesartana i losartana, kao i dianjonskom obliku valsartana, kao potpuno deprotonovanim
ravnoteznim oblicima. Iz Tabele 9 se moze uociti i da cviterjonski oblici amfolita imaju nesto vece
vrednosti y u poredenju sa odgovaraju¢im molekulskim oblicima.

Molekulski deskriptor Connolly Accesible Area (CAA), definise se kao povrsina koju formira
rastvara¢, a koja uti¢e na hidrofobne interakcije molekula'®. Pripada grupi sternih deskriptora i
opisuje fizicke osobine molekula koje nastaju kao posledica interakcije molekula sa svojim
okruzenjem. Vrednostima ovog deskriptora moze se opisati nacin ostvarivanja interakcija izmedu
ravnoteznih formi lekova koji sadrZi jonizacione centre i micela. Zapravo, ovaj deskriptor se moze
primeniti za predvidanje da li ¢e se ravnotezni oblik lakse inkorporirati u lipofilnu unutrasnjost micele
ili ¢e lakse ostvariti interakcije sa polarnom ili naelektrisanom povr§inom micele. U eksperimentalnoj
studiji ove disertacije utvrdeno je da micele razli¢itog naelektrisanja uti¢u na pomeranje protolitickih
ravnoteza ispitanih sartana. Uticaj micela na jonizaciju potvrduje postojanje interakcija izmedu
ispitanih jedinjenja i micela, a priroda pomenutih interakcija se moze objasniti na osnovu vrednosti
molekulskih parametara izra¢unatih u teorijskoj studiji. Ve¢e CAA vrednosti katjonskih u odnosu na
anjonske forme irbesartana i losartana, kao i monoanjonske u odnosu na dianjonsku formu valsartana
(Tabela 9), ukazuju da tetrazolski prsten u jonizovanom obliku ispoljava manji afinitet prema
lipofilnom okruzenju i da je manje verovatno da ¢e ovaj deo molekula sartana penetrirati u hidrofobnu
unutrasnjost micela. Na osnovu najnizih CAA, vrednosti koje su uocene kod cviterjonskih formi
amfolita, moZe se pretpostaviti da ova jedinjenja ostvaruju interakcije dominantno sa povrSinskim
slojem micela 1 da su jonizacioni centri direktno uklju€eni u njih. U slu€aju ispititanih sartana koji
predstavljaju amfolite, moze se zakljuciti da su molekulski oblici lipofilniji u poredenju sa
odgovaraju¢im cviterjonskim oblicima.

Molekulski deskriptor koji pripada sternoj grupi deskriptora, Connolly Solvent Excluded
Volume (SEV), definiSe se kao zapremina prostora iz koje se rastvara¢ iskljucuje usled prisustva
rastvorenog molekula, odnosno predstavlja rastvaraéu nedostupnu zapreminu®2, Ovaj parametar se
izraCunava kao zapremina unutar kontaktne povrSine molekula koja je okruzena povrSinom
dostupnom rastvaracu i moze se koristiti za opisivanje lipofilno/hidrofilnih i geometrijskih osobina
molekula®®. Veée vrednosti SEV deskriptora cviterjonskih formi (Tabela 9) potvrduju veéi afinitet
jonizovanih oblika prema vodi u odnosu na afinitet prema lipofilnoj unutrasnosti micela, naro€ito u
slu¢aju irbesartana (kod koga je uoceno najvece pomeranje pKa vrednosti u prisustvu micela (Tabela
5). Pored toga, ovi rezultati ne ukazuju na intramolekulske efekte usled kojih bi cviterjonski oblici
ispitanih amfolita bili lipofilniji u poredenju sa odgovaraju¢im molekulskim oblicima. Na osnovu
svega navedenog moze se pretpostaviti da su u vodenim rastvorima molekulski oblici irbesartana i
losartana dominantno zastupljeni u odnosu na odgovarajuce cviterjonske oblike.

55



4.3. Ispitivanje uticaja micela nejonskih surfaktanata (TX-100 i Brij 35) na
rastvorljivost irbesartana i valsartana na pH 4,5

Osim S$to pripadaju istoj farmakoloskoj klasi lekova, irbesartan i losartan su jedinjenja veoma
sli¢ne hemijske stukture (Slika 11). 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 prethodnoj studiji
uticaja micelarnih rastvora surfaktanata na jonizaciju sartana potenciometrijski je ispitano pomeranje
protolitickih ravnoteza losartana u prisustvu micela nejonskih surfaktanata TX-100 i Brij 35.

Utvrdeno je da micele nejonskih surfaktanata znacajno utiCu na protoliticke ravnoteze
losartana (ApKa?® od -0,86 do +0,69; Tabela 5), pri ¢emu je uticaj na raspodelu ravnoteznih oblika
najizrazeniji na pH 4,5 (Tabela 6). Nije bilo moguce proceniti uticaj na jonizaciju irbesartana jer je
rastvorljivost u micelarnim rastvorima nejonskih surfaktanata bila manja od koncentracije potrebne
za potenciometrijsko odredivanje (5x10* M). Da bi se objasnile razlike izmedu ova dva strukturno
slicna jedinjenja u interakcijama sa nejonskim micelama, rastvorljivost irbesartana i losartana je
odredena bez i u prisustvu 10 M surfaktanata TX-100 i Brij 35 na pH 4,5 (Tabela 10).

Tabela 10. Rastvorljivost irbesartana i losartana (M) na pH 4,5 odredena bez i u prisustvu 1073
M nejonskih surfaktanta (Brij 35 i TX-100) na 25 °C

Bez

Sartan Brij 35 TX-100
surfaktanata

Irbesartan 5,2x10° 1,2x10° 1,1x107

Losartan 6,4x10° >5x10 >5x10

Rastvorljivost je odredena spektrofotometrijski postupkom opisanim u Eksperimentalnom
delu. Apsorpcioni spektri 102 M rastvora Brij 35 i TX-100, kao i 5x10® M rastvora irbesartana i
losartana, pripremljeni u acetathom puferu na pH 4,5 prikazani su na Slikama 27 - 28. Iz Tabele 10
se vidi da je u rastvoru bez surfaktanata rastvorljivost oba jedinjenja istog reda veli¢ine. Medutim,
znacajne razlike u rastvorljivosti mogu se primetiti u vrednostima odredenim u micelarnim rastvorima
surfaktanata. Solubiliziraju¢im efektom, nejonske micele su doprinele znacCajnom porastu
rastvorljivosti losartana koja je povecana vise od 100 puta. Sa druge strane, rastvorljivost irbesartana
u nejonskim micelama povecana je samo oko 2 puta. Kao $to je ve¢ napomenuto, nejonske micele
nisu naelektrisane, ali u hidrofilnom palisadnom sloju sadrze polarne atome kiseonika, gde polarne
grupe sartana mogu ucestvovati u vodoni¢nim vezama ili dipol interakcijama.
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Slika 27. Apsorpcioni spektri 10 M Brij 35 i TX-100 pripremljeni u acetatnom puferu pH 4,5
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Slika 28. Apsorpcioni spektri 5x10° M rastvora irbesartana i losartana pripremljeni u acetatnom
puferu pH 4,5

Na osnovu povecanja rastvorljivosti u prisustvu surfaktanta moze se zakljuciti da jedinjenje
ostvaruje interakcije sa micelama, a o tipu interakcija moze se razmatrati na osnovu uticaja micela na
protoliticke ravnoteZe. Pomeranje pKa vrednosti navodi na zakljucak da se jonizacioni centri direktno
ukljucuju u interakciju sa micelama, §to doprinosi solubilizaciji jedinjenja u rastvorima surfaktanata.
Razlicita rastvorljivost irbesartana 1 losartana u rastvorima nejonskih micela moZe ukazati da su za
interakcije sartana sa nenaelektrisanim ali polarnim molekulima odgovorni razli¢iti supstituenti na
imidazolskom delu strukture. Moguce je da spirociklopentil grupa u strukturi irbesartana doprinosi
vecoj hidrofobnosti i1 takvoj orijentaciji molekula u rastvoru koja otezava interakciju jonizacionih
centara sa nejonskim micelama.

Rezultati teorijske studije ove disertacije, takode ukazuju na ve¢u hidrofobnost irbesartana u
odnosu na losartan. Kao §to je ve¢ reeno, na osnovu vrednosti ovog deskriptora moze se predvideti
hidrofobna povrsina molekula koja je dostupna za interakcije ca lipofilnom unutrasnjos¢u micela. Na
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osnovu ve¢ih CAA vrednosti ravnoteznih oblika irbesartana u odnosu na losartan u Tabeli 9 moglo
bi se pretpostaviti da bi irbesartan imao ve¢i afinitet da se inkorporira u unutrasnjost nejonskih micela,
dok bi se losartan predominantno zadrzao u povrSinskom, palisadnom sloju. Kako je
eksperimentalnim odredivanjem utvrden mali uticaj nejonskih micela na rastvorljivost irbesartana,
moze se zakljuciti da irbesartan ne ostvaruje interakcije sa TX-100 i Brij 35 micelama.
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5. ZAKLJUCAK
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je uticaj micela razliCito naelektrisanih surfaktanata na
jonizaciju sartana i pokazalo se da micele pomeraju pKa vrednosti irbesartana, losartana i valsartana.
Na osnovu toga se moze pretpostaviti da male promene u okruzenju mogu znacajno uticati na
pomeranje protolitickih ravnoteza ispitanih sartana i u fizioloskim uslovima. Smanjenje jonizacije
kiselih grupa i povecanje jonizacije baznih grupa u prisustvu anjonskih SDS micela, kao 1 suprotan
efekat na jonizaciju u prisustvu katjonskih CTAB micela, ukazuju da u interakcijama izmedu
jonizujucih grupa ispitanih sartana i naelektrisane povrsine micela preovladuju elektrostaticki efekti.
Na osnovu pomeranja protolitickih ravnoteza u prisustvu nejonskih micela, moze se pretpostaviti da
se jonizujuce grupe ispitanih sartana ukljucuju u dipol interakcije i formiranje vodoni¢nih veza, u
palisadnom sloju nejonskih micela. Agregati surfaktanata ispoljavaju osnovne strukturne i
funkcionalne osobine biomembrana, tako da promene u jonizaciji sartana uo¢ene u ovoj studiji mogu
ukazati na specifi¢ne interakcije sa bioloskim 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. Pored toga, prakti¢ne pKa vrednosti
(pKa*), odredene u smeSama metanol — voda, imaju analitiCki znacaj i mogu se primeniti u
hromatografskim analizama u kojima se ispitani sartani ispituju primenom mobilne faze koja sadrzi
metanol kao organski modifikator.

Potenciometrijski odredene pKa vrednosti irbesartana, losartana i valsartana pripisane su
odgovaraju¢im jonizacionim grupama na osnovu rezultata teorijske DFT studije. Vrednosti
molekulskih deskriptora potvrdile su pretpostavku da se interakcije sartana sa micelama uglavnom
odvijaju na povrSini micela, kao 1 da jonizovane forme sartana ispoljavaju manji afinitet za
inkorporiranje u unutra$njost micela. Rezultati dobijeni u teorijskoj studiji ukazuju da losartan i
irbesartan (koji pripadaju amfolitima), ostvaruju snaznije interakcije sa micelama u poredenju sa
valsartanom (diproti¢na kiselina). Vrednosti molekulskih deskriptora pokazuju da su molekulske
forme ispitanih amfolita lipofilnije u poredenju sa odgovaraju¢im cviterjonskim formama. Rezultati
ove disertacije su naroCito znacajni jer jo§ uvek nije precizno definisano da li sartani ostvaruju
interakciju sa povr§inom fosfolipidnih membrana ili se vezuju za AT1 receptore nakon insertovanja i
difuzije kroz membranski dvosloj. Definisanje jonizacije sartana i poredenje razlika izmedu njihovih
ravnoteznih oblika moze pomo¢i u utvrdivanju forme leka koja doprinosi vecoj bioraspoloZzivosti,
kao 1 obezbediti preciznije objasnjenje mehanizma interakcije sartana sa ciljnim mestom dejstva.

Ispitivanjem rastvorljivosti utvrdeno je da nema znacajnih razlika u rastvorljivosti losartana i
irbesartana u “Cisto” vodenoj sredini, bez prisustva surfaktanata. Znacajan porast rastvorljivosti
losartana (vise od 100 puta) uo¢en je u 10 M rastvoru nejonskih surfaktanata Brij 35 i TX-100. Sa
druge strane, nejonski surfaktanti nisu ispoljili znacajan solubiliziraju¢i efekat na irbesartan
(rastvorljivost poveéana 2 puta). Na osnovu dobijenih rezultata zaklju¢eno je da hidrofobni
imidazolski supstituent irbesartana doprinosi izostanku interakcija sa nejonskim micelama.
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PRILOG A: Eksperimentalni podaci

Tabela 11. Potenciometrijska titracija rastvora losartana (¢ = 10° M, V = 40 ml) u smesi metanol-
voda (m/m), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora HCI (c = 0,1041 M), standardnim rastvorom
NaOH (c = 0,0996 M). Temperatura 25°C; jonska sila 0,1 M NaCl.

NaOH bH
mi 30% metanol 40% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2

0,00 3,018 3,024 3,004 3,001 3,018 3,029 2,976 2,970
0,02 3,036 3,042 3,021 3,018 3,034 3,045 2,993 2,985
0,04 3,054 3,059 3,037 3,035 3,051 3,061 3,009 3,001
0,06 3,072 3,078 3,055 3,052 3,068 3,079 3,026 3,017
0,08 3,091 3,096 3,072 3,070 3,087 3,096 3,044 3,033
0,10 3,111 3,115 3,090 3,088 3,105 3,115 3,061 3,051
0,12 3,130 3,135 3,110 3,107 3,124 3,133 3,079 3,068
0,14 3,151 3,155 3,129 3,127 3,144 3,153 3,008 3,088
0,16 3,171 3,176 3,149 3,147 3,164 3,174 3,118 3,108
0,18 3,194 3,198 3,170 3,169 3,186 3,196 3,139 3,129
0,20 3,218 3,222 3,193 3,191 3,207 3,218 3,160 3,150
0,22 3,242 3,246 3,217 3,215 3,232 3,242 3,183 3,172
0,24 3,268 3,271 3,242 3,240 3,256 3,267 3,207 3,195
0,26 3,294 3,298 3,268 3,267 3,281 3,293 3,232 3,220
0,28 3,322 3,326 3,295 3,294 3,309 3,321 3,258 3,245
0,30 3,352 3,357 3,323 3,323 3,338 3,352 3,286 3,273
0,32 3,382 3,386 3,355 3,354 3,369 3,383 3,317 3,303
0,34 3,416 3,419 3,386 3,386 3,401 3,416 3,347 3,333
0,36 3,449 3,454 3,420 3,420 3,435 3,450 3,381 3,366
0,38 3,485 3,490 3,455 3,456 3,471 3,488 3,416 3,399
0,40 3,522 3,526 3,493 3,493 3,509 3,527 3,453 3,436
0,42 3,562 3,566 3,534 3,533 3,551 3,569 3,493 3,475
0,44 3,603 3,607 3,576 3,574 3,594 3,614 3,536 3,517
0,46 3,646 3,650 3,621 3,618 3,640 3,661 3,580 3,560
0,48 3,692 3,696 3,668 3,667 3,691 3,712 3,631 3,608
0,50 3,739 3,743 3,718 3,717 3,741 3,765 3,681 3,659
0,52 3,788 3,792 3,770 3,767 3,797 3,821 3,737 3,713
0,54 3,841 3,845 3,826 3,822 3,858 3,881 3,796 3,771
0,56 3,895 3,899 3,884 3,879 3,920 3,944 3,857 3,832
0,58 3,950 3,954 3,943 3,940 3,984 4,008 3,923 3,895
0,60 4,009 4,012 4,006 4,000 4,051 4,075 3,992 3,963
0,62 4,068 4,071 4,068 4,062 4,120 4,144 4,060 4,031
0,64 4,127 4,129 4,132 4,126 4,187 4,210 4,131 4,102
0,66 4,188 4,190 4,200 4,199 4,257 4,277 4,201 4,173
0,68 4,250 4,251 4,262 4,263 4,323 4,343 4,268 4,241
0,70 4,310 4,312 4,327 4,325 4,391 4,410 4,337 4,308
0,72 4,373 4,372 4,393 4,389 4,459 4,475 4,405 4,376
0,74 4,437 4,438 4,463 4,456 4,527 4,544 4,474 4,447
0,76 4,499 4,499 4,523 4,522 4,595 4,611 4,542 4,514
0,78 4,568 4,566 4,591 4,590 4,665 4,682 4,611 4,583
0,80 4,635 4,634 4,659 4,659 4,736 4,751 4,680 4,655
0,82 4,704 4,701 4,730 4,729 4,807 4,822 4,749 4,722
0,84 4,778 4,774 4,802 4,803 4,883 4,898 4,822 4,794
0,86 4,855 4,850 4,878 4,880 4,963 4,975 4,898 4,871
0,88 4,934 4,930 4,959 4,961 5,043 5,056 4,979 4,947
0,90 5,024 5,020 5,046 5,050 5,132 5,145 5,059 5,029
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Nastavak Tabele 11.

NaOH pH
?nl 30% metanol 40% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2

0,92 5,123 5,119 5,145 5,150 5,234 5,244 5,151 5,119
0,94 5,233 5,222 5,253 5,256 5,340 5,354 5,250 5,215
0,96 5,353 5,349 5,368 5,38 5,465 5,484 5,359 5,324
0,98 5,504 5,49 5,507 5,526 5,613 5,628 5,489 5,446
1,00 5,678 5,686 5,666 5,692 5,781 5,791 5,640 5,586
1,02 5,890 5,897 5,872 5,915 5,974 6,005 5,806 5,756
1,04 6,343 6,299 6,278 6,340 6,324 6,376 6,030 5,953
1,06 7,096 6,986 6,882 7,024 6,908 6,975 6,389 6,274
1,08 8,014 7,829 7,659 7,892 7,717 7,710 6,940 6,830
1,10 8,944 8,751 8,513 8,793 8,601 8,482 7,705 7,590
1,12 9,655 9,508 9,264 9,546 9,409 9,207 8,559 8,459
1,14 10,125 10,012 9,835 10,065 10,049 9,781 9,382 9,345
1,16 10,410 10,336 10,223 10,373 10,428 10,175 10,041 10,028
1,18 10,571 10,523 10,472 10,566 10,612 10,444 10,417 10,433
1,20 10,662 10,628 10,628 10,668 10,699 10,618 10,588 10,596
1,22 10,714 10,691 10,717 10,727 10,752 10,718 10,662 10,665
1,24 10,757 10,737 10,771 10,770 10,795 10,781 10,715 10,715
1,26 10,795 10,776 10,812 10,809 10,836 10,825 10,761 10,757
1,28 10,830 10,813 10,849 10,843 10,87 10,862 10,800 10,797
1,30 10,864 10,845 10,881 10,876 10,905 10,896 10,840 10,832
1,32 10,893 10,876 10,911 10,906 10,937 10,928 10,854 10,865
1,34 10,922 10,905 10,939 10,933 10,966 10,955 10,884 10,895
1,36 10,94 10,931 10,965 10,959 10,991 10,982 10,914 10,922
1,38 10,956 10,988 10,983 11,017 11,007 10,942 10,947
1,40 10,979 10,997 11,039 11,030 10,97 10,972
1,42 11,001 11,062 11,035 10,992 10,995
1,44 11,022 11,061 11,016 11,017
1,46 11,042 11,037 11,038
1,48 11,051 11,053 11,057
1,50 11,078 11,075
1,52 11,098 11,093
1,54 11,103 11,110
1,56 11,128
1,58 11,143
1,60 11,143
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Tabela 12. Potenciometrijska titracija rastvora valsartana (¢ = 10° M, V = 40 ml) u smesi metanol-
voda (m/m), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora HCI (c = 0,1041 M), standarnim rastvorom
NaOH (¢ = 0,0996 M). Temperatura 25°C; jonska jacina 0,1M NaCl.

NaOH pH
ml 40% metanol 45% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,00 2,641 2,639 2,728 2.778 2,713 2,743 2,713 2,692
0,02 2,651 2,650 2,738 2.788 2,726 2,754 2,725 2,702
0,04 2,661 2,660 2,748 2.798 2,738 2,765 2,736 2,713
0,06 2,671 2,670 2,759 2.809 2,749 2,776 2,747 2,723
0,08 2,681 2,679 2,771 2.821 2,76 2,788 2,758 2,735
0,10 2,690 2,689 2,782 2.832 2,773 2,798 2,770 2,745
0,12 2,701 2,700 2,793 2.843 2,784 2,810 2,782 2,755
0,14 2,712 2,710 2,805 2.855 2,796 2,823 2,794 2,768
0,16 2,723 2,721 2,817 2.867 2,809 2,835 2,805 2,779
0,18 2,734 2,733 2,830 2.880 2,822 2,848 2,818 2,791
0,20 2,746 2,745 2,843 2.893 2,835 2,862 2,832 2,804
0,22 2,756 2,756 2,856 2.906 2,849 2,875 2,845 2,816
0,24 2,769 2,768 2,869 2.919 2,862 2,889 2,859 2,829
0,26 2,782 2,781 2,883 2.933 2,876 2,904 2,873 2,842
0,28 2,794 2,793 2,898 2.948 2,891 2,918 2,887 2,856
0,30 2,809 2,807 2,914 2.964 2,905 2,934 2,903 2,871
0,32 2,821 2,820 2,928 2.978 2,921 2,950 2,920 2,885
0,34 2,835 2,834 2,945 2.995 2,937 2,966 2,935 2,900
0,36 2,850 2,849 2,961 3.011 2,954 2,982 2,952 2,916
0,38 2,865 2,863 2,978 3.028 2,970 3,000 2,970 2,932
0,40 2,880 2,879 2,995 3.045 2,989 3,018 2,988 2,949
0,42 2,897 2,895 3,015 3.065 3,008 3,039 3,008 2,967
0,44 2,912 2,911 3,033 3.083 3,028 3,058 3,027 2,984
0,46 2,929 2,927 3,054 3.104 3,047 3,078 3,047 3,004
0,48 2,947 2,946 3,074 3.124 3,067 3,099 3,069 3,023
0,50 2,964 2,963 3,095 3.145 3,089 3,122 3,092 3,043
0,52 2,984 2,982 3,117 3.167 3,112 3,145 3,114 3,064
0,54 3,003 3,001 3,141 3.191 3,135 3,171 3,139 3,087
0,56 3,024 3,021 3,166 3.216 3,161 3,197 3,165 3,110
0,58 3,045 3,043 3,192 3.242 3,186 3,223 3,193 3,134
0,60 3,068 3,065 3,219 3.269 3,214 3,252 3,222 3,160
0,62 3,001 3,088 3,248 3.298 3,243 3,283 3,251 3,187
0,64 3,115 3,112 3,277 3.327 3,272 3,315 3,285 3,216
0,66 3,140 3,138 3,311 3.361 3,305 3,350 3,320 3,246
0,68 3,168 3,164 3,344 3.394 3,340 3,387 3,357 3,278
0,70 3,195 3,192 3,378 3.428 3,377 3,425 3,395 3,313
0,72 3,225 3,221 3,418 3.468 3,416 3,466 3,436 3,350
0,74 3,257 3,253 3,458 3.508 3,458 3,509 3,481 3,388
0,76 3,289 3,285 3,500 3.550 3,500 3,554 3,528 3,429
0,78 3,326 3,322 3,544 3.594 3,547 3,602 3,578 3,474
0,80 3,364 3,357 3,591 3.641 3,595 3,652 3,630 3,520
0,82 3,402 3,395 3,638 3.688 3,645 3,703 3,684 3,569
0,84 3,443 3,436 3,687 3.737 3,697 3,757 3,739 3,621
0,86 3,484 3,480 3,737 3.787 3,748 3,811 3,797 3,675
0,88 3,529 3,523 3,788 3.838 3,803 3,865 3,855 3,730
0,90 3,574 3,569 3,839 3.889 3,858 3,920 3,913 3,788
0,92 3,623 3,617 3,892 3.942 3,913 3,975 3,971 3,847
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Nastavak Tabele 12.

NaOH pH
ml 40% metanol 45% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,94 3,673 3,666 3,945 3.995 3,969 4,030 4,03 3,905
0,96 3,724 3,715 3,997 4.047 4,022 4,084 4,089 3,966
0,98 3,775 3,766 4,048 4.098 4,078 4,137 4,145 4,024
1,00 3,826 3,815 4,099 4.149 4,130 4,190 4,199 4,081
1,02 3,877 3,868 4,148 4.198 4,184 4,242 4,253 4,139
1,04 3,929 3,920 4,199 4.249 4,236 4,292 4,305 4,195
1,06 3,978 3,968 4,247 4.297 4,284 4,341 4,355 4,248
1,08 4,030 4,018 4,294 4.344 4,334 4,388 4,406 4,301
1,10 4,079 4,068 4,341 4.391 4,383 4,437 4,455 4,353
1,12 4,130 4,118 4,388 4.438 4,430 4,484 4,505 4,403
1,14 4,179 4,168 4,434 4.484 4,477 4,530 4,552 4,454
1,16 4,229 4,217 4,480 4,530 4,524 4,577 4,600 4,503
1,18 4,275 4,264 4,525 4,575 4,570 4,622 4,647 4,552
1,20 4,325 4,313 4,570 4.620 4,616 4,667 4,693 4,600
1,22 4,370 4,359 4,614 4.664 4,662 4,712 4,741 4,647
1,24 4,417 4,406 4,658 4.708 4,706 4,757 4,784 4,693
1,26 4,463 4,451 4,702 4,752 4,750 4,800 4,831 4,740
1,28 4,510 4,498 4,746 4.796 4,795 4,846 4,878 4,786
1,30 4,554 4,545 4,790 4.840 4,840 4,89 4,924 4,832
1,32 4,602 4,590 4,835 4.885 4,885 4,936 4,970 4,879
1,34 4,649 4,638 4,880 4.930 4,929 4,982 5,016 4,927
1,36 4,696 4,684 4,924 4.974 4,977 5,027 5,062 4,974
1,38 4,742 4,731 4,971 5.021 5,022 5,072 5,108 5,020
1,40 4,789 4,778 5,017 5.067 5,067 5,118 5,155 5,067
1,42 4,835 4,825 5,062 5.112 5,113 5,163 5,202 5,114
1,44 4,881 4,870 5,108 5.158 5,159 5,211 5,251 5,162
1,46 4,930 4,921 5,155 5.205 5,206 5,258 5,299 5,210
1,48 4,979 4,970 5,203 5.253 5,252 5,307 5,348 5,258
1,50 5,029 5,020 5,253 5.303 5,302 5,355 5,400 5,308
1,52 5,080 5,070 5,304 5.354 5,351 5,408 5,453 5,358
1,54 5,132 5,123 5,356 5.406 5,403 5,461 5,506 5,410
1,56 5,185 5,177 5,411 5.461 5,456 5,516 5,563 5,464
1,58 5,238 5,231 5,467 5.517 5,510 5,574 5,621 5,519
1,60 5,296 5,289 5,526 5.576 5,566 5,634 5,685 5,577
1,62 5,353 5,348 5,588 5.638 5,627 5,698 5,752 5,637
1,64 5,414 5,410 5,655 5.705 5,690 5,768 5,821 5,701
1,66 5,480 5,477 5,725 5.775 5,760 5,840 5,898 5,769
1,68 5,550 5,549 5,806 5.856 5,834 5,923 5,983 5,842
1,70 5,626 5,624 5,892 5.942 5,913 6,015 6,074 5,922
1,72 5,708 5,711 5,988 6.038 6,003 6,116 6,183 6,009
1,74 5,800 5,806 6,099 6.149 6,103 6,232 6,310 6,107
1,76 5,903 5,913 6,224 6.274 6,215 6,371 6,447 6,219
1,78 6,025 6,033 6,371 6.421 6,347 6,532 6,614 6,346
1,80 6,165 6,174 6,538 6.588 6,496 6,715 6,824 6,493
1,82 6,322 6,332 6,781 6.831 6,662 7,042 7,194 6,663
1,84 6,507 6,530 7,208 7.258 6,915 7,543 7,761 6,924
1,86 6,857 6,905 7,809 7.859 7,320 8,140 8,444 7,352
1,88 7,409 7,501 8,473 9.660 7,849 8,768 9,100 7,925
1,90 8,059 8,234 9,113 9.993 8,475 9,331 9,650 8,559
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Nastavak Tabele 12.

NaOH pH

ml 40% metanol 45% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2

1,92 8,735 8,947 9,610 9,660 9,069 9,754 10,02 9,126
1,94 9,319 9,528 9,943 9,993 9,554 10,06 10,23 9,596
1,96 9,734 9,907 10,16 10,210 9,914 10,24 10,36 9,954
1,98 10,023 10,12 10,29 10,340 10,15 10,36 10,44 10,19
2,00 10,198 10,243 10,377 10,427 10,298 10,437 10,501 10,337
2,02 10,314 10,324 10,443 10,493 10,394 10,500 10,556 10,435
2,04 10,397 10,391 10,501 10,551 10,465 10,552 10,605 10,505
2,06 10,462 10,450 10,550 10,600 10,521 10,600 10,648 10,559
2,08 10,518 10,504 10,595 10,645 10,571 10,641 10,688 10,607
2,10 10,567 10,551 10,637 10,687 10,615 10,679 10,725 10,650
2,12 10,611 10,595 10,674 10,724 10,656 10,714 10,761 10,688
2,14 10,652 10,634 10,710 10,760 10,693 10,748 10,792 10,725
2,16 10,689 10,670 10,742 10,792 10,727 10,778 10,822 10,757
2,18 10,722 10,704 10,772 10,822 10,758 10,807 10,850 10,788
2,20 10,754 10,735 10,800 10,850 10,788 10,834 10,873 10,816
2,22 10,785 10,765 10,827 10,877 10,817 10,859 10,821
2,24 10,812 10,794 10,850 10,900 10,844 10,860
2,26 10,839 10,819 10,843
2,28 10,865 10,844
2,30 10,888 10,868
2,32 10,910 10,890
2,34 10,931 10,911
2,36 10,952 10,932
2,38 10,972 10,951
2,40 10,991 10,969
2,42 10,991 10,986
2,44 11,004
2,46 11,021
2,48 11,034
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Tabela 13. Potenciometrijska titracija rastvora irbesartana (¢ = 10° M, V = 40 ml) u smesi metanol-
voda (m/m), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora HCI (¢ = 0,1041 M), standardnim rastvorom
NaOH (¢ =0,0996 M). Temperatura 25°C; jonska jacina 0,1 M NaCl.

NaOH pH
ml 40% metanol 45% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,00 2,608 2,614 2,684 2,734 2,656 3,414 2,636 2,616
0,02 2,618 2,623 2,693 2,743 2,667 3,444 2,645 2,625
0,04 2,625 2,631 2,701 2,751 2,674 3,475 2,654 2,634
0,06 2,633 2,639 2,710 2,760 2,682 3,506 2,662 2,642
0,08 2,642 2,648 2,718 2,768 2,691 3,538 2,669 2,649
0,10 2,65 2,656 2,726 2,776 2,701 3,573 2,679 2,659
0,12 2,657 2,665 2,735 2,785 2,709 3,606 2,687 2,667
0,14 2,666 2,674 2,744 2,794 2,718 3,640 2,696 2,676
0,16 2,676 2,683 2,753 2,803 2,727 3,676 2,705 2,685
0,18 2,685 2,692 2,762 2,812 2,737 3,715 2,713 2,693
0,20 2,694 2,702 2,772 2,822 2,747 3,755 2,724 2,704
0,22 2,704 2,712 2,782 2,832 2,755 3,797 2,733 2,713
0,24 2,714 2,722 2,792 2,842 2,766 3,839 2,743 2,723
0,26 2,724 2,732 2,802 2,852 2,776 3,882 2,753 2,733
0,28 2,734 2,743 2,812 2,862 2,786 3,927 2,763 2,743
0,30 2,745 2,753 2,823 2,873 2,797 3,974 2,773 2,753
0,32 2,755 2,764 2,834 2,884 2,807 4,022 2,784 2,764
0,34 2,766 2,775 2,844 2,894 2,818 4,070 2,794 2,774
0,36 2,777 2,786 2,856 2,906 2,830 4,121 2,807 2,787
0,38 2,788 2,798 2,867 2,917 2,841 4,174 2,818 2,798
0,40 2,800 2,810 2,879 2,919 2,851 4,226 2,828 2,808
0,42 2,812 2,822 2,891 2,931 2,864 4,280 2,842 2,822
0,44 2,824 2,834 2,903 2,943 2,876 4,334 2,854 2,834
0,46 2,836 2,846 2,917 2,957 2,887 4,389 2,866 2,846
0,48 2,850 2,860 2,929 2,969 2,900 4,445 2,879 2,859
0,50 2,862 2,873 2,942 2,982 2,912 4,500 2,892 2,872
0,52 2,875 2,886 2,955 2,995 2,926 4,557 2,904 2,884
0,54 2,888 2,900 2,969 3,009 2,940 4,616 2,919 2,899
0,56 2,903 2,915 2,983 3,023 2,953 4,677 2,933 2,913
0,58 2,918 2,929 2,997 3,037 2,968 4,739 2,946 2,926
0,60 2,932 2,945 3,012 3,052 2,981 4,803 2,960 2,950
0,62 2,948 2,960 3,028 3,068 2,997 4,869 2,975 2,965
0,64 2,964 2,976 3,043 3,083 3,012 4,939 2,992 2,982
0,66 2,979 2,993 3,059 3,099 3,027 5,014 3,006 2,996
0,68 2,996 3,010 3,076 3,116 3,044 5,093 3,023 3,013
0,70 3,013 3,026 3,093 3,133 3,059 5,179 3,039 3,029
0,72 3,031 3,045 3,109 3,149 3,077 5,272 3,057 3,047
0,74 3,049 3,064 3,128 3,168 3,094 5,378 3,077 3,067
0,76 3,067 3,083 3,147 3,187 3,112 5,496 3,092 3,082
0,78 3,087 3,103 3,167 3,207 3,132 5,632 3,112 3,102
0,80 3,108 3,124 3,187 3,227 3,151 5,796 3,132 3,122
0,82 3,128 3,145 3,208 3,248 3,170 5,999 3,153 3,143
0,84 3,150 3,167 3,228 3,268 3,192 6,374 3,172 3,162
0,86 3,172 3,190 3,250 3,290 3,212 6,979 3,194 3,184
0,88 3,194 3,213 3,272 3,312 3,235 7,746 3,216 3,206
0,90 3,218 3,236 3,296 3,326 3,256 8,615 3,239 3,229
0,92 3,242 3,262 3,320 3,350 3,281 9,424 3,262 3,252
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Nastavak Tabele 13.

NaOH pH
ml 40% metanol 45% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,94 3,266 3,288 3,344 3,374 3,304 9,984 3,288 3,278
0,96 3,294 3,315 3,371 3,401 3,329 10,331 3,315 3.305
0,98 3,321 3,343 3,399 3,429 3,355 10,543 3,342 3,332
1,00 3,349 3,371 3,427 3,457 3,384 10,658 3,369 3,359
1,02 3,379 3,402 3,456 3,486 3,413 10,724 3,396 3,386
1,04 3,408 3,432 3,486 3,516 3,441 10,771 3,427 3,417
1,06 3,439 3,463 3,516 3,546 3,471 10,808 3,454 3,444
1,08 3,470 3,496 3,548 3,578 3,501 10,844 3,488 3,478
1,10 3,503 3,529 3,581 3,611 3,532 10,876 3,520 3,510
1,12 3,536 3,564 3,615 3,645 3,565 10,905 3,551 3,541
1,14 3,571 3,599 3,650 3,680 3,599 10,934 3,589 3,579
1,16 3,606 3,635 3,686 3,716 3,635 10,960 3,626 3,616
1,18 3,641 3,672 3,724 3,754 3,670 10,977 3,662 3,652
1,20 3,679 3,710 3,762 3,792 3,707 3,700 3,690
1,22 3,717 3,749 3,803 3,833 3,745 3,741 3,751
1,24 3,756 3,787 3,843 3,873 3,784 3,781 3,791
1,26 3,795 3,829 3,885 3,915 3,824 3,821 3,831
1,28 3,836 3,870 3,929 3,959 3,866 3,868 3,878
1,30 3,878 3,913 3,974 4,004 3,909 3,913 3,923
1,32 3,920 3,957 4,022 4,052 3,954 3,963 3,973
1,34 3,965 4,002 4,070 4,100 4,001 4,004 4,014
1,36 4,009 4,049 4,119 4,159 4,049 4,057 4,067
1,38 4,054 4,095 4,169 4,209 4,096 4,110 4,120
1,40 4,101 4,141 4,223 4,263 4,146 4,165 4,175
1,42 4,148 4,192 4,275 4,315 4,196 4,214 4,224
1,44 4,199 4,241 4,328 4,368 4,248 4,275 4,285
1,46 4,247 4,292 4,383 4,423 4,300 4,322 4,332
1,48 4,297 4,342 4,438 4,478 4,353 4,379 4,389
1,50 4,349 4,396 4,494 4,534 4,407 4,441 4,451
1,52 4,401 4,449 4,551 4,591 4,462 4,494 4,504
1,54 4,453 4,503 4,611 4,651 4,518 4,552 4,562
1,56 4,509 4,560 4,671 4,711 4,577 4,622 4,632
1,58 4,565 4,618 4,733 4,773 4,633 4,673 4,683
1,60 4,622 4,678 4,796 4,836 4,701 4,741 4,751
1,62 4,682 4,742 4,863 4,903 4,746 4,804 4,814
1,64 4,744 4,808 4,931 4,971 4,807 4,878 4,888
1,66 4,810 4,876 5,008 5,048 4,872 4,947 4,957
1,68 4,880 4,953 5,084 5,124 4,944 5,023 5,033
1,70 4,953 5,032 5,170 5,210 5,019 5,107 5,117
1,72 5,034 5,119 5,264 5,304 5,097 5,196 5,206
1,74 5,124 5,217 5,366 5,406 5,182 5,286 5,296
1,76 5,219 5,324 5,482 5,522 5,275 5,404 5,414
1,78 5,328 5,448 5,616 5,656 5,380 5,530 5,540
1,80 5,454 5,595 5,771 5,791 5,496 5,666 5,676
1,82 5,598 5,760 5,958 5,978 5,626 5,827 5,837
1,84 5,769 6,009 6,303 6,323 5,777 6,086 6,096
1,86 6,035 6,475 6,851 6,871 5,997 6,466 6,476
1,88 6,533 7,189 7,578 7,598 6,346 7,067 7,077
1,90 7,293 8,127 8,402 8,422 6,849 7,852 7,862
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Nastavak Tabele 13.

NaOH pH
ml 40% metanol 45% metanol 50% metanol 55% metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
1,92 8,227 9,140 9,1930 9,213 7,501 8,733 8,743
1,94 9,162 9,914 9,7840 9,804 8,245 9,590 9,600
1,96 9,851 10,338 10,179 10,199 9,013 10,203 10,213
1,98 10,254 10,488 10,444 10,464 9,659 10,477 10,487
2,00 10,446 10,552 10,600 10,620 10,115 10,578 10,588
2,02 10,547 10,603 10,684 10,412 10,633
2,04 10,610 10,650 10,736 10,592 10,680
2,06 10,655 10,690 10,777 10,691 10,725
2,08 10,696 10,728 10,814 10,755 10,761
2,10 10,734 10,762 10,847 10,800 10,794
2,12 10,768 10,793 10,878 10,836 10,825
2,14 10,799 10,822 10,906 10,867 10,848
2,16 10,828 10,849 10,932 10,897
2,18 10,855 10,874 10,956 10,925
2,20 10,880 10,979 10,950
2,22 10,904 11,002 10,974
2,24 10,926 11,014 10,997
2,26 10,946 11,018
2,28 11,039
2,30 11,058
2,32 11,077
2,34 11,077
2,36
2,38
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Tabela 14. Potenciometrijska titracija rastvora losartana (¢ = 5x10* - 10° M, V = 40 ml), kome je
dodat 1 ml standardnog rastvora HCI (c = 0,1041 M), standardnim rastvorom NaOH (c = 0,0996 M).
Temperatura 25°C; jonska jacina 0,1 M (NaCl).

NaOH pH
ml SDS 10°M CTAB 10°M TX100 10°M BRI1J35 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,00 3,570 3,537 2,963 2,783 2,712 2,765 2,723 2,748
0,02 3,619 3,586 2,977 2,796 2,724 2,778 2,736 2,761
0,04 3,668 3,635 2,991 2,805 2,735 2,790 2,748 2,772
0,06 3,719 3,687 3,004 2,817 2,747 2,802 2,76 2,784
0,08 3,773 3,739 3,019 2,827 2,760 2,816 2,773 2,795
0,10 3,828 3,794 3,034 2,838 2,772 2,828 2,786 2,808
0,12 3,883 3,850 3,048 2,849 2,785 2,842 2,799 2,821
0,14 3,941 3,907 3,063 2,861 2,799 2,854 2,813 2,833
0,16 4,000 3,967 3,078 2,873 2,812 2,869 2,827 2,847
0,18 4,060 4,028 3,004 2,884 2,827 2,883 2,841 2,861
0,20 4,123 4,090 3,112 2,897 2,842 2,899 2,856 2,875
0,22 4,183 4,151 3,128 2,910 2,857 2,914 2,870 2,890
0,24 4,245 4,214 3,146 2,923 2,873 2,930 2,887 2,906
0,26 4,306 4,275 3,165 2,937 2,889 2,948 2,903 2,921
0,28 4,366 4,335 3,184 2,951 2,906 2,965 2,920 2,938
0,30 4,427 4,398 3,204 2,965 2,924 2,983 2,937 2,955
0,32 4,486 4,458 3,224 2,980 2,943 3,001 2,954 2,973
0,34 4,544 4,517 3,244 2,995 2,961 3,021 2,973 2,991
0,36 4,604 4,578 3,267 3,012 2,981 3,042 2,993 3,010
0,38 4,663 4,637 3,289 3,028 3,001 3,062 3,013 3,031
0,40 4,722 4,697 3,312 3,044 3,024 3,086 3,035 3,051
0,42 4,783 4,756 3,338 3,062 3,046 3,109 3,057 3,073
0,44 4,841 4,816 3,364 3,079 3,070 3,134 3,080 3,095
0,46 4,900 4,876 3,391 3,098 3,095 3,159 3,103 3,119
0,48 4,960 4,937 3,419 3,117 3,121 3,187 3,130 3,144
0,50 5,020 4,999 3,448 3,137 3,148 3,216 3,155 3,170
0,52 5,081 5,059 3,480 3,157 3,178 3,246 3,183 3,197
0,54 5,144 5,122 3,513 3,178 3,209 3,280 3,213 3,227
0,56 5,206 5,187 3,549 3,201 3,244 3,314 3,244 3,258
0,58 5271 5,250 3,589 3,223 3,278 3,353 3,277 3,290
0,60 5,334 5,315 3,630 3,247 3,318 3,395 3,314 3,326
0,62 5,398 5,379 3,676 3,273 3,360 3,440 3,352 3,365
0,64 5,463 5,445 3,723 3,298 3,406 3,490 3,393 3,406
0,66 5,529 5,511 3,778 3,325 3,456 3,545 3,438 3,452
0,68 5,594 5,576 3,838 3,354 3,512 3,605 3,489 3,500
0,70 5,660 5,642 3,905 3,384 3,573 3,671 3,542 3,552
0,72 5,727 5,711 3,984 3,416 3,641 3,745 3,601 3,612
0,74 5,797 5,780 4,078 3,451 3,718 3,830 3,667 3,678
0,76 5,866 5,851 4,191 3,487 3,802 3,923 3,740 3,749
0,78 5,938 5,924 4,340 3,527 3,899 4,026 3,822 3,832
0,80 6,012 6,000 4,547 3,571 4,002 4,137 3,914 3,925
0,82 6,088 6,077 4,840 3,615 4,111 4,250 4,015 4,026
0,84 6,169 6,156 5,209 3,665 4,228 4,372 4,129 4,142
0,86 6,249 6,241 5,560 3,719 4,348 4,493 4,255 4,272
0,88 6,331 6,328 5,939 3,779 4,470 4,616 4,386 4,413
0,90 6,420 6,419 6,452 3,847 4,593 4,743 4,529 4,564
0,92 6,517 6,517 7,141 3,927 4,720 4,875 4,678 4,725
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Nastavak Tabele 14.

NaOH pH

ml SDS 10°M CTAB 10°M TX100 10°M BRI1J35 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2

0,94 6,616 6,623 7,924 4,020 4,852 5,011 4,832 4,887
0,96 6,733 6,749 8,688 4,136 4,991 5,158 4,990 5,065
0,98 6,865 6,884 9,252 4,287 5,135 5,318 5,158 5,249
1,00 7,068 7,118 9,590 4,495 5,294 5,491 5,328 5,438
1,02 7,560 7,687 9,764 4,824 5,465 5,685 5,512 5,638
1,04 8,362 8,558 9,882 5,256 5,652 6,070 5,708 5,869
1,06 9,235 9,388 9,980 5,830 6,013 6,839 6,054 6,211
1,08 9,846 9,924 10,07 6,898 6,744 7,948 6,741 6,846
1,10 10,185 10,191 10,153 8,338 7,837 9,174 7,799 7,888
1,12 10,345 10,315 10,231 9,523 9,115 9,906 8,984 9,030
1,14 10,439 10,401 10,304 10,098 9,937 10,239 9,777 9,824
1,16 10,509 10,472 10,371 10,320 10,249 10,374 10,186 10,212
1,18 10,571 10,533 10,433 10,423 10,364 10,449 10,368 10,371
1,20 10,624 10,588 10,492 10,494 10,434 10,507 10,452 10,451
1,22 10,673 10,636 10,544 10,553 10,493 10,559 10,513 10,514
1,24 10,716 10,680 10,594 10,603 10,543 10,604 10,564 10,567
1,26 10,755 10,720 10,639 10,648 10,590 10,644 10,613 10,616
1,28 10,790 10,756 10,680 10,689 10,631 10,680 10,654 10,656
1,30 10,823 10,790 10,714 10,726 10,667 10,713 10,691 10,696
1,32 10,854 10,821 10,750 10,760 10,701 10,743 10,725 10,731
1,34 10,882 10,851 10,785 10,791 10,732 10,771 10,756 10,762
1,36 10,908 10,877 10,819 10,819 10,761 10,798 10,784 10,791
1,38 10,933 10,903 10,851 10,847 10,788 10,822 10,811 10,818
1,40 10,957 10,926 10,879 10,872 10,813 10,845 10,835 10,844
1,42 10,979 10,949 10,906 10,895 10,837 10,867 10,858 10,867
1,44 10,999 10,970 10,931 10,917 10,860 10,888 10,879 10,889
1,46 11,020 10,991 10,956 10,937 10,878 10,908 10,900
1,48 11,038 11,010 10,979 10,957 10,928 10,919
1,50 11,056 11,029 11,001 10,957 10,945 10,938
1,52 11,075 11,046 11,021 10,956
1,54 11,091 11,053 11,041 10,972
1,56 11,106 11,061
1,58 11,080
1,60 11,096
1,62 11,112
1,64 11,116
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Tabela 15. Potenciometrijska titracija rastvora valsartana (¢ = 5x10*- 102 M, V = 40 ml) kome je
dodat 1 ml standardnog rastvora HCI (¢ = 0,1041 M), standardnim rastvorom NaOH (c = 0,0996 M).
Temperatura 25°C; jonska jacina 0,1 M.

NaOH pH
SDS 10°M CTAB 10°M TX100 10°M BRI1J35 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2

0,00 2,683 2,743 2,629 2,659 2,830 2,820 2,584 2,594
0,02 2,692 2,752 2,636 2,666 2,842 2,832 2,594 2,604
0,04 2,700 2,760 2,643 2,673 2,854 2,844 2,603 2,613
0,06 2,711 2,771 2,650 2,68 2,866 2,856 2,612 2,622
0,08 2,720 2,780 2,658 2,688 2,879 2,869 2,621 2,631
0,10 2,729 2,789 2,666 2,696 2,892 2,882 2,631 2,641
0,12 2,740 2,800 2,672 2,702 2,905 2,895 2,640 2,65
0,14 2,749 2,809 2,680 2,710 2,917 2,907 2,651 2,661
0,16 2,759 2,819 2,687 2,717 2,932 2,922 2,661 2,671
0,18 2,771 2,831 2,695 2,725 2,946 2,936 2,672 2,682
0,20 2,782 2,842 2,703 2,733 2,961 2,951 2,682 2,692
0,22 2,793 2,853 2,711 2,741 2,977 2,967 2,694 2,704
0,24 2,805 2,865 2,718 2,748 2,993 2,983 2,705 2,705
0,26 2,817 2,877 2,727 2,757 3,011 3,001 2,717 2,717
0,28 2,830 2,890 2,735 2,765 3,028 3,018 2,730 2,730
0,30 2,844 2,874 2,744 2,774 3,046 3,036 2,743 2,743
0,32 2,857 2,887 2,752 2,782 3,065 3,055 2,755 2,755
0,34 2,871 2,901 2,760 2,790 3,084 3,074 2,768 2,768
0,36 2,887 2,917 2,769 2,799 3,105 3,095 2,781 2,781
0,38 2,902 2,932 2,779 2,809 3,126 3,116 2,794 2,794
0,40 2,918 2,948 2,789 2,819 3,149 3,139 2,808 2,808
0,42 2,935 2,965 2,797 2,827 3,173 3,163 2,823 2,823
0,44 2,951 2,981 2,807 2,817 3,198 3,188 2,837 2,837
0,46 2,968 2,998 2,816 2,826 3,224 3,214 2,853 2,853
0,48 2,986 3,016 2,824 2,834 3,251 3,241 2,868 2,868
0,50 3,005 3,035 2,834 2,844 3,280 3,270 2,884 2,884
0,52 3,025 3,055 2,844 2,854 3,309 3,299 2,900 2,900
0,54 3,046 3,076 2,853 2,863 3,342 3,332 2,918 2,918
0,56 3,068 3,098 2,864 2,874 3,376 3,366 2,936 2,936
0,58 3,090 3,120 2,873 2,883 3,411 3,401 2,954 2,954
0,60 3,115 3,145 2,884 2,894 3,451 3,441 2,973 2,973
0,62 3,141 3,171 2,895 2,905 3,491 3,481 2,994 2,994
0,64 3,166 3,196 2,905 2,915 3,533 3,523 3,014 3,024
0,66 3,193 3,223 2,916 2,926 3,580 3,570 3,036 3,046
0,68 3,222 3,252 2,927 2,937 3,627 3,617 3,058 3,068
0,70 3,252 3,282 2,938 2,948 3,677 3,667 3,083 3,003
0,72 3,286 3,316 2,950 2,970 3,727 3,717 3,108 3,118
0,74 3,321 3,351 2,962 2,982 3,782 3,772 3,134 3,144
0,76 3,357 3,387 2,974 2,994 3,836 3,826 3,162 3,172
0,78 3,399 3,429 2,987 3,007 3,893 3,883 3,191 3,201
0,80 3,443 3,473 2,999 3,019 3,949 3,939 3,223 3,233
0,82 3,489 3,519 3,012 3,032 4,003 3,993 3,255 3,265
0,84 3,539 3,569 3,025 3,065 4,058 4,048 3,290 3,300
0,86 3,594 3,624 3,038 3,078 4,111 4,101 3,328 3,338
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Nastavak Tabele 15.

NaOH P
SDS 10°M CTAB 10°M TX100 10°M BRI1J35 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,88 3,654 3,684 3,052 3,092 4,163 4,153 3,366 3,376
0,90 3,719 3,749 3,065 3,105 4,215 4,205 3,410 3,420
0,92 3,787 3,817 3,080 3,120 4,265 4,255 3,456 3,466
0,94 3,857 3,887 3,095 3,135 4,313 4,313 3,507 3,517
0,96 3,929 3,959 3,110 3,150 4,362 4,362 3,560 3,570
0,98 4,001 4,031 3,126 3,166 4,411 4,411 3,617 3,627
1,00 4,068 4,008 3,142 3,182 4,455 4,455 3,677 3,687
1,02 4,135 4,165 3,158 3,198 4,500 4,500 3,741 3,751
1,04 4,197 4,227 3,175 3,215 4,543 4,543 3,808 3,818
1,06 4,253 4,283 3,191 3,231 4,585 4,585 3,877 3,887
1,08 4,308 4,338 3,209 3,249 4,627 4,627 3,948 3,958
1,10 4,359 4,389 3,226 3,266 4,669 4,669 4,022 4,032
1,12 4,408 4,438 3,245 3,285 4,709 4,709 4,096 4,106
1,14 4,454 4,484 3,263 3,303 4,750 4,750 4,171 4,181
1,16 4,498 4,528 3,282 3,322 4,790 4,790 4,246 4,256
1,18 4,539 4,569 3,302 3,342 4,830 4,830 4,322 4,332
1,20 4,578 4,608 3,322 3,362 4,869 4,869 4,396 4,406
1,22 4,616 4,646 3,342 3,382 4,909 4,909 4,468 4,478
1,24 4,651 4,681 3,363 3,403 4,948 4,958 4,541 4,551
1,26 4,686 4,716 3,385 3,425 4,987 4,997 4,613 4,623
1,28 4,720 4,750 3,407 3,437 5,025 5,035 4,688 4,698
1,30 4,753 4,783 3,430 3,460 5,065 5,075 4,763 4,773
1,32 4,786 4,816 3,454 3,484 5,105 5,115 4,841 4,851
1,34 4,818 4,848 3,479 3,509 5,146 5,156 4,921 4,931
1,36 4,850 4,880 3,505 3,535 5,186 5,196 5,010 5,020
1,38 4,882 4,912 3,531 3,561 5,225 5,235 5,107 5,117
1,40 4,913 4,943 3,558 3,588 5,267 5,277 5,206 5,216
1,42 4,944 4,974 3,587 3,617 5,307 5,317 5,317 5,327
1,44 4,975 5,005 3,616 3,646 5,349 5,359 5,445 5,455
1,46 5,006 5,036 3,647 3,677 5,390 5,400 5,588 5,598
1,48 5,037 5,067 3,677 3,707 5,433 5,443 5,759 5,769
1,50 5,069 5,099 3,710 3,740 5,477 5,487 5,991 6,001
1,52 5,101 5,131 3,744 3,774 5,522 5,532 6,541 6,551
1,54 5,134 5,164 3,781 3,811 5,567 5,577 7,466 7,476
1,56 5,169 5,199 3,818 3,848 5,613 5,623 8,660 8,680
1,58 5,203 5,233 3,858 3,888 5,662 5,672 9,686 9,706
1,60 5,239 5,269 3,899 3,929 5,711 5,721 10,112 10,132
1,62 5,276 5,306 3,943 3,973 5,763 5,773 10,271 10,291
1,64 5,314 5,344 3,990 4,020 5,816 5,826 10,355 10,375
1,66 5,355 5,385 4,038 4,068 5,872 5,882 10,419 10,439
1,68 5,398 5,428 4,093 4,123 5,932 5,942 10,475 10,495
1,70 5,445 5,475 4,151 4,181 5,998 6,008 10,524 10,544
1,72 5,497 5,527 4,213 4,233 6,065 6,075 10,570 10,590
1,74 5,553 5,583 4,285 4,305 6,139 6,149 10,610 10,630
1,76 5,615 5,645 4,364 4,384 6,219 6,229 10,645 10,665
1,78 5,684 5,714 4,452 4,472 6,305 6,315 10,678 10,698
1,80 5,767 5,797 4,556 4,576 6,399 6,409 10,708 10,728
1,82 5,865 5,895 4,680 4,700 6,506 6,526 10,735 10,755
1,84 5,986 6,016 4,831 4,851 6,633 6,653 10,762 10,782
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Nastavak Tabele 15.

NaOH pH
SDS 10°M CTAB 10°M TX100 10°M BRI1J35 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proba?2

1,86 6,133 6,153 5,022 5,042 6,869 6,889 10,787 10,807
1,88 6,336 6,356 5,265 5,285 7,281 7,301 10,811 10,831
1,90 6,901 6,921 5,533 5,553 7,871 7,891 10,833 10,853
1,92 7,898 7,918 5,829 5,849 8,548 8,568 10,855 10,875
1,96 9,839 9,859 6,858 6,878 9,643 9,663 10,893 10,913
1,98 10,152 10,172 7,716 7,736 9,952 9,972 10,913 10,933
2,00 10,270 10,290 8,605 8,625 10,15 10,17 10,919 10,939
2,02 10,349 9,332 10,273

2,04 10,416 9,798 10,364

2,06 10,473 10,074 10,433

2,08 10,523 10,226 10,496

2,10 10,569 10,329 10,551

2,12 10,609 10,406 10,600

2,14 10,647 10,474 10,643

2,16 10,682 10,534 10,685

2,18 10,713 10,586 10,721

2,20 10,740 10,632 10,754

2,22 10,768 10,678 10,786

2,24 10,794 10,717 10,815

2,26 10,817 10,752 10,842

2,28 10,840 10,786 10,868

2,30 10,862 10,816 10,892

2,32 10,881 10,845 10,914

2,34 10,901 10,873 10,936

2,36 10,919 10,891 10,957

2,38 10,937 10,958

2,40 10,953

2,42 10,970

2,44 10,986

2,46 11,001

2,48 11,015

2,50 11,029

2,52 11,044

2,54 11,056

2,56 11,069
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Tabela 16. Potenciometrijska titracija rastvora irbesartana (c = 5x10*M, V = 40 ml), kome je
dodat 1 ml standardnog rastvora HCI (0,1041M ), standardnim rastvorom NaOH (0,0996 M) .
Temperatura 25°C; jonska jacina 0,1 M.

pH
NaOH ~sbs 102m CTAB 102M
probal proba2 probal proba?
0,00 2,587 2,535 2,292 2,628
0,02 2,594 2,544 2,297 2,635
0,04 2,603 2,550 2,300 2,643
0,06 2,612 2,558 2,305 2,651
0,08 2,620 2,566 2,309 2,657
0,10 2,630 2,574 2,315 2,665
0,12 2,639 2,583 2,319 2,673
0,14 2,649 2,593 2,324 2,680
0,16 2,658 2,602 2,328 2,688
0,18 2,668 2,612 2,333 2,696
0,20 2,679 2,622 2,337 2,704
0,22 2,689 2,632 2,342 2,712
0,24 2,701 2,644 2,347 2,721
0,26 2,712 2,655 2,351 2,729
0,28 2,723 2,667 2,356 2,737
0,30 2,738 2,678 2,361 2,746
0,32 2,750 2,690 2,366 2,755
0,34 2,762 2,703 2,371 2,765
0,36 2,776 2,716 2,375 2,774
0,38 2,791 2,728 2,380 2,783
0,40 2,804 2,743 2,386 2,773
0,42 2,820 2,758 2,390 2,783
0,44 2,835 2,773 2,394 2,793
0,46 2,850 2,788 2,399 2,803
0,48 2,868 2,803 2,405 2,813
0,50 2,885 2,818 2,411 2,823
0,52 2,903 2,836 2,415 2,834
0,54 2,922 2,854 2,421 2,844
0,56 2,942 2,873 2,426 2,857
0,58 2,963 2,893 2,432 2,867
0,60 2,986 2,914 2,437 2,878
0,62 3,009 2,938 2,442 2,890
0,64 3,034 2,961 2,448 2,902
0,66 3,060 2,985 2,454 2,915
0,68 3,089 3,011 2,460 2,927
0,70 3,118 3,038 2,465 2,940
0,72 3,151 3,069 2,470 2,954
0,74 3,186 3,100 2,477 2,968
0,76 3,223 3,134 2,483 2,981
0,78 3,265 3,173 2,490 2,996
0,80 3,310 3,213 2,495 3,011
0,82 3,360 3,260 2,502 3,027
0,84 3,415 3,311 2,508 3,042
0,86 3,481 3,369 2,515 3,059
0,88 3,557 3,435 2,521 3,076
0,90 3,648 3,515 2,527 3,004
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Nastavak Tabele 16.

pH
NaOH sbs 102m CTAB 102M
probal proba2 probal proba?2
0,92 3,762 3,609 2,534 3,112
0,94 3,904 3,724 2,540 3,130
0,96 4,084 3,874 2,548 3,151
0,98 4,296 4,061 2,554 3,171
1,00 4,500 4,270 2,562 3,192
1,02 4,677 4,476 2,568 3,235
1,04 4,827 4,648 2,575 3,258
1,06 4,953 4,791 2,583 3,282
1,08 5,065 4,917 2,591 3,308
1,10 5,168 5,025 2,597 3,336
1,12 5,263 5,126 2,605 3,363
1,14 5,353 5,219 2,613 3,394
1,16 5,437 5,304 2,620 3,426
1,18 5,519 5,387 2,628 3,460
1,20 5,601 5,469 2,636 3,497
1,22 5,680 5,548 2,644 3,538
1,24 5,762 5,628 2,652 3,584
1,26 5,845 5,707 2,661 3,632
1,28 5,934 5,789 2,669 3,687
1,30 6,028 5,877 2,677 3,748
1,32 6,128 5,981 2,686 3,790
1,34 6,236 6,070 2,695 3,870
1,36 6,357 6,174 2,705 3,969
1,38 6,494 6,284 2,714 4,096
1,40 6,835 6,415 2,723 4,270
1,42 7,612 6,649 2,733 4,515
1,44 8,689 7,250 2,743 5,301
1,46 9,595 8,245 2,753 5,845
1,48 9,968 9,250 2,763 6,692
1,50 10,105 9,796 2,773 7,780
1,52 10,190 10,025 2,783 8,925
1,54 10,259 10,125 2,794 9,685
1,56 10,318 10,200 2,804 10,09
1,58 10,371 10,264 2,817 10,284
1,60 10,417 10,319 2,827 10,388
1,62 10,458 10,369 2,838 10,452
1,64 10,496 10,413 2,850 10,505
1,66 10,531 10,453 2,862 10,552
1,68 10,564 10,491 2,875 10,595
1,70 10,594 10,527 2,887 10,634
1,72 10,622 10,560 2,900 10,678
1,74 10,649 10,590 2,914 10,710
1,76 10,672 10,617 2,928 10,740
1,78 10,696 10,644 2,941 10,769
1,80 10,669 2,956 10,795
1,82 10,694 2,971 10,819
1,84 10,714 2,987 10,831
1,86 10,736 3,002 10,842

1,88 10,756 3,019 10,855



Nastavak Tabele 16.

pH
NaOH sbs 102m CTAB 102M
probal proba2 probal proba?
1,90 10,775 3,036 10,856
1,92 10,793 3,054 10,868
1,94 10,810 3,072 10,880
1,96 10,828 3,090 10,921
1,98 10,844 3,111 10,934
2,00 10,859 3,131 10,941
2,02 10,874 3,152
2,04 10,889 3,175
2,06 10,902 3,198
2,08 10,916 3,222
2,10 10,930 3,248
2,12 10,942 3,276
2,14 10,955 3,303
2,16 10,966 3,334
2,18 3,366
2,20 3,400
2,22 3,437
2,24 3,478
2,26 3,524
2,28 3,572
2,30 3,627
2,32 3,688
2,34 3,760
2,36 3,840
2,38 3,939
2,40 4,066
2,42 4,240
2,44 4,485
2,46 4,857
2,48 5,271
2,50 5,815
2,52 6,662
2,54 7,750
2,56 8,895
2,58 9,655
2,60 10,06
2,62 10,254
2,64 10,358
2,66 10,422
2,68 10,475
2,70 10,522
2,72 10,565
2,74 10,604
2,76 10,638
2,78 10,670
2,80 10,700
2,82 10,729
2,84 10,755
2,86 10,779
2,88 10,778
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N3jaBa o0 ayTopcTBY

Wwme u npe3ume aytopa

bpoj unnekca

N3jaBibyjem

J1a je TOKTOPCKa AMCEPTAIlH]ja 10 HACIOBOM

° pe3yiiTaT COIICTBEHOI' UCTPAXKKUBAYKOI paJia

. Jla je qucepranyja y NeIHHA HU Y JeJIOBUMA HHje OnTa MpeIioyKeHa 3a CTHIIAkbE IPyTe
JTUIUIOME MpeMa CTYAM]CKUM IporpaMuMa JIpyruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA

. Jla Cy pe3yaTaTd KOPEKTHO HAaBEICHU
. Jla HUCaM KPIITHO/Jia ayTopcKa MpaBa U KOPUCTUO/Ia HHTEJIEKTYalIHy CBOJUHY JIPYTUX JIUIIA
[Toruc aytopa

VY beorpany,




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Wwme u npe3ume aytopa

bpoj unnekca

Crynujcku nporpam

Hacnos pana

MenTtop

N3jaBibyjeM na je mraMmmana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HICTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjY
caM Tpejiao/ia pajay nmoxpamwusama y Jururajanom penosuropujymy Yuupep3urera y bBeorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce o0jaBe, MOjH JIMYHU TOJAIM BE3aHH 3a JOOHjamke aKaJeMCKOT Ha3WBa JIOKTOpPa
HayKa Kao IITO Cy UME U Mpe3rMe, FOJMHA U MECTO pol)era 1 JaTyMm of0paHe paja.

OBM JMYHM TOJAlM C€ MOTY O0jaBUTM Ha MPEKHUM CTpaHHIIaMa IUTUTAHE OHOIHMOTEeKe Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nmyOnukanujama Y HuBep3urteta y beorpany.

[Tornmc ayropa

VY beorpany,




N3jaBa o0 kopumhemwy

Osnanthyjem Yuusepsurercky oubianoreky  Ceroszap Mapkosuh na y JIMrHTaIHN PENO3ZUTOPUjYM
YuuBepsutera y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY AUCEPTAIIH]y IO HACIIOBOM

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JlucepTaiujy ca CBUM MPUIIO3UMa MIpeiao/ Jia caM y eJIeKTPOHCKOM (popMary MOroITHOM 3a TPajHO
apXUBUPAE.

Mojy AOKTOPCKY TUCETpaIjy MOXpameHy y JururanHomM peno3suTopujymy Y HUBEp3UTETa Y
beorpany u 1ocTynHy y OTBOPEHOM HPUCTYITY MOTY Jia KOPHCTE CBH KOjH IOIITY]y oApeade
caapxane y onopanom tuny smienie Kpearusne 3ajennuie (Creative Commons) 3a kojy cam ce
OJUTyYHIIA.

Aytopctso (CC BY)

Ayropctso -aHekomepuujaiHo (CC BY -NC)

AytopcTBo — HekoMmepIHjiHo — 6e3 npepaaa (CC BY- NC-ND )

AyTopcTBO— HEKOMepLrjaHo — aenutH o uctuM ycimoBuma (CC BY- NC- SA)
AyropctBo— 6e3 npepane (CC BY-ND)

AytopctBo aenutu nox uctum yciaosuma (CC BY-SA)

ok wdpE

Monumo fa 320Kpy>KUTE CaMo JeHY O] IIECT MOHYhEeHUX JIUICHITH.
(Kpartak onuc nuIieHIM je cacTaBHU JIE0 OBE M3jaBe).
[Tornuc aytopa

VY beorpany,




1. AyropcTtBo. /[03BoJbaBaTe YMHOXKaBamke, TUCTPUOYIIM]Y 1 JABHO CAOTIIITABAE JIeia, U TIpepase,
aKo ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HaYuMH ojpel)eH o1l cTpaHe ayTopa WU 1aBaolia JIMISHIIS, YaK U Y
KoMpenujainHae cBpxe. OBo je HajcI000IHHUja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HEKOMepUHjaHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caomIuTaBame Jiefla, ¥ Ipepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa
WK AaBaola auneHne. OBa JIUIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yrnoTpely aena.

3. AYTOpCTBO — HeKOMepIHjaaHo — 0e3 mpepajaa. /[03BosbaBaTe YMHOXKaBaWbe, TUCTPUOYLIH]Y U
JaBHO caoIITaBame Jena, 6e3 MpoMeHa, MpeoOINKOBamba WK yIoTpeda Jiesia y CBOM JIely, ako ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha oJipel)eH HauuH O] CTpaHe ayTopa WM JaBaolia JuieHie. OBa JIHIeHIa He
J103BOJbaBa KOMEPIUjaIHy YIIOTpeOy Aena. Y 0OAHOCY Ha CBE OcTaje JUIEHIIE, OBOM JUIECHIIOM Ce
orpannvaBa HajBehn oOuM mpaBa kopuihema jena.

4. AyTOPCTBO — HEKOMEPIHMjaJIHO — JeJIUTH MO HCTUM yCJI0BUMA. J[03BOJbaBaTE YMHOKABAKE,
TUCTPUOYIIM]jY W JaBHO CAOIIITaBamkEe JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha ojapehen
HAYMH OJ] CTPaHEe ayTopa WM JaBaolia JHUIICHIE aKo Ce mpepajia TMCTPUOyHpa o UCTOM HITH
cIm4HOM JuieHioM. OBa JHUIEHIIA He J03B0JbaBa KOMEPIUjaIHY YIIOTpeOy aena.

5. AytopcTBo — 0e3 mpepaje. /[03BoJbaBaTe yMHOXKABAbE, TUCTPUOYILIM]Y U JABHO CAOIIITABAHE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeodINKOBamba WK yIoTpeda /ieia y CBOM JIelly, ako ce HaBeJle MMe ayTopa
Ha ojipeheH HauMH 0J1 CTpaHe ayTopa WJIH J1aBaola JIMIEHIIE.

6. AyTOpCTBO JeJINTH IO MCTUM ycJI0BHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBambE, AUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
caomIuTaBame Jiela, U Ipepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha oJpel)eH HauuH OJ] CTpaHe ayTopa
WK JIaBaolia JIMIEHIIC M aKO CE Ipepajia HCTpUOyHpa 1moJi KCTOM HIIH CIIMYHOM JinIeHIoM. OBa
JUIICHIIA T03BOJbaBa KOMEPIHjaTHy yroTpeOy nena u npepana. Cnuvna je copTBepckum
JMIICHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJia.



