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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija Mag. farm. Miralema Smaji¢a, pod nazivom ,,Odredivanje
strukture farmakofore antagonista angiotenzinskih AT1 receptora i hemometrijski
pristup optimizaciji HPLC metode za odredivanje losartana, valsartana i irbesartana”,
napisana je na 150 strana, sadrzi 90 slika, 48 tabela i 1 prilog. Sastoji se od slede¢ih poglavlja:
Uvod, Cilj rada, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Reference i Biografija.

U doktorskoj disertaciji citirano je 168 literaturnih referenci.



2. Opis postignutih rezultata

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je odredivanje strukture farmakofore
antagonista angiotenzinskih AT; receptora i primena eksperimentalnog dizajna u postupku
optimizacije RP-HPLC metode za odredivanje losartana, valsartana 1 irbesartana u
komercijalno dostupnim tabletama gde se nalaze u smesi sa hidrohlortiazidom, odnosno
amlodipinom.

Za izvodenje 3D-QSAR studije koriS¢ene su strukture 49 AT; blokatora odabranih iz
ChEMBL baze podataka, od kojih je 32 sluzilo kao trening set, a 17 kao test set.
Kompjuterskim modeliranjem ispitivanih jedinjenja doslo se do zakljucka o tri znacajna
svojstva strukture: prisustvo karboksilatnog anjona (ili bioizostera) AT; blokatora (koji
odgovora polozaju karboksilata u strukturi angiotenzina II), imidazolni prsten (i njegovi
bioizosteri) AT, blokatora (koji odgovora polozaju imidazolu His® rezidue) i n-butil grupa
AT, blokatora (koja odgovora polozaju ugljovodoniénog lanca Ile’ rezidue). Kao mera
aktivnosti jedinjenja kori$¢en je negativni logaritam konstante inhibicije, pKi=(log(1/Ki). Vrlo
Sirok pKi interval (od 5.328 do 9.538) i homogena distribucija pKi vrednosti u celom opsegu
aktivnosti, predstavlja dobre preduslove za formiranje relevantnog 3D-QSAR modela. Najbolji
model koji opisuje QSAR AT, blokatora je trokomponentni sistem varijabli. Za smanjenje
broja varijabli primijenjen je frakcioni faktorski dizajn (FFD) sa ciljem da se kreira model sa
optimalnim vriednostima R* i Q. Na osnovu dobijenih vrednosti statisti¢kih parametara
trening seta (RMSEE, R®* i Q® (RMSEE=0.239; R’=0.978; Q°=0.956) odabrana je
trokomponentna PLS za buducu studiju farmakofora i dizajn novih AT, blokatora. Dobijenim
modelom su uporedene eksperimentalno dobijene i predvidene pKi vrednosti. Statisticki
parametri test seta (RMSEP=0.288; R%0bs. vs. prea=0.918; i Q%¢s=0.843) su pokazali dobru
pouzdanost 3D-QSAR modela. U 3D-QSAR studiji kompjuterskom hemijom su izracunata 3D
mesta energetske interakcije (molekulska interakcijska mesta) izmedu ispitivanih molekula i
cetiri hemijska deskriptora: DRY (koji predstavlja hidrofobnu interakciju), O (sp2 karbonilni
kiseonik, koji predstavlja donor vodonikove veze), N1 (neutralni NH, kao amid, akceptor
vodonikove veze) i TIP (deskriptor molekulskog oblika). Ovi deskriptori objasnjavaju uticaj
farmakofore na aktivnost molekule.

Strukturne varijance svih molekula su analizirane metodom analize glavnih komponenti
(PCA) na kompletnom setu GRIND deskriptora. Primenom Pentacle 1.0.6 programa odabran

je tercijerni sistem i 10 najvaznijih varijabli koji uti¢u na aktivnost AT, blokatora. Rezultati



PLS analize dobijenih 3D QSAR modela prikazani su u obliku histograma PLS koeficijenata
koji olakSavaju detekciju najuticajnijih varijabli i opisivanje farmakofornih karakteristika.
Apscisa je podeljena na delove koji reprezentuju autokorelograme (DRY-DRY; O-O; N1-N1;
TIP-TIP) i kroskorelograme (DRY-O; DRY-N1; DRY-TIP; O-N1; O-TIP; N1-TIP) na kojima
se mogu uociti varijable koje pozitivno, odnosno negativno koreliSu sa aktivno$éu molekula.
Varijable za koje je utvrdeno da pozitivno uticu na aktivnost blokatora AT, receptora su:

e V732 (O-TIP), V739 (O-TIP), V763 (O-TIP)- povecanje rastojanja izmedu donora H
veze, N-grupe tetrazola i bifenila, fenila ili alifaticnog lanca daje pozitivan doprinos
pKi vrednostima;

e V37 (DRY-DRY)- Optimalno rastojanje dva hidrofobna bifenila, fenil ili alifati¢ne
grupe;

e V597 (DRY-TIP)- Isti doprinos kao i kod DRY-DRY korelograma, pozitivan uticaj na
vrednost pKi;

e V300 (TIP-TIP) i V307 (TIP-TIP)-optimalno rastojanje izmedu dva hiralna centra.

Varijable koje negativno uti¢u na aktivnost AT; blokatora su:

e V868 (NI-TIP)- Akceptor vodonicne veze, tetrazolna N-grupa ili O-most, udaljen
od hiralnog C atoma,;
e V46 (DRY-DRY)- Rastojanje koje razdvaja hidrofobni oblak fenil, bifenil ili
alifati¢ni lanac;
e V224 (NI-N1)-Predstavlja rastojanje izmedu dva akceptora vodika, tetrazolnog N
ili karboskilne grupe u molekuli.
Sve specificne GRID varijable sa pozitivnim uticajem na aktivnost pokazuju da je optimalna
udaljenost izmedu tetrazola i bifenilne/fenilne gustine, kao i1 izmedu bifenile/fenilne gustine i
alifaticnog lanca neophodna za aktivnost AT; blokatora. Dalja strukturna modifikacija
bazirana je na povecavanju vrednosti varijabli koje imaju pozitivan uticaj na aktivnost. Za
dizajniranje novih jedinjenja odabrana su dva jedinjenja trening seta koja su pokazala najbolju
aktivnost: ChEMBL 1513 i ChEMBL 92950. Od polaznih jedinjenja za modeliranje i
dizajniranje izvedeno je 30 novih molekula. pKi vrednost novih 30 molekula je dobijena
primenom validiranog 3D-QSAR modela. Na osnovu izvedene studije zakljuceno je da
aktivnost molekule raste ako je ciklopropil grupa vezana za ugljenik pozicioniran izmedu dva
azota u imidazolnom prstenu. Vezivanje alkilnog lanca sa karbonilnom grupom za isto mesto

pozitivno doprinosi aktivnosti molekule.



Prisustvo nekoliko funkcionalnih grupa u molekularnoj strukturi ispitivanih blokatora
angiotenzinskih receptora kao Sto su bifenilna i imidazol ¢ini RP-HPLC metodu pogodnom za
odredivanje njihovog sadrzaja u farmaceutskim oblicima. Pre izvodenja analize odreden je
profil jonozacije u zavisnosti od pH za sva ispitivana jedinjenja. Na osnovu hemijske
strukture utvrden je broj akceptora protona i protondonorskih grupa kako bi se definisali
preliminarni uslovi eksperimentalnog rada. Za razvoj i optimizaciju HPLC metode primenjena
je metodologija eksperimentalnog dizajna. U radu su koriS¢eni puni faktorski dizajn (FFD) 1
metoda povrSine odgovora (RSM). Faktorskim dizajnom odredeni su faktori koji imaju
najznacajniji efekat na posmatrane odgovore sistema, dok je metodologija povrSine odgovora
koriS¢ena da bi se pronasao opseg u kome se javljaju optimalni rezultati ispitivanja. Na
temelju preliminarnih istrazivanja odabrana su tri faktora, nezavisne varijable, Ciji je uticaj
ispitivan: sadrzaj metanola u mobilnoj fazi, pH mobilne faze i temperatura kolone (kod
analize irbesartana i hidrohlorotiazida i kod analize smeSe valsartana, amlodipina i
hidrohlorotiazida) dok su za dizajn eksperimenta analize losartana i hidrohlorotiazida
odabrani: % metanola u mobilnoj fazi, pH mobilne faze i protok mobilne faze. Ispitivani
faktori su varirani na dva nivoa, sa ponavljanjem eksperimenta u centralnoj tacki.

Kao zavisne varijable koje su pracene tokom eksperimenta izabrani su hromatografski
parametri koji karakteriSu dobru rezoluciju ispitivanih jedinjenja i koji odreduju duZinu
trajanja analitickog postupka, Sto je vazno sa prakticne tacke glediSta. Izabrane zavisno
promenljive veli¢ine su: faktor rezolucije binarnih smeSa (irbesartana i hidrohlorotiazida;
losartana 1 hidrohlortiazida), simetrija pika 1 retencija irbesartana, losartana i
hidrohlorotiazida. Kao zavisne varijable kod analize valsartana, amlodipina i
hidrohlorotiazida praceno je osam odgovora sistema: retenciono vreme hidrohlorotiazida,
amlodipina i valsartana, simetrija pika hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana i rezolucija

amlodipina i valsartan.

Za optimizaciju HPLC metode razdvajanja irbesartana i hidrohlorotiazida, i losartana i
hidrohlorotiazida koris¢en je 2° puni faktorski dizajn, dok je za optimizaciju HPLC metode za
razdvajanje valsartana, hidrohlorotizaida i amlodipina kori§¢en centralni kompozitni dizajn.
Statisticka znacajnost posmatranih faktora i dobijenih regresionih modela je testirana

primenom ANOVA testa i procenjena na osnovu vrednosti p, R? i Fisher-ovog F testa.

Za istovremenu optimizaciju viSe nezavisno promenjivih veli¢ina prema veéem broju

posmatranih odgovora koris¢ena je Derringer-ova funkcija pozeljnih odgovora koja



transformiSe razliCite karakteristike sistema u jedan jedinstveni cilj. Nakon definisanja
ukupnog cilja pozeljnosti u skladu sa postoje¢im eksperimentalnim uslovima, postignuti su
optimalni hromatografski uslovi za razdvajanje supstanci. Zamenom kodiranih vrednosti
dobijene su vrednosti ispitivanih faktora koje daju najviSu vrednost globalne funkcije
pozeljnih odgovora. Optimalni uslovi analize smese irbesartana i hidrohlorotiazida su: 47 %
metanola, pH mobilne faze 6.5 i temperatura kolone 25 °C. Najbolji eksperimentalni uslovi
hromatografskog odredivanja losartana i hidrohlorotiazida su postignuti kori$¢enjem mobilne
faze pH 4,8 koja sadrzi 45 % metanola, pri protoku od 0.82 mL/min i temperaturi kolone od
25 °C. Optimalni uslovi za izvodenje hromatografskog odredivanja valsartana, amlodipina i
hidrohlorotiazida postignuti su sa mobilnom fazom pH 3,5 koja sadrzi 40 % metanola i pri
temperaturi kolone od 40 °C. Za svaku od izvedenih metoda optimizacije model je pokazao
dobru predvidljivost, jer vrednosti predvidene modelom pri zadatim uslovima odgovaraju

eksperimentalno dobijenim vrijednostima, bez statisticki znacajne razlike.

Predlozene RP-HPLC metode su validirane ¢ime je dokazano da su specifi¢ne, ta¢ne, precizne
i ponovljive. Izvodenje metoda ne zahteva sloZzene postupke ekstrakcije, brze su i jednostavne
za izvodenje 1 mogu biti koriS¢ene za rutinsku kvantitativnu analizu ispitivanih supstanci u

smesi ili za njihovo pojedinacno odredivanje u farmaceutskim doziranim oblicima.



3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sa podacima iz

literature

Antagonisti angiotenzin II receptora (sartani) predstavljaju dobro poznatu klasu lekova koja
se upotrebljava u terapiji od ranih 1980-ih. Indikacija za primenu ovih jedinjenja je terapija
blage do umerene hipertenzije, hroni¢nog zatajenja srca, sekundarna prevencija mozdanih
udara 1 dijabeticke nefropatije [1,2]. Koriste se samostalno ili u kombinaciji sa drugim
antihipertenzivima ili diureticima [3]. Pored efekta sniZzavanja pritiska, AT; blokatori
pokazuju efekat zastite krvnih sudova i miokarda, promovisu regresiju leve ventrikularne
hipertrofije i smanjuju kardiovaskularni morbiditet i mortalitet kod pacijenata sa sréanom
insuficijencijom 1ili hipertenzivnom dijabetickom nefropatijom sa proteinurijom [4].
Blokatorima AT, receptora pripadaju losartan, valsartan, irbesartan, kandesartan, eprosartan,
telmisartan i olmesartan. Sva jedinjenja ove grupe imaju slicnu hemijsku strukturu koju

karakteriSe prisustvo bifenila sa kiselom funkcionalnom grupom (karboksilna ili tetrazol) [0].

Osamdesetih godina proslog veka javlja se znacajan napredak u molekularnoj biologiji [6],
teorijskoj 1 eksperimentalnoj hemiji i kompjuterskoj tehnologiji $to je omogucilo sintezu i
ispitivanje bioloSke aktivnosti novih lekova. Ispitivanje korelacije molekulskih parametara
koji se odnose na hemijsku strukturu i fizicko-hemijske osobine molekula i njihove bioloske i
farmakoloske aktivnosti daje moguénost predvidanja strukturnih promena molekula sa boljim
farmakodinamskim i farmakokinetickim osobinama u lecenju odredenog oboljenja [7].
Najznacajniji pomak u brzom predvidanju uticaja promena strukture dala je upotreba
kompjuterskih metoda u dizajniranju lekova (Computer-Aided Drug Design, CADD) i
moguénost optimizacije osobina [8]. Za definisanje veze izmedu hemijske strukture i bioloSke
aktivnosti (QSAR) u medicinskoj hemiji koriste se molekulski deskriptori [9,10]. Primenom
kompjuterske hemije moguce je izracunati veliki broj molekulskih deskriptora koji su vazni

pokazatelji osobina ispitivanih jedinjenja.

Metoda uklapanja (molekulski docking) predstavlja kompjutersku simulaciju interakcije
izmedu receptora ili neke proteinske makromolekule (¢ija je kristalografska struktura poznata)
i ispitivanog liganda [11-13]. U literaturi je opisano nekoliko radova u kojima su docking
studije koriS¢ene za proucavanje vezivanja antagonista angiotenzin II receptora za serumske

albumine [14], razumevanje strukture AT; receptora [15] i interakcije sartana sa AT,



receptorom [16,17]. lako se najve¢i broj publikovanih radova odnosi na QSAR studije
blokatora AT, receptora [18,19,20] paznju naucne zajednice sve viSe privlaci znacaj i
fizioloska uloga AT, receptora [21]. Wan i saradnici su objavili dizajn, sintezu i strukturu
prvog selektivnog nepeptidnog agonistu AT, receptora [22] dok su Kellici i saradnici

ispitivali ligande koji pokazuju selektivno delovanje na angiotenzinske receptore [23].

Novije studije su pokazale da ova dva receptora pored poznate uloge u regulisanju i
hemodinamici krvnog pritiska, aktivno ucestvuju u brojnim drugim procesima. Na primer,
uloga AT, receptora u starenju sugeriSe da bi antagonisti ovog receptora bili korisni u
produzenju Zivota [24]. Takode, publikovani su radovi u kojima se navodi da su antagonisti
AT receptora efikasni u leCenju inflamacije, autoimunih reumatskih oboljenja [25] i tumora
[26]. Takode, podaci iz literature govore da je u sluc¢ajevima osStecenja tkiva (poput infarkta
miokarda, ishemije mozga, neuronskih i vaskularni povreda) AT, receptor ushodno regulisan
¢ime se naglasava terapeutski potencijal ovog receptora u zastiti i regeneraciji tkiva kroz

regulisanje zapaljenja, fibroze i apoptoze [27].

Pretrazivanje literature je pokazalo da postoji niz HPTLC [28-31], spektrofotometrijskih [02],
spektrofluorimetrijskih [33,34], voltametrijskih [35] metoda kao i metoda kapilarne zonske
elektroforeze [36], HPLC [37,38] i LC-MS [39,40] za odredivanje antagonista AT; receptora,
pojedinacno ili u kombinaciji sa diuerticima. Opisano je odredivanje irbesartana i
hidrohlortiazida u tabletama HPTLC metodom [41,42], spktrofotometrijski [43] kao i primena
LC-MS/MS u farmakokinetickim studijama irbesartana [44]. Losartan je razli¢itim
instrumentalnim metodama odredivan u tabletama [45], u kombinaciji sa atenololom [46],
hidrohlortiazidom [47], triamterenom [48] i omeprazolom [49]. Publikovane su i metode za

odredivanje losartana u bioloskom materijalu [50].

Postoje¢i vodi¢i za tretman hipertenzije naglaSavaju potrebu viSestruke medikacije
kako bi se kod vecine pacijenata postigao Zeljeni krvni pritisak. Kombinovana terapija
podrazumeva uzimanje 2 do 3 antihipertenziva razli¢itog mehanizma delovanja §to povecava
rizik od smanjenja komplijanse u terapiji. Napredak u terapiji je razvoj trostruke kombinacije
lekova koja se sastoji od blokatora AT receptora (valsartan), antagoniste kalcijumskih kanala
(amlodipina) i diuretika (hidrohlorotiazida). U literaturi je opisano odredivanje binarne smese
koju ¢ini amlodipin i valsartan u doziranim oblicima i humanoj plazmi [51] kao i

spektrofotometrijsko odredivanje amlodipina, valsartana i hidrohlortiazida [52]. Pregled



literature daje samo jedan rad u kome je primenjena HPLC metoda za istovremeno
odredivanje sva tri jedinjenja u humanoj plazmi [53]. Nijedan od postoje¢ih publikovanih
radova ne opisuje HPLC metodu za istovremeno odredivanje sve tri supstance u ¢vrstoj

doziranoj formi uz primenu eksperimentalnog dizajna.

Eksperimentalni dizajn omogucava pripremu eksperimenata po odredenom statistickom
modelu i istovremenu promenu svih faktora koji su od znacaja za odredivanje. Na ovaj nacin
moguce je definisati eksperimentalne uslove pri kojima se postize optimum ¢ime se mozZe
poboljsati razdvajanje, selektivnost, osetljivost i specificnost metode [54]. Na osnovu malog
broja dobro isplaniranih eksperimenata, uz hemometrijski pristup koji koristi matematicke i
statisticke tehnike, moguce je detaljno opisati hromatografsko ponaSanje sistema. Dalji proces
optimizacije vrsi se teorijskim pretrazivanjem eksperimentalnog prostora, bez izvodenja novih

eksperimenata [55].

U literaturi je opisan veliki broj radova u kojima je koris¢en hemometrijski pristup u
planiranju i dizajniranju eksperimenta [56]. Eksperimentalni dizajn daje informacije o
kljuénim parametrima procesa, smanjuje njegovu varijabilnost, poboljSava kvalitet
istrazivanja i primenljiv je na sve instrumentalne metode [57] i u odredivanju razlicitih
jedinjenja [58, 59]. Pretrazivanjem dostupne literature nisu nadeni radovi u kojima je koris¢en
hemometrijski pristup u procesu optimizacije RP-HPLC metode za odredivanje blokatora AT,

receptora u ¢vrstim doziranim oblicima.
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5. Obrazlozenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije su novi lekovi koji se u terapiji hipertenzije
nalaze poslednjih 20 godina i ¢ije otkri¢e je vezano za kompjutersko modelovanje. Otkri¢u
blokatora angiotenzinskih receptora prethodilo je bolje razumevanje uloge 1 znacaja renin-
angiotenzin sistema (RAS).

Sve do sredine 1950-ih godina nije bila poznata uloga renina i angiotenzina i vladalo je
miSljenje da ovaj sistem ima znacaj samo u razvoju maligne hiertenzije. 1968. godine
otkriveno je da otrov jedne vrste Brazilske zmije izaziva hipotenziju tako S§to inhibira
angiotenzin-konvertujuci enzim (ACE) koji u€estvuje u sintezi angiotenzina Il iz angiotenzina
I. Otkric¢e kaptoprila 1981. godine, prvog inhibitora angiotenzin-konvertuju¢eg enzima je bio
veliki napredak u lecenju kardiovaskularnih bolesti.

Napori za razvijanje antagonista AT, receptora su poceli 70-ih godina proslog veka
ispitivanjem peptidnih analoga prirodnih agonista. Ovo istraZivanje je rezultiralo otkricem
saralazina, oktapeptida u kome su Asp', Ile’ i Phe® (ostaci angiotenzina II) zamenjeni Ser',
Val’ i Ala®. Saralazin je pokazivao hipotenzivni efekat, ali je imao malu bioraspoloZivost
nakon per os primene, kratko vreme delovanja, parcijalnu agonistiCku aktivnost i nije bio
pogodan kao lek. Prva jedinjenja bez sporedne agonistiCke aktivnosti koja su pokazivala
selektivnu 1 kompetitivau blokadu AT, receptora bili su derivati imidazol-5-siréetne kiseline:
S-8307 i S-8308. Ova dva nepeptidna jedinjenja su posluzila kao lead molekule za dalju
optimizaciju strukture. Kompjuterskim preklapanjem struktura S-8307 i S-8308 i angiotenzina
IT (Ang II) zakljuceno je da se na N-terminalnom kraju Ang II nalaze dve kisele funkcionalne
grupe. Sintetisano 4-karboksi jedinjenje je pokazivalo 10 puta veéu aktivnost u odnosu na S-
8308. Zamenom 4-karboksi grupe sa 2-karboksi dobijen je antagonist koji je pokazivao
delovanje samo nakon iv primene. Uvodenjem 2-karboksi-benzamido grupe povecana je
lipofilnost jedinjenja i bioraspolozivost nakon per 0S primene, ali je smanjen afinitet za AT
receptor. Zamenom polarne karboksilne grupe lipofilnijom tetrazolom dobijen je losartan,
prvi efikasan antagonista Ang Il receptora koji se u terapiji nalazi od 1995. godine. Daljom
optimizacijom strukture lead jedinjenja dobijeni su drugi antagonisti Ang II receptora. Put
razvoja prvih lekova ove grupe nedvosmisleno ukazuje na znacaj kompjuterskog modelovanja
i racionalnog dizajniranja i otvara mogucnost daljeg istrazivanja veze strukture i dejstva. U
ovoj doktorskoj disertaciji izvedena je 3D QSAR studija, odredena farmakofora antagonista

AT receptora i predloZena struktura novih, potencijalno aktivnih jedinjenja.



Nauc¢ni doprinos doktorske disertacije se ogleda u istrazivanju interakcija koje
ostvaruju ispitivana jedinjenja sa receptorom. Angiotenzin II receptori su Cclanovi
superfamilije G-protein vezanih membranskih receptora. G-protein vezani receptori (GPCR)
su najbrojnija klasa membranskih ¢elijskih receptora, koji su kodirani sa preko 1.000 gena u
ljudskom genomu [60]. GPCR receptori se aktiviraju raznim ligandima ukljucuju¢i hormone,
peptide, aminokiseline, jone, fotone svetlosti. Mutacije i polimorfizmi u GPCR receptorima
vezani su za brojne bolesti i poremecaje [61] pa su GPCR ciljno mesto delovanja velikog
broja terapeutskih agenasa. Skoro jedna Cetvrtina od 200 najprodavanijih lijekova u 2000.
godini 1 oko 50 % novosintetisanih lekova deluje tako §to modulira aktivnost GPCR [62].

Do danas su identifikovana 4 podtipa angiotenzinskih receptora: AT, AT,, ATz 1 AT,.
AT receptori posreduju u skoro svim poznatim fizioloskim delovanjima angiotenzina II u
kardiovaskularnim, bubreznim, nervnim, endokrinim c¢elijama, jetrenim i drugim ciljnim
¢elijama. AT, receptori se nalaze u srzi nadbubrezne Zzlezde, materici i u tkivu fetusa.
Pretpostavlja se da ovi receptori igraju ulogu u razvoju fetusa i nisu bitnije ukljuceni u
kontrolu krvnog pritiska. AT; i AT, receptori pokazuju oko 30 % sli¢nost u sekvenci i sli¢an
afinitet za Ang II. AT; 1 AT, receptori jos uvek nisu dobro okarakterisani; pretpostavlja se da
je ovaj receptor mesto delovanja angiotenzina IV (metabolit Ang II) i ima ulogu u CNS i
oslobadanju oksitocina. Znacaj poznavanja angiotenzinskih receptora se ogleda u novijim
istrazivanjima koja navode da su antagonisti AT; receptora potencijalno efikasni u leCenju
inflamacije, autoimunih reumatskih oboljenja i tumora kao i da AT, receptori imaju ulogu u

zastiti 1 regeneraciji tkiva regulisanjem zapaljenja, fibroze i apoptoze.

Doprinos doktorske disertacije se ogleda u primeni hemometrije i metodologije
eksperimentalnog dizajna u razvoju i optimizaciji HPLC metode za odredivanje antagonista
ANG I receptora. Brz tehnoloski razvoj, posebno u oblasti kompjuterizovanih instrumenata
omogucio je znacajan napredak u oblasti hemometrije u poslednjih tridesetak godina. Najveci
broj hemijskih eksperimenata karakteriSe multivarijantnost, §to zna¢i da na jednu pojavu
(zavisno promenljivu) utice veci broj faktora (nezavisno promenljivih). Tradicionalni pristup
eksperimentu je univarijantan, odnosno posmatra se uticaj samo jedne varijable na posmatrani
odgovor sistema dok se ostale varijable odrzavaju na definisanom, konstantnom nivou; na
ovaj nacin se zanemaruju korelacije koje postoje izmedu varijabli. Upotreba eksperimentalnog
dizajna omogucava pripremu eksperimenata po odredenom statistickom modelu i istovremenu
promenu svih faktora koji su od znacaja za odredivanje. Na ovaj nac¢in moguce je definisati

eksperimentalne parametre pri kojima se postizu optimalni uslovi ispitivanja i odredivanja. U



radu su koris¢eni puni screening dizajn i metoda povrSine odgovora. Screening dizajnom
odredeni su faktori koji imaju najznacajniji efekat na posmatrane odgovore sistema dok je
metodologija povrSine odgovora koriS¢¢ena da bi se pronasao opseg u kome se javljaju
optimalni rezultati ispitivanja.

Optimizovane i validirane HPLC metode su primenjene za odredivanje binarnih smesSa
antagonista Ang Il receptora: irbesartana i hidrohlortiazida; losartana i hidrohlortiazida kao i
smese koja sadrzi valsartan, amlodipin i1 hidrohlortiazid. U poslednjih nekoliko godina doslo
je do znaCajnog porasta koriS¢enja kombinacija antihipertenzivnih lekova sa
komplementarnim mehanizmima delovanja sa ciljem efikasnijeg smanjenja krvnog pritiska u
odnosu na primenu monoterapije. Smernica od 2009. godine Evropskog udruzenja za
hipertenziju preporucuje koris¢enje trostruke kombinacije antihipertenziva koju ¢ine blokator
kalcijumovih kanala, antagonsta angiotenzin II receptora i tiazidni diuretik kod hipertenzivnih
pacijenata pacijenata sa umerenim, visokim ili vrlo visokim rizikom. Sprovedene klinicke
studije su pokazale prednost primene trostruke kombinacije lekova, veéu adherencu i

komlijansu u odnosu na monoterapiju ili dvostruku kombinaciju [63].

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije mogu se sprovesti dalja istrazivanja,
usmerena ka studijama odnosa strukture 1 farmakokinetickih i farmakodinamickih

karakteristika jedinjenja koja su pokazala najvecu aktivnost.
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