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DERIVATI ETILENDIAMIN-N,N'-DI-2-(3-CIKLOHEKSIL)PROPANSKE
KISELINE SA POTENCIJALNIM CITOTOKSICNIM DEJSTVOM - IN
SILICO/IN VITRO FIZICKO-HEMIJSKA I ADME KARAKTERIZACIJA

REZIME

Estri  (S,5)-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske  kiseline
(EDCP) sa metanolom (DM-EDCP), etanolom (DE-EDCP), propanolom (DP-
EDCP), butanolom (DB-EDCP) i izobutanolom (DIB-EDCP) i estri (S,5)-1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske  kiseline = (PDCP)  sa
metanolom (DM-PDCP), etanolom (DE-PDCP), propanolom (DP-PDCP),
butanolom (DB-PDCP), izobutanolom (DIB-PDCP), pentanolom (DPE-PDCP) i
izopentanolom (DIPE-PDCP) dizajnirani su kao ligandi za Pt(IV) komplekse. U
in vitro ispitivanjima utvrdena je znacajna citotoksi¢na aktivnost za navedene
komplekse, ali i za ligande u nevezanom obliku. Ispitivana supstanca DE-EDCP
pokazala je najvecu citotoksi¢nu aktivnost.

U ovoj doktorskoj disertaciji opisan je razvoj i validacija savremene
bioanaliticke metode - ultra visoko efikasne tecne hromatografije u sprezi sa
masenom detekcijom (UHPLC-MS/MS). Metoda je razvijena i validirana za
potrebe pretklinickih ispitivanja, odnosno za odredivanje ispitivane supstance
DE-EDCP u bioloskom materijalu, kao i njenog potencijalnog metabolita EDCP.
Kao interni standard primenjen je strukturni analog DB-PDCP.

Tokom in vitro fizicko-hemijske biofarmaceutske karakterizacije ispitivanih
supstanci odredena je i ocenjena njihova rastvorljivost u vodenom rastvoru,
lipofilnost i permeabilnost na vestackim membranama. Profili rastvorljivosti
kiselina i njihovih estara se znacajno razlikuju, dok su profili rastvorljivosti obe
kiseline (EDCP i PDCP) sli¢ni, kao i profili rastvorljivosti svih estara. Kiseline se
dobro rastvaraju u izrazito kiseloj sredini i u izrazito baznoj sredini, dok je

rastvorljivost estara najveca u izrazito kiseloj sredini.



Lipofilnost je ispitana primenom shake-flask metode i primenom UHPLC-
MS/MS metode. Dobijene vrednosti particionog koeficijenta n-oktanol-voda
(LogD7,4) pokazuju da lipofilnost supstanci raste sa produzetkom alkil niza na
estarskim funkcionalnim grupama. Odredene su vrednosti hromatografskih
parametara lipofilnosti: retencioni faktor k (logk), retenciono vreme (fr) i indeks
hidrofobnosti (CHI i ¢o). Razvijen je matematicki model kojim se pomocu
hromatografskih parametara lipofilnosti mogu predvideti vrednosti LogD74 za
potencijalne metabolite ispitivanih supstanci ili za novosintetisane derivate (S, S)-
1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske =~ kiseline i  (5,5)-1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline.

Primenom leave-one-out validacione metode ocenjena je i pokazana dobra
prediktivna mo¢ predlozenog matematickog modela (Q? = 0,89).

Primenjen je paralelni test permeabilnosti na vestackim membranama
(PAMPA test) kojim je ispitana gastrointestinalna permeabilnost na vestackoj
membrani ¢iji je sastav 1% lecitin u dedekanu, kao i permeabilnost kroz krvno-
mozdanu barijeru na vestackoj membrani izradenoj od polarnih lipida svinjskog
mozga. Na oba modela estri su pokazali znac¢ajno zadrzavanje u membrani (30,09
-99,89 %), a u niskom procentu su prolazili kroz membranu (0,07 - 22,00 %). Za
dietil estre obe kiseline (DE-EDCP i DE-PDCP) odredeno je da se u najve¢em
procentu zadrZavaju u membrani.

In silico biofarmaceutska karakterizacija ispitivanih supstanci izvrSena je
primenom viSe racunarskih programa. Za predvidanje dominantnih
metabolickih reakcija i metabolita primenjen je ra¢unarski program Metabolizer i
utvrdeno je da su glavne metabolicke reakcije hidroliza estra i naknadno
intramolekulska ciklizacija (gradenje laktama). Predvidanje apsorpcije,
distribucije, metabolizma, eliminacije i toksi¢nosti za sve ispitivane supstance,
potencijalne metabolite i odabrane oficinalne lekove izvrSeno je primenom
programa ADME(T) predictor. Za predvidanje mehanizma dejstva ispitivanih
supstanci i njihove interakcije sa ciljnim mestima primenjen je molekulski

docking. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se pretpostaviti da ispitivane



supstance antiproliferativno dejstvo ostvaruju putem vise mehanizama i da su
aktivne kiseline i potencijalni metaboliti: laktam-karboksilat i laktam-alikestar,
dok su estri verovatno pro drug supstance sa povoljnim osobinama da osiguraju
dovoljnu bioraspolozivost na ciljnim mestima delovanja.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da u daljim istrazivanjima treba
ispitati postojanje metabolita laktam-karboksilata i laktam-alkilestra u bioloskom
materijalu. Takode, rezultati opravdavaju inicijativu da se izvrse pretklinicka
ispitivanja sa dietilestarskim derivatima 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina.
Za derivate 1,3-propandiamina, posebno za DIPE-PDCP, utvrden je tokom in
vitro ispitivanja zadovoljavajudi stepen prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru,
Sto ukazuje da treba detaljno ispitati njihovu citotoksi¢nu aktivnost na glioma

Celijama.

Kljuéne reci: derivati 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske
kiseline, derivati 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline,
bioanaliticka metoda, te¢na hromatografija pod ultra visokim pritiskom u sprezi
sa masenom spektrometrijom (UHPLC-MS/MS), rastvorljivost, lipofilnost,
membranska permeabilnost, docking, ADME(T) predvidanje, predvidanje

metabolickih reakcija i metabolita - Metabolizer
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DERIVATIVES OF ETHYLENDIAMINE-N,N'-DI-2-(3-
CYCLOHEXYL)PROPANOIC ACID WITH POTENTIAL CYTOTOXIC
ACTIVITY - IN SILICO/IN VITRO PHYSICOCHEMICAL AND
ADME CHARACTERIZATION

ABSTRACT

Esters of (S,5)-1,2-ethanediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic acid
(EDCP) with methyl alcohol (DM-EDCP), ethyl alcohol (DE-EDCP), n-propyl
alcohol (DP-EDCP), n-butyl-alcohol (DB-EDCP) and isobutyl-alcohol (DIB-
EDCP), and esters of (5,5)-1,3-propanediamine-N,N'-di-2-(3-
cyclohexyl)propanoic acid (PDCP) with methyl alcohol (DM-PDCP), ethyl
alcchol (DE-PDCP), n-propyl alcohol (DP-PDCP), n-butyl alcohol (DB-PDCP),
and isobutyl alcohol (DIB-PDCP), n-pentyl alcohol (DPE-PDCP) and isopentyl
alcohol (DIPE-PDCP) were designed as ligand of Pt(IV) complexes. During the in
vitro investigation it was found significantly cytotoxic activity of these
complexes, and also it was found cytotoxic activity of ligand without complexes.
Investigated substance DE-EDCP was exerted the strongest cytotoxic activity.

In this doctoral dissertation, there is presented a development and validation
of a new ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry bioanalytical method (UHPLC-MS/MS). The developed method is
supposed for determination of DE-EDCP and its potential metabolit EDCP in
biological materials during non-clinical and clinical studies. The structural
analogue DB-PDCP was used as an internal standard.

During the in vitro biopharmaceutical characterization of the investigated
substances, there was performed a determination of solubility, lipophilicity and
membrane permeability. Profiles of solubility of the observed acids and their
corresponding esters are significantly different, while the profiles of solubility for
two acids (EDCP and PDCP) are similar as well as the profiles of solubility for all

the esters. Acids have good solubility in water with low pH value, as well as in



water with high pH value, while esters have very good solubility in water with
low pH value.

Lipophilicity of the investigated compound was determinate by a shake-flask
method, and also by the UHPLC-MS/MS method. Observed values of partition
coefficient of n-octanol-water (LogD74) have shown that the lipophilicity of the
investigated compounds was growing up with the extension of alkyl chain on
ester functional groups. Chromatographic data of the investigated compounds
were obtained by the UHPLC-MS: lipophilicity index (logkw), retention time (tr)
and chromatographic hydrophobicity index (CHI, ¢o). Based on the lipophilicity
data obtained by the shake flask method and UHPLC-MS/MS method, there was
development a mathematical model for prediction of partition coefficient for
potential metabolite of the investigated substances and for novel derivatives of
(5,5)-1,2-ethanediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl) propanoic acid and (S,5)-1,3-
propanediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)  propanoic  acid based on
chromatographic data obtained by the UHPLC-MS/MS method. Observed
mathematical model was validated by the leave-one-out method and it showed
good predictable power (Q? = 0.89).

By the parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA), there was
investigated the in vitro permeability on artificial membrane of gastrointestinal
tract (1 % lecithin in dodecane) and permeability on blood brain barrier with an
artificial membrane which consisted of polar pork lipids. Both models presented
that the investigated substances have had a good membrane retention (30.09-
99.89%) and low percent of membrane permeability (0.07-22.00%). For diethyl
esters of (S,5)-1,2-ethanediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic acid and
(5,5)-1,3-propanediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic acid, it was
determinated the highest percent of membrane retention.

In silico biopharmaceutical characterization of investigated substances was
performed by several softwares. Prediction of main metabolic reactions and
metabolites was performed by the Metabolizer software and it was obtained that

the major metabolic reactions were the hydrolyses of ester and subsequently



intramolecular cyclization (lactate formation). In silico prediction of absorption,
distribution, metabolism, elimination and toxicity for all the investigated
substances, potential metabolites, and official drugs was performed by using the
software ADME(T) predictor. Based on the results obtained by the Molecular
docking, it can be assumed that the anti-proliferative effects of the investigated
substances were realized through the multiple mechanisms. Although it can be
assumed that the cytotoxic activity was realized by the acids and potential
metabolites of 1,2-ethanediamine derivatives: lactam carboxylate and lactam
alkyl esters, while the esters are probably a pro-drug substance with favourable
properties to provide sufficient bioavailability at the target of action.

Based on the results of this doctoral dissertation, it can be proposed there to
be investigated the existence of the metabolites: lactam carboxylate and lactam
alkyl esters in biological materials. There should also be investigated and carried
out preclinical studies with diethyl aryl derivatives of 1,2-ethanediamine and 1,3-
propandiamine. In in wvitro assays it was found that 1,3-propandiamine
derivatives (especially DIPE-PDCP) have satisfying degree of membrane
permeability through the blood-brain barrier, which indicating that cytotoxic

activity of these substances on glioma cells should be investigated in detail.

Key words: derivatives of (5,5)-1,2-ethanediamine-N,N'-di-2-(3-
cyclohexyl)propanoic  acid and  (S,5)-1,3-propanediamine-N,N'-di-2-(3-
cyclohexyl)propanoic acid, bioanalytical method, ultra-high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry-UHPLC-MS/MS), solubility,
lipophilicity, membrane permeability, docking study, ADME(T) prediction,

prediction of metabolic reactions and metabolites - Metabolizer
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SKRACENICE KORISCENE U TEKSTU:

ADME(T)

eng. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity

(Apsorpcija, Distribucija, Metabolizam, Eliminacija, Toksi¢nost)

AIF eng. Apoptosis-inducing factor (faktor indukcije apoptoze)
eng. v-Murine Thymoma Viral Oncogene (dodatni naziv za protein
Al kinazu B)
eng. Apoptosis protease activating factor-1 (genski fragment kojim je
APAF-1  kodirana citoplazmatska proteaza, koja ucestvuje u procesu
apoptoze)
eng. American Society Commettee on Analytical Reagents (Americka
ASC Komisija za reagense koji se koriste u analitici, stepen cisto¢e ASC
odgovara p.a. stepenu cistoce)
BBB eng. Blood brain barrier (krvno-mozdana barijera)
eng. Chromatographic hydrophobicity index (hromatografski indeks
cHil hidrofobnosti)
CI eng. Confidential interval (interval poverljivosti)
CS eng. Calibration solution (kalibracioni rastvor)
eng. Cytochrome c (citohromski kompleks - mali hemoprotein, koji
Cyte € je labavo povezan sa unutrasnjom membranom mitohondrija)
ECM eng. Extracellular matrix (ekstracelularni matriks)
eng. Epidermal growth factor receptor (receptor epidermalnog
FGIR faktora rasta)
ELISA eng. Enzyme-linked immunoadsorbent assay (imunoenzimski test)
EMA eng. European Medicines Agency (Evropska agencija za lekove)
eng. Food and Drug Administration (Ameri¢ka Agencija za hranu i
FoA lekove)
GLP eng. Good Laboratory Practice (dobra laboratorijska praksa)
GSH eng. Glutathione (glutation)
GMP eng. Good Manufacturing Practice (dobra proizvodacka praksa)
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eng. Human epidermal growth factor receptor 2 (receptor humanog

HER?2
epidermalnog faktora rasta 2)
eng. Heated Electrospray Ionization Source (izvor jona nastao u
HESI spreju rastvora mobilne faze pod uticajem jakog elektri¢nog polja
i uz zagrevanje)
eng. High-performance liquid chromatography (te¢na hromatografija
HPLE pod visokim pritiskom)
HO-1 eng. Heme oxygenase-1 (hem oksigenaza - antioksidativni protein)
LLE eng. liquid-liquid extraction (te¢no-tecna ekstrakcija)
polovina maksimalne inhibitorne koncentracije ili koncentracija
ICso ispitivane supstance koja dovodi do smanjenja broja Zivih celija za
50 % u odnosu na kontrolne celije)
eng. International Council for Harmonisation (Medunarodno vece za
et harmonizaciju)
IGF eng. Insulin-like growth factors (faktor rasta slican insulinu)
eng. Insulin-like growth factor - receptor (receptor za faktor rasta
1GFR slican insulinu)
IS eng. Internal standard (interni standard)
KV Koeficijent varijacije
LOO eng. Leave-one-out (validaciona metoda “izbaci jedan rezultat”)
LLOQ eng. Lower limit of quantification (donja granica kvantifikacije)
mAbs eng. Monoclonal antibodies (monoklonska antitela)
MF eng. Matrix effect (uticaj matriksa)
eng. Mitochondrial membrane permeabilization (propustljivost
MmMP mitohondrijalne membrane)
MMPs eng. Matrix metalloproteinases (matriks metaloproteaze)
MRM eng. Multiple reaction monitoring (metoda pracenja vise jonskih

tranzicija)

Vi
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eng. Mitochondrial permeability transition pore (mitohondrijalne

MPTP
propusne pore)
mTOR eng. mammailian Target of Rapamycin
eng. Organization for Economic Cooperation and Development
OECD
(organizacija za ekonomsku saradnju i razvoj)
eng. Parallel artificial membrane wvermeability assa aralelno
PAMPA g ifi p Y y (p
ispitivanje permeabilnosti na vestackim membranama)
eng. Poly ADP-ribose polymerase - Nuclear protein with a wide range
PARP of physiological as well as pathological functions (jedarni protein sa
sirokom ulogom u fizioloskim i patofizioloskim uslovima)
eng. Protein Data Bank (elektronska baza podataka
PDB trodimenzionalnih struktura velikih bioloskih molekula - proteina
i nukleinskih kiselina)
eng. Platelet-derived growth factor receptor (receptor trombocitno
PDGER g g f eptor (recep g
faktora rasta)
PI3K eng. Phosphatidylinositol 3-kinase (fosfatidilinozitol 3-kinaza)
PK eng. Protein kinase (protein kinaze)
PPB eng. Plasma protein binding (vezivanje za proteine plazme)
eng. Parameters predictive error sum of squares (statisti¢ki
PRESS
parametrar koji se koristi u validaciji matemati¢ckog modela)
PKA Protein kinaza A
PKB Protein kinaza B
PKC Protein kinaza C
QC eng. Quality control sample (kontrolni uzorak)
eng. Quantitative structure-activity relationships (kvantitativni
QSAR
odnos strukture i dejstva)
RIA eng. Radioimmunoassay (radio imunolosko ispitivanje)

Vii
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eng. Root mean square deviation (statisticki parametar za ocenu

RMSD validnosti izvedene docking studije - kvadratni koren odstupanja
poloZaja atoma liganda iz kristalografske i izracunate strukture)

RNS eng. Reactive nitrogen species (reaktivna azotova jedinjenja)

ROS eng. Reactive oxygen species (reaktivna kiseonikova jedinjenja)

RSD Relativna standardna devijacija

RTK Receptor-zavisne tirozin kinaze

SD Standardna devijacija

SIM eng. Single ion monitoring (metoda pracenja pojedina¢nog jona)

SPE eng. Solid-phase extraction (¢vrsto-tec¢na ekstrakcija)
eng. Selected Reaction Monitoring (metoda pracenja odabrane

SkM jonske tranzicije)

TLC eng. Thin layer chromatography (hromatografija na tankom sloju)

TNF eng. Tumor necrosis factor

TRAIL eng. TNF-related apoptosis inducing ligand (TNF zavistan ligand za
indukciju apoptoze)

UHPLC eng. Ultra High-performance liquid chromatography (te¢na
hromatografija pod ultra visokim pritiskom)

ULOQ eng. Uper limit of quantification (gornja granica kvantifikacije)

VGER eng. Vascular endothelial growth factor receptor (receptor

vaskularnog endotelnog faktora rasta)

viii
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1 UVOD

Jos je davne 1231. godine Frederick II of Hohenstaufen (vladar Nemacke i kralj
Sicilije) doneo edikt u Palermu o razdvajanju farmacije i medicine. Farmacija je
postala nauka koja se bavi razvojem i izradom lekovitih supstanci i lekova,
njihovom pravilnom i racionalnom upotrebom. Nesto kasnije, 1498. godine
donesena je prva farmakopeja Nuovo Receptario, Firenca, produkt apotekarske
gilde (udruzenja) i medicinskog drustva.

Tehnoloski razvoj, koji je zapoceo pocetkom proslog veka, doprineo je
efikasnijem otkrivanju i pracenju patoloskih stanja kod ljudi. Istovremeno sa
istraZivanjem bolesti i uzroka bolesti rasla je i potreba za razvojem novih lekova.
Od velike talidomidske krize, odnosno od 1965. godine, bezbednost lekova je
zauzela centralno mesto u procesu odobravanja lekova za terapijsku primenu na
ljudima - risk based approach. Uspostavljeni su farmaceutski regulatorni zahtevi
kojima se definiSu kriterijumi za ocenu kvaliteta, efikasnosti i bezbednosti
lekova, kao i za ocenu odnosa korist/rizik. Navedene ocene predstavljaju osnov
i uporiste u procesu odobravanja dolaska leka na trziste.

Nakon ere malih hemijskih molekula, koje zbog male strukture i relativno
lakog prolaska kroz celijske membrane mogu delovati toksi¢no ostecuju¢i DNK
lance malignih, ali i zdravih ¢elija (zbog niskog stepena selektivnosti), od '90-tih
godina proslog veka zapocela je era biotehnoloskih lekova. Za razliku od malih
hemijskih molekula koje nastaju u procesu sinteze u laboratorijskim uslovima,
biotehnoloske lekove proizvode Zivi organizmi. Karakterise ih veliki volumen
zbog cega ne ulaze u Celije i toksi¢nost im je manja. Medutim, zbog toga sto su
bioloski i biotehnoloski lekovi u najve¢em procentu proteini, covekov organizam
ih moZe prepoznati kao antigene i razviti antitela na njih (imunogenost).

U ovoj doktorskoj disertaciji predmet proucavanja su male sintetske
molekule. Ove novosintetisane supstance su derivati 1,2-etandiamina i 1,3-
propandiamina. U dosadasnjim istrazivanjima pokazana je njihova citotoksi¢na

aktivnost na odabranim celijskim linijama u in vitro uslovima.l2
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1.1 MALIGNA OBOLJENJA - PODELA I KARAKTERISTIKE
Maligna oboljenja su znacajan uzrok mortaliteta, a lecenje obolelih

predstavlja veliki izazov u medicini. Okarakterisana su postojanjem malignog

tkiva i malignih celija, ¢ije su karakteristike sledece:

= klonalno poreklo (poticu od mati¢cne maligno izmenjene Ccelije, koja
proliferacijom daje klon malignih celija),

= autonomnost (imaju nekontrolisani rast i proliferaciju jer razvijaju sopstvene
signalne puteve i ignoriSu postojece inhibitore rasta i deobe; gube kontaktnu
inhibiciju; izbegavaju ¢elijsku smrt - apoptozu),

= anaplazija (podlezu nepotpunoj i nekoordinisanoj ¢elijskoj diferencijaciji, sto
uzrokuje gubitak specifi¢ne celijske funkcije),

= metastaziranje i invazivnost (imaju sposobnost neprekidnog rasta i
razmnoZavanja, karakterise ih gubitak kohezivnosti i adhezivnosti $to dovodi
do odvajanja malignih celija sa povrSine malignih tumora i njihov prelazak u
cirkulaciju),

= angiogeneza (razvoj guste mreZe krvnih sudova kojima se dopremaju
hranljive materije za rast i razvoj malignog tkiva).3

Maligni tumori se dele na solidne tumore i hematoloske tumore.

1.1.1 Karcinogeneza i ciljna mesta
Karcinogeneza je proces nastanka i proliferacije malignih ¢elija, formiranja
i progresije malignog tumora. Izazivaci karcinogeneze nazivaju se karcinogeni i
dele se na genotoksi¢ne i negenotoskicne. Genotoksi¢ni su ksenobiotici ili
metaboliti koji reaguju sa DNK izazivaju¢i mutaciju. Negenotoksi¢ni su
mutageni koji stimuli$u proliferaciju ¢elija u mirovanju i citotoksini koji izazivaju
regenerativnu ili reparativnu proliferaciju ¢elija.4>
Maligne celije se svakodnevno formiraju, ali ih organizam odstranjuje kao
nefunkcionalne. Gubitkom ove sposobnosti, kao i sposobnosti reparacije

genetskih ostecenja dolazi do akumulacije mutacija i zapocinje karcinogeneza.®”
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Genetska ostecenja izazivaju aktivaciju proto-onkogena u onkogene i inaktivaciju

tumor-supresor gena (slika 1.1).

protoonkogen tumor-supresor gen
proliferacija supresija proliferacije
‘ normalan rast ‘ ‘Mﬂligni tumor ‘

Slika 1.1: (Ne)ravnoteza protoonkogena i tumor-supresor gena

Onkogeni su geni koje karakterise sposobnost stimulisanja celijskog rasta u
odsustvu mitogenih signala i drugih signala celijskog ciklusa. Postoji razlika
medu onkogenima. Onkogeni ¢iji su onkoproteini smesteni u jedru imaju ulogu
u regulisanju transkripcije i u ekspresiji gena. Oni uslovljavaju odsustvo

apoptoze (besmrtnost celije). Onkogeni ¢iji su onkoproteini smesteni u citoplazmi

izazivaju morfoloske promene u celiji.8

1.1.1.1 Apoptoza

Apoptoza (grc. a-po-toe-sis - otpadati) je prirodni mehanizam uklanjanja svih
ostecenih celija u koje spadaju i maligne celije.”1 Pored apoptoze, kao
programirane celijske smrti, ¢elija moze umreti i usled mehani¢kog ostecenja ili
trovanja celije autofagijom!''# ili drugim oblicima ne-apoptopske smrti
uzrokovanim gubitkom matriksa.11.15-21

Izostanak apoptoze malignih ¢elija i njihova proliferacija integralni su deo
karcinogeneze.

Apoptoza ili smrt celije prvi put je opisana 1972. godine.??>23 Apoptozu
pokrecu razna vrsta ostecenja na celiji, oSte¢enja na DNK lancu, a moZe nastati i
usled nedostatka meducelijskih signala.®?* Predstavlja dobro organizovan,

energetski zavisan proces.
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Tokom apoptoze dolazi do fragmentacije jedra i DNK, razgradnje jedarnih i
citoskeletnih proteina i na kraju do formiranja apoptotskih tela i ekspesije
markera na celijskoj membrani koji omogucavaju fagocitozu ovih fragmenata
celije.?

Apoptoza moZe biti pokrenuta spoljasnjim ili unutra$njim putem, a tok
apoptoze moze biti kaspazno-zavisan ili kaspazo-nezavisan.

Spoljasnji put apoptoze zapocinje aktivacijom receptora smrti. Ovako
pokrenut put apoptoze je uvek kaspazno-zavisan. Receptore smrti aktiviraju
pokretaci smrti ili apoptoti¢ni liganadi.?6?” U receptore smrti se ubrajaju:

= Fas-receptor (FasR) poznat i kao APO-1 ili CD95 receptor,

= tumor nekrozis faktor (TNF),

= limfotoksin (TNF),

= TRAIL (eng. TNF-related apoptosis inducing ligand).%8

Vezivanjem pokretaca smrti za receptor smrti zapocinje autoproteoliticki
proces i aktivacija kaspaza.?6?” Kaspaze koordiniSu kompleksnu kaskadu
dogadaja u celiji, Sto rezultuje njenom smrcu - kaspaza-zavisna apoptoza.

NV Fasl
5."""Ili--i-ali’i'li"""[!

Aldivarija
apopteze

Slika 1.2: Receptor smrti i ligand smrti?

Fas-ligand (poznat i kao CD95 ligand) je pokretac¢ smrti i predstavlja tip II
transmembranskog proteina. Vezivanjem Fas-liganda za FasR indukuje se
apoptoza (slika 1.2). Citoplazmatski delovi aktiviranog receptora smrti privlace
razli¢ite proteine stvaraju¢i supramolekularnu platformu, koja kontrolise
aktivaciju kaspaze-8 ili 10. Nakon aktivacije ovih kaspaza zapocinje kaskadna

aktivacija efektornih kaspaza -3, -6 i -7 $to dovodi do apoptoze.30
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Interakcija Fas-ligand - Fas receptor igra vaznu ulogu u regulaciji imunskog
sistema i u karcinogenezi.31,32

Unutrasnji put apoptoze (mitohondrijalni put): mitohondrije kod kojih
dolazi do tranzitorne promene potencijala membrane imaju centralno mesto u
unutrasnjem putu apoptoze. Unutrasnji put apoptoze pokrecu razli¢ita stresna
stanja: ostecenje na DNK, oksidativni stres, nedostatak faktora rasta, povecanje
koncentracije jona Ca?* u citozolu i dr., koja dovode do promene propustljivosti
mitohondrijalne membrane (MMP). Promena u MMP-u izaziva oslobadanje pro-
apoptogenih faktora iz mitohondprija: citohroma ci/ili faktora indukcije apoptoze
(AIF).

Citohrom c¢ aktivira kaspaza-zavisan put apoptoze, dok AIF pokrece
kaspaza-nezavisan put apoptoze.

Citohrom c prelazi u citoplazmu i vezuje se za citoplazmatski protein
oznacen kao APAF-1 pri ¢emu dolazi do njegove konformacione promene, koja
uzrokuje aktivaciju kaspaze-9, a nakon toga i aktivaciju efektorne kaspaze-3.
Nasuprot navedenom, AIF prelazi u jedro i nezavisno od kaspaza cepa DNK na
fragmente i izaziva kaspaza-nezavisnu apoptozu® (slika 1.3).

Formiranje1 eliminacia reaktivnih kiseonikovih jedinjenja (ROS)
0: —p Of — H:0: —p OH — H:0

OO OO_ HOOH OH HOH

Kiseonik Supéi‘ g;ksidni Hidrogen  Hidroksilni Voda

a n{/lwmks id W

Superoksid dizmutaza  Glutation peroksidaza
Katalaza

Slika 1.3: Uloga ROS u apoptozi3?

Kaspaza-zavisan put apoptoze ne isklju¢uje kaspaza-nezavisan put i nekada

ova dva puta mogu biti udruzena.®3#
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Apoptozu mogu izazvati i slobodni radikali menjaju¢i MMP. Slobodni
radikali su reaktivna kiseonikova jedinjenja (ROS) i reaktivna azotova jedinjenja
(RNS). ROS nastaju tokom aerobnog metabolizma ili pod dejstvom UV i X
zraCenja, a odstranjuju se u antioksidativnom procesu (Celijski redoks proces)
(slika 1.3). Kada se ovaj proces narusi, raste koncentracije ROS i javlja se celijski
stres. Povec¢ana koncentracija ROS-a uslovljava promenu u MMP i oslobadanje

pro-apoptogenih faktora (citohrom c i AIF).23:353¢

1.1.1.2 Protein kinaze
Protein kinaza (PK) su enzimi iz grupe fosfotransferaza. Protein kinaze vrse
prenos fosfatne grupe sa visoko energetskog adenozin-trifosfata (ATP) na
odredene supstrate, ¢cime ih fosforilisu i aktiviraju. PK imaju ulogu u regulisanju
brojnih funkcija u celiji: permeabilnost, kontrakcija, migracija, hipertrofija,
proliferacija, apoptoza, sekrecija, celijsko preZivljavanje.> Enzimi iz grupe
protein kinaza dele se na:
= tirozin kinaze (fosfatna grupa se vezuje za tirozinske aminokiselinske ostatke
u primarnoj strukturi PK - slika 1.4),
= serin/treonin kinaze (fosfatna grupa se vezuje za serinske ili treoninske

aminokiselinske ostatke u primarnoj strukturi PK - slika 1.4).

o 0
i R N
N R
H H
OH HO
Serin Treonin
ATP
ADP
0
R §
(o] (0] . ~
N R
R' H R' H H
Sn SR ~n R
H H
OPOy ‘03PO

OPOy

Slika 1.4: Fosforilacija aminokiseliskih ostataka
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Tirozin kinaze mogu biti receptor-zavisne tirozin kinaze (RTK) ili receptor-
nezavisne tirozin kinaze.

Receptor-zavisne tirozin kinaze (RTK) ili membranske tirozin kinaze imaju
kljuénu ulogu u prenosu informacija iz ekstracelijskog prostora u citoplazmu. To
su glikoproteini, receptori faktora rasta:

a) receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR),

b) receptor vaskularnog endotelnog faktora rasta (VGFR),

c) receptor humanog epidermalnog faktora rasta (HER?2),

d) receptor trombocitnog faktora rasta (PDGFR),

e) receptor za faktor rasta slican insulinu (IGFR).

Receptor-nezavisne tirozin kinaze ili citoplazmatske/jedarne tirozin kinaze
ucestvuju u sprovodenju signala kroz citoplazmu do jedra i u jedro. U ovu grupu
spadaju Bcr-Abl tirozin kinaze. Bcr-Abl tirozin kinaze su grupa enzima koja
obuhvata pro- i anti-apoptoptske proteine. Imaju ulogu u regulisanju
oslobadanja pro-apoptogenih faktora (citohrom c i AIF) iz mitohondrija ili
medumembranskog prostora mitohondrija. U receptor-nezavisne tirozin kinaze
spadai Src kinaza. Src kinaza je grupa nespecifi¢nih tirozin kinaza.

Vezivanjem odgovarajuceg faktora rasta za ekstracelularni domen RTK
deSava se dimerizacija i/ili autofosforilacija i nastaje aktivna RTK.
Citoplazmatski domen aktivirane RTK poseduje tirozin-kinaznu aktivnost i
fosforilacijom receptor-nezavisnih tirozin kinaza vrsi njihovu aktivaciju, ¢ime se
signal prenosi dalje kroz citoplazmu do jedra. Prenos signala odvija se:

= putem cAMP ili

= putem fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K).

U prenosu signala putem cAMP ucestvuje protein kinaza A (PKA). Kada se
cAMP veze za regulatorne subjedinice PKA menja se konformacija enzima,
dolazi do disocijacije regulatornih subjedinica i aktivacije PKA. Aktivirana PKA
daje bioloske efekte: vrsi fosforilaciju specifi¢nih enzima u odgovarajucem
metabolickom putu, a moZze regulisati i ekspresiju gena, celijsko lucenje i

membransku permeabilnost.
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U prenosu signala putem PI3K (PI3K/ Akt) ucestvuje protein kinaza B (PKB).
PKB je oznacena i kao Akt (eng. v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene) ili
serin/treonin kinaza. Aktivna PKB aktivira mTOR (eng. mammailian target of
rapamycin) §to za posledicu ima aktivaciju signala koji promovisu proliferaciju
¢elije i redukciju apoptoze.3738

Protein kinaza C (PKC) je najznacajniji predstavnik velike familije protein
kinaza. PKC kontrolise dejstvo drugih proteina putem fosforilacije njihovih
hidrosolubilnih grupa serinskih i treoninskih aminokiselinskih ostataka.

PKC grupa sadrzi 10 izoenzima,?® a aktiviraju se wusled povecanja
koncentracije diacilglicerola ili Ca?*.

Poveéan nivo aktiviranih protein kinaza uzrokuje ushodnu regulaciju

signalnih puteva unutar celije, ¢ime celiju vodi u nekontrolisanu proliferaciju

(slika 1.5).

ATP

ADP
< PKA >
proliferacija / \j metastaza

1nvaz1]a anglogeneza

Slika 1.5: Uloga protein kinaza u regulaciji ¢elijskog ciklusa i prenosu signala
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1.1.1.3 Matriks metaloproteaze

Matriks metaloproteinaze (MMPs) su Ca?* i Zn?* zavisne endopeptidaze.
KarakteriSe ih sposobnost hidroliticke razgradnje ekstracelularnih proteina i
proteoglikanskih komponenti, kao i uticaj na funkcionisanje brojnih bioaktivnih
molekula. Enzim iz grupe MMPs izlucuje se u latentnom (inaktivnom) obliku, a
aktivacija se deSava posredstvom nekog drugog MMPs ili serin proteaze.3* Grubo
se dele na kolagenaze, Zelatinaze, stromelizine, membranske metaloproteinaze i
druge.40-43 Primarnu strukturu matriks metaloproteinaza ¢ine kataliticki domen,
aminoterminalni domen i karboksiterminalni domen.

Kataliticki domen je odgovoran za hidrolizu supstrata.t04446 MMPs su
ukljuceni u Kkataliticku degradaciju receptora na povrsini celija i inaktivaciju
hemokina/citokina. Uti¢u na oslobadanje apoptoti¢nih liganada kao sto je Fas-
Ligand.3132 Smatra se da MMPs igraju vaznu ulogu u odvijanju brojnih ¢elijskih
funkcija: celijska proliferacija, migracija (adhezija/disperzija), diferencijacija,
angiogeneza, apoptoza i imunoloski procesi. MMPs imaju istovremeno i
apoptopsku i anti-apoptopsku aktivnost.#”

Uloga MMPs u karcinogenezi objasnjava se i njihovim znac¢ajnim uticajem na
sastav ekstracelularnog matriksa (ECM). MMPs izazivaju cepanje laminina, koji
uti¢e na integrin signalni put.#748 Klju¢ni mehanizam u ekspanziji i invaziji
malignog tkiva jeste degradacija ECM od strane membranski vezanih ili
sekretornih proteaza, kao $to su matriks metaloproteinaze, posebno MMP-2 i
MMP-9.49-51 Razgradnjom ECM, matriks metaloproteinaze indirektno olaksavaju
vaskularizaciju, odnosno formiranje krvnih sudova kojima se malignim ¢elijama
dopremaju hranljivi sastojci, ¢ime podspesuju angiogenezu.*® Do sada je
otkrivena uloga MMP-2, MMP-9 i MMP-14 u tumorskoj angiogenezi.4047,52-5
Takode, ustanovljeno je da EGFR singalni putevi promovisu MMP-9 aktivaciju u

¢elijama humanih karcinoma.>®
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1.1.2 Lecenje malignih oboljenja

Lecenje obolelih sa malignim tumorima sprovodi se prema standardnim
klinickim protokolima, koji obuhvataju hirursko lecenje (ukoliko je maligni
tumor operabilan), potom radio-, hemio-, ciljanu-, i/ili biolosku terapiju. Odabir
terapijskog modaliteta vrsi se na osnovu lokaliteta malignog tumora, stadijuma
razvijenosti, stepena diferencijacije malignih celija, dostupnosti nabrojanih
terapijskih opcija i karakteristika samog pacijenta.
Hemioterapija obuhvata primenu antiproliferativnih lekova. Antiproliferativne
lekove karakteriSe citotoksi¢nost i mala selektivnost zbog cega izazivaju znacajna
neZzeljena dejstva.
Ciljana terapija obuhvata primenu malih sintetskih molekula, koje interferiraju
sa celijskim signalnim putevima uklju¢enim u odredeni tip malignog oboljenja.
Lekovi iz ove grupe uneli su revoluciju u terapiji hematoloskih malignih
oboljenja, a predstavnik im je imatinib - inhibitor protein kinaze C. Ova kategorija
lekova oznacena je kao ,nibovi”. Treba naglasiti da su ciljna mesta njihovog
delovanja protein kinazni receptori koji ucestvuju u delijskim signalnim
putevima od kojih zavisi celijski rast i proliferacija ili ¢elijska smrt, odnosno
apoptoza. Radi se o malim molekulama koje svoj efekat ostvaruju unutar celije.
Za razliku od ,nibova” postoje ,mabovi” o kojima ¢e kasnije biti viSe rec¢i. Ovde
samo treba naglasiti da i ,nibovi” i ,mabovi” imaju ista ciljna mesta delovanja,
samo $to ,nibovi” deluju intracelularno, a ,,mabovi” ekstracelularno.
Pored signalnih puteva, ciljno mesto delovanja novih terapeutika su i matriks
metaloproteinaze (MMPs). Dosadasnja iskustva (batimastat, marimastat,
prinomastat) ukazuju na nisku selektivnosti ovih lekova, za koju se pretpostavlja
da je izazvana visokim afinitetom vezivanja za jone Zn?*.5’ Neselektivnost je

razlog neuspesne klini¢ke primene ovih lekova.
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Bioloska terapija obuhvata primenu bioloskih lekova.
Bioloski lek sadrzi bioloski aktivnu supstancu koju proizvodi zivi organizam.
Bioloski aktivne supstance mogu biti ugljeni hidrati, proteini, nukleinske
kiseline, kompleksne kombinacije navedenih supstanci ili Zivi entiteti (Celije ili
tkiva), a mogu se dobiti:

= ekstrakcijom iz bioloskog izvora,

= primenom rekombinantne tehnologije, ili

= sintetskim putem.
Za bioloske lekove je potrebno wuraditi karakterizaciju, izvrsiti kontrolu
proizvodnog procesa i odrediti kvalitet primenom fizicko-hemijskih i bioloskih
testova. Za ovu grupu lekova nije karakteristicna toksi¢nost, jer zbog veli¢ine
molekule ne ulaze u Ccelije, ali ih karakteriSe imunogenost. Imunogenost se
manifestuje pojavom alergijskih reakcija ili izostankom dejstva zbog pojave anti-

drug antitela.5® Na slici 1.6 prikazana je podela bioloskih lekova.

GENSKI PROIZVODI
SINTETSKI PEPTIDI DERIVATI KRVI
KLASICNE PRIMARNI
VAKCINE SEKUNDARNI
BIOLOSKI LEKOVI METABOLITI
(heparin,
REKOMBINANTNE .. ..
hijaluronska kiselina
VAKCINE T ) )
MONOKLONSKA REKOMBINANTNI PROTEINI
ANTITELA = insulini,
(nerekombinantna - hibridoma) = interferoni,
= eritropoetini,
= rekombinantna monoklonska antitela

(himerna, humanizovana, rekombinantna)
hormon rasta,

hormoni (luteinizirajuci, paratireoidni,
gonadotropni, alfa-glukozidaza, alfa-
dornaza..)

43

Slika 1.6: Podela bioloskih lekova38
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Monoklonska antitela (mAbs) ili ,mabovi” znacajna su u lecenju malignih
oboljenja. Razvoj mAbs iSao je u pravcu njihove humanizacije i smanjivanja
molekulske mase sa ciljem smanjenja rizika od imunogenosti (slika 1.7). Dele se
na nerekombinantna mAbs dobijena hibridoma tehnologijom i rekombinantna
mAbs u koja spadaju himerna, humanizovana i rekombinantna.
Nerekombinantna mAbs se koriste u dijagnosticke svrhe, osim imunosupresiva
muromonaba-CD3 (ortoklon OKT3).5%8 Rekombinantna mAbs se koriste u
terapijske svrhe. Ulaze u sastav brojnih klinickih protokola za tretman malignih
oboljenja razli¢itih lokaliteta. Poznati predstavnici ove grupe lekova su

bevacizumab i rituksimab.

P &5
e\ 1/2/
b e,
10
e
. ~ Fg\ 193 e
misja 1975 ) () & '\L\J ()Y humana1994-1999
...momab \“/J( N ~ a4’ v--:('/ e
1 ) ()
e E lea
U U
hjmez‘na 1984 humanizovana 1988-1991
...ximab ..zumab
Humanizacija Smanjenje
Imunogena = mmm > imunogenosti

Slika 1.7: Razvoj monoklonskih antitela5®

Genski lekovi su najnoviji vid terapije malignih oboljenja. Nastaju
transfekcijom antionkogena (“suicid gen terapija”).
Nedostaci u farmakoterapiji malignih tumora su:
1) nedovoljna selektivnost - posledi¢no visoka toksi¢nost i manja bezbednost;
2) razvoj rezistencije na terapiju - razvija se vremenom i umanjuje efekte
le¢enja. Predstavlja odsustvo Zeljene apoptoze malignih ¢elija. Delimi¢no se
moze prevaziéi povecanjem doze leka, ali povecenjem doze izraZeniji su
toksi¢ni efekti. Poremecaj u signalnom putu PIK3/Akt je vodeéi uzro¢nik
rezistencije.>” Prisutna je i kod bioloskih lekova kod kojih nastaje stvaranjem

ranije pomenutih anti-drug antitela;
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3) otezano dopremanje leka kroz krvno-mozdanu barijeru.® Krvno-mozdanu
barijeru (BBB) cine fizicka barijera koja je rezultat ¢vrstih veza izmedu
endotelnih celija®l-%3 i biohemijska (metaboli¢ka) barijera, koja se aktivira u
toku procesa prolaska ksenobiotika kroz BBB. Metabolicku barijeru
predstavljaju metabolicke funkcije ¢iji su nosioci enzimi, koji prevode
lipofilne supstance u hidrofilne i na taj nac¢in im onemogucavaju prolaz ka
mozgu. 606164
Proces penetracije lekovite supstance kroz BBB odvija se u najvecoj meri

aktivnim transportom. U navedeni proces uklju¢ena su dva mehanizma:

mehanizam ulaska pomognut transportnim proteinima i mehanizam izlaska

(~ispumpavanja”) koji je pomognut P-glikoproteinom (Pgp) i proteinima

odgovornim za rezistenciju, a koji sprecavaju prolazak vece koli¢ine raznih vrsta

lekova kroz BBB.%5¢7 Pgp je membranski protein BBB.%8% Uloga mu je da
eliminiSe supstance potencijalno Stetne za mozak.

Preuzimanje leka iz sistemske cirkulacije u mozak koreliSe sa brojnim fizi¢ko-
hemijskim karakteristikama leka: lipofilnost, povrsina molekule, naelektrisanje,
veli¢ina molekule, molekularna fleksibilnost, broj veza koje se mogu rotirati i broj
potencijalnih vodoni¢nih veza.6%70-73 Drugi faktori od znacaja za prolazak leka
kroz BBB obuhvataju vezivanje leka za proteine plazme (PPB), aktivni transport
u CNS istiskivanje leka.61.687477 Opisan je jednostavan set od 2 pravila, na osnovu
kojih se moze predvideti CNS aktivnost lekovite supstance:
= N + O (broj azotovih i kiseonikovih atoma u molekuli) < 5 ukazuje na veliku

verovatnocu za prolazak BBB;

= Drugo pravilo je: logP - (N + O) = pozitivna vrednost pokazuje da je lekovita
supstanca CNS aktivna.”178
Intenzivno se radi na otkrivanju novih terapijskih opcija, koje bi umanjile

izostanak rezistencije, ve¢u selektivnost, zaustavljanje rasta celije u GO/G fazi,

¢ime bi lecenje malignih tumora - jake proliferacije i invazije malignih celija,

posebno onih koje imaju nizak stepen diferencijacije, bilo uspesnije.

14
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1.2 DERIVATI 1,2-ETANDIAMINA I 1,3-PROPANDIAMINA SA
POTENCIJALNIM CITOTOKSICNIM DEJSTVOM

Tim istrazivaca sa Hemijskog fakulteta i Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu radi na razvoju Pt(IV) kompleksa, ¢iju organsku osnovu ¢ine:
= (5,5)-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska kiselina i njeni estri

sa metanolom, etanolom, propanolom, butanolom i izobutanolom,!3879 i
= (5,5)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska kiselina i njeni

estri sa metanolom, etanolom, propanolom, butanolom, izobutanolom,

pentanolom i izopentanolom.27980

Kao lead molecule koristi se cisplatin (diammin-dihlorido-platina(II). Cisplatin
je sintetisan 1845. godine, struktura mu je prvi put opisana u literaturi 1893.
godine. U terapiji se od 1911. godine koristio kao antibiotik, a 1965. godine
otkrivena je njegova citotoksicna aktivnost i od tada se Kkoristi kao
hemioterapeutik.

U dosadasnjim ispitivanjima, navedeni kompleksi pokazali su dobru
antiproliferativnu aktivnost prema celijskim linijama humanog glioma (U251) i
glioma pacova (C6), misjeg fibrosarkoma (L929) i melanoma (B16) i humanim
leukemijskim celijama (HL-60). Na analiziranim celijskim linijama cisplatin je
pokretao apoptozu zavisnu od kaspaza, a novi Pt(IV) kompleksi indukovali su
oksidativni stres pracen vakuolizacijom citoplazme, narusavanjem integriteta
¢elijske membrane i izostajanjem kaspazne aktivacije i protektivne autofagije.388!
Medutim, posebnu paznju privukao je ispoljeni citotoksi¢ni efekat liganada

navedenih kompleksa.
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1.2.1 Derivati 1,2-etandiamina

Prema teorijskim ispitivanjima i prorac¢unima etandiaminski fragment u
organskom molekulu moZe uslovljavati znac¢ajnu antitumorsku aktivnost.8283

Istrazivacka grupa pod rukovodstvom Tibora J. Sabo sintetisala je (S,S)-1,2-
etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propansku kiselinu i odgovaraju¢e metil,
etil, propil, butil i izobutil estre (tabela 1.1) na Hemijskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu. Hemijska struktura novosintetisanih jedinjenja okarakterisana je i
publikovana.3881  Gtereoselektivna sinteza realizovana je upotrebom S-
aminokiseline.83-8 Pored etandiaminske grupe, vazan strukturni fragment cine
dve cikloheksil grupe, koje povecavaju lipofilnost i time olaksavaju prolazak kroz
Celijske membrane.?!

Ispitivanjem rastvorljivosti sintetisanih liganada u dimetil sulfoksidu
(DMSO) utvrdeno je da etil estar ima najvecu rastvorljivost ~ 10 mg/ml na 25 °C
u poredenju sa ostalim estrima, ¢ija je rastvorljivost iznosila ~ 5-6 mg/ml na 35-
45 °C.38

U tabeli 1.1 dat je prikaz derivata 1,2-etandiamina.

16



Biljana Tubi¢ - Doktorska disertacija

UVOD

Tabla 1.1: Derivati 1,2-etandiamina

0
N
OR S) TNy (S>M/1(
H

OR

(]

Skraceni naziv R
(5,5)-etandiamin-N,N'-di-2-(3-

EDCP H
cikloheksil)propanska kiselina
(5,5)-0,0-dimetil-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-

DM-EDCP CHs
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-dietil-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-

DE-EDCP CoHs
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-dipropil-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-

DP-EDCP CsHy
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-dibutil-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-

DB-EDCP CsHo
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-diizobutil-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-

DIB-EDCP C4Ho

cikloheksil)propanoat
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Sinteza derivata 1,2-etandiamina prikazana je na shemama 1.11i1.2.

NaOH/H,0, 0°C 0
. P H,Cl
OH .- r OH N N
NH4Cl > N-/\/ * OH
H,Cl
refluks 3-24 h
0 NaOH/HCl/EtOH 0

Shema 1.1: Sinteza kiseline8¢

0
H,Cl
OH . /\/N
Nt + OH
H,CI
o
abs. ROH
HCly, SOCl,
0
H,Cl
OR +/\/N
N~ + OR
H,CI
o

Shema 1.2: Sinteza estara®’

In vitro citotoksicna aktivnost derivata 1,2-etandiamina ispitana je na
humanim leukemijskim celijama i mononuklearnim delijama izolovanim iz
uzorka periferne krvi zdravih dobrovoljaca i obolelih od leukemije: humana
promijelocitna leukemija (HL-60), limfocitna (REH), mijelogena eritroleukemija
(K562), akutna mijelogena (KG-1), akutna limfoblastna (MOLT-4) i B-
promijelocitna leukemija (JVM-2).
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Citotoksic¢nost je odredivana kolorimetrijskim metodama zasnovanim na
merenju aktivnosti kisele fosfataze i laktat dehidrogenaze nakon 24 h tretmana
leukemijskih ¢elija dvostruko opadaju¢im koncentracijama ispitivanih jedinjenja
(100-1,56 pM). Za svako ispitivano jedinjenje i na svakoj od koris¢enih celijskih
linija aktivnost je izraZena kao koncentracija koja je dovela do smanjenja broja
zivih celija za 50 % u odnosu na kontrolne celije (ICso vrednost).3

U sprovedenim ispitivanjima najvec¢u aktivnost je pokazao dietilestar (DE-
EDCP), a sa povec¢avanjem alkil niza uo¢eno je smanjenje aktivnosti: etil-estar>
metil-estar>propil-estar>butil-estar=kiselina.! HL-60 celijska linija pokazala se
kao najosetljivija na citotoksi¢no dejstvo ispitivanih jedinjenja. Citotoksi¢nost
etil-estra ispitana na HL-60 ¢elijskoj liniji iznosi 1Cs50=10,7-45,4 pM! $to je bilo
statisti¢ki znacajno (p<0,05) i istog je reda veli¢ine kao i citotoksi¢nost cisplatine
iako DE-EDCP ne sadrZi platinu. U subtoksi¢nim dozama DE-EDCP dovodi do
diferencijacije HL-60 celija, a poznato je da visi stepen diferencijacije maligne
¢elije znaci i manji stepen njene agresivnosti. Objavljeni rezultati dosadasnjih
ispitivanja ukazuju i na selektivno delovanje DE-EDCP jedinjenja, jer su na
citotoksi¢no dejstvo osetljivije maligne ¢elije u odnosu na zdrave.1.3879

Rezultati ispitivanja ukazuju na apoptozu leukemijskih celija nezavisnu od
kaspaza, kao osnovni mehanizam citotoksi¢nog dejstva. Apoptoza je posledica
indukovanog oksidativnog stresa uzrokovanog hiperprodukcijom ROS-a,
odnosno superoksidnih anjona (Oz*). Pove¢ana koncentracija ROS-a dovodi do
pojacane depolarizacije unutrasnje membrane mitohondrija, otvaranja
mitohondrijalnih propusnih pora (MPTP) i izlaska malih molekula pro-
apoptogenih faktora, citohrom c i AIF iz mitohondrija.

Zbog najvece potentnosti za dalja ispitivanja izabran je DE-EDCP i celijska

linija HL-60.38
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1.2.2 Derivati 1,3-propandiamina

Visi homolozi derivata 1,2-etandiamina predstavljeni su kao (S,5)-1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska kiselina i njeni metil-, etil-, n-
propil-, n-butil- i-butil-, n-pentil- i-pentil- estri. Imaju jedan ugljenikov atom vise
u mostu izmedu dve amino grupe (tabela 1.2), a sintetisala ih je istrazivacka
grupa Tibora ]. Sabo na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.>7980

Tabla 1.2: Derivati 1,3-propandiamina

H

i
N \/\/ N \\\\\\\
RO N OR

) )

Skraéeni naziv R

(5,5)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

PDCP H
cikloheksil)propanska kiselina
(5,5)-0,0-dimetil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-

DM-PDCP CHs
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-dietil-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

DE-PDCP CoHs
cikloheksil)propanoat
S,5)-0O,0-dipropil-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-
(55) prop prop ( DP-PDCP GCsHy
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-dibutil-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

DB-PDCP CsHo
cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-diizobutil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-

DIB-PDCP CsHo
(3-cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-dipentil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-

DPE-PDCP CsHio

cikloheksil)propanoat
(5,5)-0,0-diizopentil-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-

DIPE-PDCP CsHao
(3-cikloheksil)propanoat o
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Sinteza derivata 1,3-propandiamina prikazana je na shemi 1.3.

H///’//
g OH

- +

ICHN" )

R=Me, Et, n-propil, n-butil

(a) NaOH/H,0, 0°C;

(b) 1,3-dibrompropan refluks 24 h;
(c) NaOH/HCI/EtOH;

(d) ROH, SOCI, 1h, 0°C;

(e) refluks 24h;

(f) aceton, 4°C

Shema 1.3: Sinteza (S,S)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske

kiseline i njenih estara?

In vitro citotoksi¢na aktivnost jedinjenja PDCP, DM-PDCP, DE-PDCP, DP-
PDCP, DB-PDCP i DIB-PDCP ispitana je na pet tumorskih ¢elijskih linija: gliom
pacova (C6) i humani gliom (U251), misji fibrosarkom (L929), humani
neuroblastom (SHSY-5Y) i humana promijelocitna leukemija (HL-60).8° In vitro
citotoksi¢na aktivnost jedinjenja DIB-PDCP, DPE-PDCP, DIPE-PDCP ispitana je
na Sest tumorskih celijskih linija: karcinom grli¢a materice (HeLa), alveolarni
bazalni adenokarcinom (A549), karcinom dojke (MDA-MB-231), kolorektalni
adenokarcinom (LS-174), humana celijska linija fibroblasta iz plu¢a (MRC-5) i
humana celijska linija endotela (EA.hy 926).80
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Rezultati pokazuju da su ICsp vrednosti za ligande DM-PDCP, DE-PDCP, DP-
PDCP, DB-PDCP niZe u poredenju sa kiselinom (PDCP) na svim celijskim
linijjama, osim na celijskoj liniji humanog neuroblastoma (SH-SY5Y).80 Pored
navedenog, dobijeni rezultati pokazuju da DB-PDCP ima snaZnije citotoksi¢no
dejstvo u odnosu na cisplatinu na obe najosetljivije celijske linije glioma
(IC50=3,55-4,01), sto je bilo statisticki znacajno (p<0,05).279.80

Ispitivanje mehanizma citotoksi¢nog delovanja, odnosno utvrdivanje tipa
Celijske smrti, vrSeno je na najosetljivijoj celijskoj liniji - ¢elijama humanog glioma
(U251) i sa najefikasnijim ligandom DB-PDCP. ZapaZena je akumulacija U251
¢elija u Go/G1 fazi cCelijskog ciklusa, praena povecanjem broja celija sa
hipodiploidnim sadrzajem, odnosno fragmentisanom DNK.2 DB-PDCP indukuje
proizvodnju ROS u delijama glioma, nakon c¢ega sledi aktivacija kaspaza i

fragmentacija DNK.8
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1.3 RAZVOJ I VALIDACIJA BIOANALITICKE METODE

Bioanaliticka metoda predstavlja analiticku metodu, koja se koristi za
kvalitativnu i kvantitativnu analizu lekova i njihovih metabolita iz bioloskog
materijala (serum, plazma, krv, urin, saliva, homogenat jetre, mozga, bubrega).
Bioanaliticka metoda se koristi za pracenje leka i njegovih metabolita kod
zivotinja tokom pretklini¢kih ispitivanja, odnosno, u humanom bioloskom
materijalu tokom klini¢kih ispitivanja. Pretklinicka i klinicka ispitivanja
sprovode se sa ciljem ispitivanja toksikoloskih karakteristika leka i njegovih
metabolita i ispitivanja farmakokinetickog profila (farmakokinetickih i
farmakodinamskih karakteristika leka).

Bioanaliticke metode imaju primenu i prilikom ispitivanja bioloske
raspolozivosti lekova, bioloske ekvivalentnosti lekova (studije bioekvivalencije).
Studije bioekvivalencije se koriste za potvrdivanje sustinske sli¢nosti generickih
lekova sa odgovarajuc¢im referentnim (inovativnim lekovima).

Bioanaliticke metode, koje se naj¢esce primenjuju, su:
= klasi¢ne hromatografske tehnike udruzene sa masenom spektrometrijom:
v' gasna hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom (GC-MS),
v' te¢na hromatograija pod visokim pritiskom (HPLC) ili pod ultra visokim
pritiskom (UHPLC) spregnuta sa masenom spektrometrijom (LC-
MS/MS),
= tehnike vezivanja liganada (RIA, ELISA).

1.3.1 Ekstrakcija analita iz bioloskog matriksa
Ono 3to bioanaliticku metodu razlikuje od klasi¢ne analit¢ke metode jeste
priprema uzorka. Uzorak za bioanaliticku metodu se dobija ekstrakcijom iz
bioloskog matriksa. Metode ekstrakcije mogu biti:
a) Cvrsto-te¢na ekstrakcija (SPE) koja se zasniva na selektivnoj raspodeli
analiziranih supstanci izmedu ¢vrste i te¢ne faze. Cvrsta faza je adsorbens.

Tec¢na faza moze biti i emulzija, gas ili superkriti¢ni fluid.
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b) Tecno-tecna ekstrakcija (LLE) zasniva se na selektivnoj raspodeli

analiziranih supstanci izmedu dve te¢ne faze.

Precipitacija proteina je metoda ekstrakcije kojom se vrsi odvajanja proteina
iz bioloskog materijala dodatkom perhlorne kiseline, trihlorsiréetne kiseline
ili pet zapremina acetonitrila ili metanola.®

Cvrsto tecna ekstrakcija danas ima najSiru primenu, a za sprovodenje ovog

tipa ekstrakcije koriste se razlicite vrste adsorbenasa:

= Normalno fazna SPE upotrebljava se kada je analizirana supstanca polarna.

Adsorbens je polaran. Analizirana supstanca sa adsorbensom ostvaruje
vodonicne veze, dipol-dipol interakcije ili n-n interakcije.

Reverzno fazna SPE upotrebljava se kada je analizirana supstanca nepolarna
ili slabo polarna. Adsorbens je nepolaran, a izmedu analizirane supstance i

adsorbensa ostvaruju se Van der Waals-ove (particione, hidrofobne) inerakcije.

= Jonoizmenjivacka SPE moZe biti anjonska i katjonska. ZadrZavanje

analizirane supstance na adsorbensu ostvaruje se na osnovu elektrostatickog
privlacenja njihovih funkcionalnih grupa. Da bi do elektrostatickog
privlacenja doslo, funkcionalne grupe moraju biti u jonizovanom obliku $to
se postiZze odabirom i podeSavanjem pH vrednosti rastvora uzorka u odnosu
na pKa vrednosti analiziranih supstanci i adsorbensa.?”

Postupak SPE ¢ine slede¢i koraci:

Kondicioniranje (aktiviranje kolone) izvodi se propustanjem rastvaraca ili
smese rastvaraca kroz kolonu/kertridz.

Nano$enje uzorka, pri ¢emu dolazi do ostvarivanja interakcija izmedu
adsorbensa i analizirane supstance.

Ispiranje komponenti iz bioloskog matriksa sa adsorbensa, pri cemu
analiziranu supstancu treba zadrZzati na adsorbensu.

Eluiranje - spovodi se primenom rastvaraca koji imaju jaku eluacionu mo¢.
Rastvarac treba da raskine uspostavljene veze izmedu analizirane supstance

i adsorbensa. Brzina eluiranja moZe uticati na reproduktivnost.8.%
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1.3.2 Tec¢na hromatografija sa masenom detekcijom

Hromatografija je fizicko-hemijska metoda koja omogucava razdvajanje
izolovanje identifikaciju i odredivanje sastava smese, na osnovu procesa koji se
deSavaju na granici dve faze koje se ne mesaju. Jedna faza je stacionarna i moze
biti ¢vrsta ili te¢na, a druga je mobilna, tecna ili gasovita i ona prelazi preko
stacionarne faze.’!

Te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) je vrsta tecne
hromatografije koja se odvija na koloni. Mobilna faza prolazi kroz kolonu pod
visokim pritiskom, $to znatno ubrzava njen protok. U zavisnosti od polarnosti
faza razlikuju se dva hromatografska sistema: sistem reverznih faza i sistem
normalnih faza.9! Delovi HPLC sistema su: rezervoar mobilnih faza, mesac¢
mobilnih faza, degazer, pumpa, injektor, pretkolona, kolona, detektor, kolektor,
racunar.

Te¢na hromatografija pod ultra visokim pritiskom (UHPLC) je metoda koja
ima mnogo vecu efikasnost od klasicne HPLC. U UHPLC Kkoriste se stacionarne
faze ¢iji je dijametar cestica manji od 2 pm. Klasi¢ni HPLC sistemi koriste kolone
sa veli¢inom cestica 3,5-10 um (obi¢no 3,5 ili 5 pm). Smanjenje velicine ¢estica kod
UHPLC sistema znacajno poboljSava rezoluciju, skracuje trajanje analize i
povecava osetljivost detekcije. Pokazano je da je kod UHPLC sistema ¢ak 3 puta
bolja rezolucija u poredenju sa klasitnom HPLC. Jedini problem je sto se
smanjenjem veli¢ine ¢estica povecava otpor protoku mobilne faze kroz kolonu.
Zbog toga je potrebno primeniti mnogo visi pritisak (viSestruko visi pritisak u
odnosu na kolonu sa ¢esticama veli¢ine 5 um) da bi se obezbedio protok mobilne
taze. Injektor, predkolone, kolone, detektor i ostali delovi UHPLC sistema moraju
biti prilagodeni da podnesu visoke pritiske.?

Masena spektrometrija (MS) se koristi za kvalitativnu i kvantitativnu
analizu, kao i za strukturnu karakterizaciju supstanci. Rezultati dobijeni
masenom spektrometrijom mogu biti prikazani na viSe nac¢ina u zavisnosti Sta je

cilj analize.®
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Maseni spektrometar je aparat koji stvara snop jona ¢ija se raspodela vrsi
prema njihovom odnosu masa i naelektrisanja (m/z odnos). Na kraju se
obezbeduje izlazni signal koji je mera relativne koli¢ine svakog od prisutnih jona.
Primena masene spektrometrije podrazumeva da se molekuli moraju
adekvatnim postupkom prevesti u jone i to u gasovitom stanju, jer samo joni
mogu biti detektovani, dok se cestice koje nemaju naelektrisanje uklanjaju iz
sistema uz pomo¢ vakuum pumpe.

Joni se detektuju na osnovu m/z odnosa. Navedeni m/z odnos je
neimenovan broj i predstavlja odnos mase molekula koji se ispituje i njegovog
naelektrisanja. Poznavanje vrednosti m/z za odredeni molekul koristi se za
kvalitativnu analizu, a broj jona odnosno jacina signala, za kvantitativnu analizu.
U zavisnosti od hemijskih osobina analizirane supstance, u masenom analizatoru
mogu nastati pozitivni ili negativni joni. Prinos pozitivnih i negativnih jona moze
biti razli¢it u zavisnosti od primenjenih eksperimentalnih uslova. Tokom analize
se prate ili pozitivni ili negativni joni, odnosno, analiza se sprovodi u pozitivhom
ili u negativnom modu. Odabir moda vrsi se pre pocetka analize, na osnovu
podatka koji joni (pozitivni ili negativni) daju vecu osetljivost detektora.

MS je veoma osetljiva tehnika jer moZe detektovati analit u veoma malim
koli¢inama, reda veli¢ine 10-1? g i u veoma kompleksnim smeSama.®?

Postoji veliki broj masenih spektrometara. Razlikuju se po vrsti osnovnih
komponenata koje sadrze. Odabir komponenata zavisi od cilja analize koja se
sprovodi. Osnovne komponente svih MS-instrumenata su:

1) sistem za uvodenje uzorka,

2) izvor jonizacije,

3) maseni analizator,

4) detektor,

5) racunar.

1) Jedan od sistema za uvodenje uzorka je sistem direktnog ulivanja pomocu
kapilarne kolone. Ovakav nacin uvodenja uzorka je pogodan zato $to uzorak

direktno iz te¢nog hromatografa ulazi u maseni detektor.
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2)

Izvor jonizacije je deo uredaja koji jonizuje neutralne molekule analita i na taj
na¢in omogucava dalju analizu. Najc¢esce tehnike jonizacije su: jonizacija
udarom elektrona (EI), hemijska jonizacija (CI), elektro-sprej jonizacja (ESI),
hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskom (APCI), fotojonizacija pod
atmosferskim  pritiskom (APPI), laserska desorpcija i jonizacija
potpomognuta matriksom (MALDI), bombardovanje brzim atomima (FAB).%
ESI je zajedno sa MALDI metoda izbora za analizu biomolekula i
ksenobiotika u danasnje vreme.”? Pored toga, metoda ESI je posebno pogodna
za kombinovanje sa LC, jer molekulski joni nastaju u spreju rastvora mobilne
taze pod uticajem jakog elektri¢nog polja. Postoji modifikacija navedene
metode koja se oznac¢ava kao HESI i pri kojoj se, za razliku od ESI, jonizacija
odvija na poviSenoj temperaturi.

Maseni analizator (m/z analizator) je strukturno najbitniji deo MS uredaja. U
njemu se vrsi razdvajanje jona prema njihovom “ponaSanju” u elektri¢nom
i/ili magnetnom polju, a koje je zavisno od njihovog m/z odnosa. Na osnovu
razli¢itog ponasanja u prostoru ili vremenu, vrsi se razdvajanje jona kako bi
se izmerila njihova koli¢ina. Pri tumacenju rezultata m/z odnos se uzima kao
neimenovana veli¢ina. Vrednost m/z odnosa zavisi najvise od masenog broja
jedinjenja (m), pa je samim tim i razdvajanje zasnovano na molekulskoj masi.
Kvadrupol je maseni analizator koji ima prednost u kvantitativnoj LC-MS
analizi zbog visoke osetljivosti, ali ima slabiju primenu u kvalitativnoj analizi.
Redno povezani maseni analizatori ¢ine tandem MS/MS i predstavljaju
metodu koja pored toga Sto detektuje zadatu supstancu preko njenog m/z
odnosa ima mogucénost da uz pomo¢ kolizionog gasa (najceSc¢e argon ili
helijum) vrsi fragmentaciju supstance. Ovi novonastali fragmenti mogu da se
naknadno detektuju preko njihovih m/z odnosa.

Jedan od najcesce koris¢enih masenih analizatora u bioanalitickim metodama

je trostruki kvadrupol. Trostruki kvadrupol se sastoji od tri kvadrupola.
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U pojedinacnom kvadrupolu se uz pomo¢ oscilatornih elektri¢nih polja
selektivno stabilizuju ili destabilizuju putanje jona koji prolaze kroz
radiofrekventno polje. U trostrukom kvadrupolu, tri pojedina¢na kvadrupola
su redno povezana i svaki od njih ima razli¢itu funkciju: prvi (Q1) detektuje i
selektuje Zeljeni jon; drugi (Q2), koji se naziva jos i koliziona ¢elija koristi
kolizioni gas (argon ili helijum) da cepa selektovane jone na fragmente; treci
kvadrupol (Q3) analizira fragmentisane jone.??> Ovako se specifi¢nije odreduju
joni.

4) Detektor je poslednji element u masenom spektrometru. Ovaj deo uredaja
registruje jon selektovan u masenom analizatoru, koji pada na njegovu
povrsinu ili prode pored njega, i pretvara ga u izlazni elektri¢ni signal koji se
dalje obraduje u rac¢unaru.

5) Racunar od izlaznih signala stvara maseni spektar i omogucava njegovu
vizuelizaciju.

Pored ovih osnovnih delova, MS instrument sadrzi i turbomolekularnu
vakuum pumpu, koja obezbeduje neophodni visoki vakuum u sistemu.

Svi delovi LC-MS/MS uredaja povezani su sa ra¢unarom, preko koga se uz
pomocu odgovarajuéeg programa (software) kontroliSe rad ¢itavog sistema i svih

parametara (slika 1.8).

l2var
jonizacije

Sistem za
weodenje
uzoraka

Maseni
analiztor

Cetektor I Racunar ‘

SPE LC MS/IMS

Slika 1.8: Sema LC-MS/MS uredaja%95
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1.3.3 Validacija bioanaliticke metode
Validacija metode je vazan deo Dobre proizvodacke prakse (GMP) i Dobre
laboratorijske prakse (GLP) i prvi je nivo u procesu obezbedivanja kvaliteta.
Validacija analitickih metoda sprovodi se na osnovu smernica koje su na
snazi i koje su objavljene od strane vodecih regulatornih tela za oblast lekova:
= Medunarodno vece za harmonizaciju (ICH) - smernica za validaciju
analitickih procedura: Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology;
= Americka Agencija za hranu i lekove (FDA) - vodi¢ za validaciju
bioanaliti¢ckih metoda: Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation,
2001;%
= Evropska Agencija za lekove (EMA) - vodi¢ za validaciju bioanaliti¢ckih
metoda EMA: Guideline on bioanalytical method validation, 2011.%7
Validacija bioanaliticke metode obuhvata ispitivanja kojima se pokazuje da li
razvijena metoda daje pouzdane i reproduktivne rezultate.
Validacija bioanaliticke metode moZe biti:
a) Potpuna validacija (eng. Full validation),
b) Delimi¢na validacija (eng. Partial validation),
c) Ukrstena validacija (eng. Cross validation).
Potpuna validacija izvodi se u slede¢im slucajevima:
= razvoj nove bioanaliticke metode,
= ispitivanje novog leka sa ranije razvijenom metodom ili
= uvodenje prac¢enja novog metabolita.
Delimi¢na validacija izvodi se ukoliko se jave odredene promene u ranije
validiranoj bioanalitickoj metodi. Promene mogu biti:
transfer bioanaliticke metode (inter-laboboratorijski ili intra-laboratorijski),
promene u analitickoj proceduri (npr. izmena sistema za detekciju signala),
promena antikoagulansa koji se koristi za obradu bioloskog materijala,

=
=
=
= promena vrste bioloskog matriksa u okviru iste bioloske vrste,
= promena u postupku ekstrakcije,

=

promena koncentracionog opsega za kvantitativnu analizu analita,
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= promena uslova ¢uvanja uzoraka,

= promene u opremi i

= izmene u softveru.

Delimi¢na validacija moze podrazumevati ispitivanje samo jednog parametra
validacije, npr. tac¢nost ili preciznost, integritet pri razblaZenju ili ispitivanje
gotovo svih parametara validacije.

Ukrstena validacija predstavlja poredenje vrednosti validacionih parametara
dobijenih primenom razli¢itih bioanaliti¢ckih metoda u sklopu jedne laboratorije
ili primenom iste bioanaliticke metode u razli¢itim laboratorijama. Ukrstena
validacija se sprovodi na nacin da se isti set rastvora kontrolnih uzoraka (QC) i
ispitivanih uzoraka analizira primenom obe metode. Razlike u rezultatima
kvantitativne analize, dobijenim primenom posmatranih metoda ne smeju biti
vece od 15 % za QC, odnosno, vece od 20 % za ispitivane uzorke.

QC uzorci za validaciju metode pripremaju se na nac¢in da se prazan bioloski
materijal (eng. blank sample) optereti ili spajkuje (eng. spike sample) referentnim
standardom. Referentni standardi moraju biti sertifikovani, komercijalni ili
supstance sintetisane u hemijskoj laboratoriji odgovarajuceg stepena cistoce
(dobijena struktura treba da bude potvrdena najmanje elementalnom analizom).
Vrsta bioloSkog matriksa koja se koristi za validaciju metode treba biti identi¢na
onoj u kojoj ¢e se nalaziti ispitivano jedinjenje tokom pretklinickih i klini¢kih
ispitivanja.

Validacioni parametri koji se odreduju u postupku validacije bioanaliticke
metode su:
a) linearnost - kalibraciona kriva (eng. Calibration curve or Calibration range),
b) tacnost (eng. Accuracy),
c) limiti kvantifikacije: donji limit kvantifikacije (eng. Lower limit of quantification
- LLOQ) i gornji limit kvantifikacije (eng. Upper limit of quantification - ULOQ),
d) preciznost (eng. Precision),
e) selektivnost (eng. Selectivity),

f) stabilnost (eng. Stability),
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g) Recovery (eng. Recovery ili Extraction efficiency) (prema FDA smernicama),
h) zaostajanje analita (eng. Carry-over) (prema EMA smernicama),
i) uticaj matriksa (eng. Matrix effect),
j) integritet prirazblaZenju (eng. Dilution integrity) i
k) robustnost metode (eng. Ruggedness) (prema EMA smernicama).
a) Linearnost: Linearnost metode ili kalibraciona kriva, predstavlja opseg
koncentracija za koje je moguce dobiti proporcionalni odnos izmedu povrsine
pika i deklarisane koncentracije analita. Kalibraciona kriva se konstruise
metodom najmanjih kvadrata i data je jednac¢inom y=ax+b, gde ,y” oznacava
povrsinu ispod pika za datu koncentraciju ,x“; ,a” oznacava nagib prave, dok je
odsecak na ordinati oznacen sa , b”. Nagib prave definiSe osetljivost metode. Za
procenu linearnosti vazno je znati vrednost odsecka na ordinati i vrednosti
koeficijenta korelacije r, koji predstavlja stepen rasipanja tacaka oko idealne
prave. Za analiticku metodu, r treba da ima vrednost 20,99, dok vazec¢e smernice
za validaciju bioanaliticke metode ne definiu vrednost za r.
Za formiranje kalibracione krive koriste se kalibracioni rastvori. Kalibracioni
rastvori u validaciji bioanaliticke metode pripremaju se tako $to se prazan
bioloski matriks optereti (spajkuje) rastvorom referentnog standarda poznate
koncentracije.
Kalibraciona kriva treba da sadrZi sledece tacke:
= prazan uzorak (bioloski matriks koji je prosao postupak ekstrakcije),
= nulti uzorak (bioloski matriks spajkovan radnim rastvorom internog
standarda (IS)),
= 6-8 (prema FDA) odnosno najmanje 6 (prema EMA) razli¢itih kalibracionih
rastvora (bioloski matriks spajkovan rastvorima referentnog standarda
poznate rastuce koncentracije).
NajniZza tacka na kalibracionoj krivi je donji limit kvantifikacije (LLOQ), a
najvista tacka je gornji limit kvantifikacije (ULOQ).
Ocekivana koncentracija ispitivane supstance u bioloSkom uzorku mora biti

unutar koncentracionog opsega kalibracione krive.
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b) Tacnost metode: tacnost metode predstavlja meru usaglasenosti

kvantitativnih rezultata dobijenih primenom predlozene bioanaliti¢cke metode, u

odnosu na deklarisane koncentracije. Tacnost metode ukazuje na ispravnost

merenja. Odreduje se za 4 odabrane koncentracije. Uzorci koji se koriste za

odredivanje ta¢nosti pripremaju se na nac¢in da se prazan bioloski matriks

optereti (spajkuje) odabranim rastvorom referentnog standarda sledecih

koncentracija:

= koncentracija koja odgovara LLOQ vrednosti;

= koncentracija 3xLLOQ vrednost;

= koncentracija koja odgovara sredisnjoj tacki na kalibracionoj krivoj;

= koncentracija 75 % od ULOQ.

Prema EMA smernici, tacnost se odreduje na dva nivoa:

= ta¢nost u okviru jednog run-a - analizira se najmanje 5 uzoraka za svaku od
4 koncentracije; srednja vrednost dobijenih rezultata, za svaku koncentraciju,
sme da odstupa najviSe +15 % od deklarisane koncentracije QC uzorka,
odnosno +20 % za uzorak ¢ija je koncentracija na nivou LLOQ.

= tacnost izmedu run-ova odreduje se za najmanje 3 run-a pokrenuta tokom
najmanje dva razli¢ita dana. Srednja vrednost dobijenih rezultata za
odredenu koncentraciju sme da odstupa najvise +15 % od deklarisane
koncentracije QC uzorka, odnosno #20 % za kontrolni uzorak cija je
koncentracija na nivou LLOQ.

Tac¢nost metode izrazava se kao procenat (%) odstupanja srednje vrednosti

izmerenih koncentracija od deklarisane koncentracije.

¢) Donji limit kvantifikacije (LLOQ) je najmanja koncentracija analita u uzorku,

koju je moguce odrediti sa ta¢nos¢u od +20 % i sa preciznos¢u od 20 % u odnosu

na deklarisanu koncentraciju.

d) Preciznost metode predstavlja stepen rasipanja pojedinacnih rezultata

dobijenih iz vise puta ponovljene kvantitativne analize istog uzorka i pod istim

uslovima. IzraZava se jednim od statistickih parametara: standardna devijacija

(SD) i relativna standardna devijacija (RSD), koeficijent varijacije (KV).
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Preciznost se, kao i tacnost, odreduje za 4 odabrane koncentracije. Preciznost se
odreduje na dva nivoa:
= preciznost u okviru jednog run-a - analizira se najmanje 5 uzoraka za svaku
od 4 koncentracije; predstavlja ponovljeno analiziranje uzoraka u jednoj
laboratoriji, od strane istog analiticara, na istoj aparaturi i sa istim setom
reagenasa. Srednja vrednost dobijenih rezultata kvantitativne analize za
svaku od koncentracija sme da odstupa najvise 15 % od deklarisane
koncentracije QC wuzorka, odnosno 20 % za kontrolni uzorak C¢ija je
koncentracija na nivou LLOQ.
= preciznost izmedu run-ova (between run precision) - njome se odreduje
preciznost kroz vreme i ukljucuje viSe analiticara instrumenata, reagenasa i
laboratorija. Procena preciznosti provodi se na najmanje 3 run-a pokrenuta
tokom najmanje dva razli¢ita dana. Srednja vrednost dobijenih rezultata
kvantitativne analize za svaku od koncentracija sme da odstupa najvise 15 %
od deklarisane koncentracije QC uzorka, odnosno 20 % za kontrolni uzorak
¢ija je koncentracija na nivou LLOQ.
d) Selektivnost: selektivnost je mogucénost tacnog merenja analizirane supstance
u prisustvu svih drugih supstanci koje se mogu naci u analiziranom uzorku
(komponente matriksa, metaboliti, degradacioni proizvodi, drugi lekovi kod
politerapije). Selektivnost se ispituje sa najmanje 6 neopterecenih bioloskih
uzoraka (blank sample), koji su dobijeni iz 6 razli¢itih izvora (npr. plazma od 6
razli¢itih pacova). Selektivnost se procenjuje u odnosu na donji limit
kvantifikacije. Ukoliko je odgovor (intezitet signala) na retencionom vremenu
analita manji od 20 % LLOQ i ukoliko je odgovor (intezitet signala) na
retencionom vremenu IS manji od 5 % LLOQ, moze se konstatovati odsustvo

interferirajucih supstanci.
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f) Stabilnost: stabilnost se ispituje kako bi se pokazalo i potvrdilo da prilikom
pripreme uzoraka i ¢uvanja istih pod propisanim uslovima ne dolazi do promene
koncentracije analita u uzorku. Stabilnost leka u bioloSkom materijalu zavisi od
hemijskih osobina leka, uslova ¢uvanja, prirode i sastava bioloSkog materijala u
kome se lek nalazi i odreduje, kao i kontejnera/pakovnog materijala u kome se
bioloski materijal sa lekom cuva. Podaci o stabilnosti analita odredeni za
konkretan bioloski materijal i pakovni materijal ne mogu se ekstrapolirati na
drugi bioloski matriks i pakovni materijal. Uslovi u kojima se ispituje stabilnost
biraju se u skladu sa onima koji se ocekuju pri rukovanju i analizi tokom
pretklinic¢kih i klinickih ispitivanja ili tokom rutinskog rada sa pacijentima u
praksi. Za procenu stabilnosti analita u bioloSkom matriksu, koristi se niska i
visoka koncentracija QC uzorka, koji se analiziraju odmah nakon pripreme i
nakon skladiStenja, odnosno tretiranja pod unapred utvrdenim i odredenim
uslovima.
FDA smernice preporucuju ispitivanje sledeé¢ih nivoa stabilnosti:
= stabilnost pri ponovljenom zamrzavanju i topljenju,
= kratkotrajna temperaturna stabilnost,
= dugotrajna temperaturna stabilnost,
= stabilnost osnovnih rastvora,
= stabilnost uzorka.
EMA smernice preporucuju ispitivanje sledec¢ih nivoa stabilnosti:
= stabilnost osnovnih rastvora, radnih rastvora analita i radnog rastvora
internog standarda,
= stabilnost analita u rastvorima pri ponovljenom zamrzavanju i topljenju,
= kratkotrajna temperaturna stabilnost,
= dugotrajna temperaturna stabilnost,
= stabilnost uzorka na sobnoj temperaturi ili na temperaturi na kojoj se ¢uva
tokom studije,

= stabilnost uzorka na temperaturi u injektoru i u autosampler-u.
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g) Recovery: predstavlja sadrzaj analita, koja se prilikom pripreme uzorka
ekstrahuje iz bioloskog matriksa. Izrazava se u procentima (%) u odnosu na
deklarisani sadrZaj. Vrednost za Recovery se izvodi poredenjem rezultata
dobijenih kvantitativnom analizom bioloskih uzoraka koji su spajkovani
rastvorima analita u 3 koncentracije (niska, srednja, visoka) sa rezultatima
dobijenim kvantitativnom analizom rastvora koji se koriste za spajkovanje i koji
predstavljaju 100 % Recovery. Kada je analit u bioloSkom matriksu tesko je postici
vrednost Recovery-a od 100 %. Cilj je posti¢i da Recovery vrednosti i analita i
internog standarda budu stalne, precizne i reproducibilne.”® Granice
prihvatljivosti za vrednost Recovery-a zavise od koncentracije ispitivane
supstance.””

h) Zaostajanje analita (carry-over) je uticaj koji mogu da ostvare eventualno
prisutne supstance u ispitivanom uzorku (npr. reagensi koji su koris¢eni za
pripremu uzorka, rastvaracdi, rastvori za pranje uzoraka) na rezultate
kvantitativne analize. Carry-over treba da se ispita i minimizira tokom razvoja
metode. Tokom validacije, carry-over se ispituje injektovanjem praznih uzoraka
nakon uzorka visoke koncentracije ili kalibracionog standarda ¢ija koncentracija
je jednaka ULOQ. Carry-over u praznim uzorcima ne bi trebalo da bude veéi od
20 % ULOQ za analiti5 % ULOQ za interni standard. Ako se carry-over ne moze
izbeci, onda se problem prevazilazi na nacin da se pre analize narednog uzorka
injektuje prazan bioloski uzorak, posebno nakon uzorka visoke koncentracije
analita.

i) Uticaj matriksa je efekat bioloskog matriksa na rezultate ispitivanja. FDA
smernice samo napominju da je kod LC-MS i LC-MS/MS metode potrebno
preduzeti odredene korake kojima se obezbeduje odsustvo uticaja matriksa na
vrednosti validacionih parametara (tac¢nost, preciznost, selektivnost) i rezultate
kvantitativne analize primenom iste, narocito ukoliko se menja matriks nakon
validacije. FDA smernice ne definiSu nac¢in na koji se uticaj matriksa ispituje.
Smernice EMA defini$u postupak ispitivanja uticaja matriksa: skuplja se matriks

od 6 razli¢itih izvora.
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Za svaki analit i interni standard racuna se faktor matriksa (MF) koji predstavlja
odnos povrsine pikova dobijenih analizom matriksa koji je podrvgnut postupku
ekstrakcije pa tek onda opterecen analitom u niskoj i visokoj koncentraciji i
matriksa koji je bez prethodne obrade opterecen istim koncentracijama. MF
normalizovan internim standardom se rac¢una kao odnos MF analita i MF
internog standarda. Koeficijent varijacije faktora matriksa normalizovanog
internim standardom ne sme biti veéi od 15 % od deklarisane koncentracije.
Ukoliko je predvideno da se pretklinicka i klinicka ispitivanja sprovode sa
uzoracima dobijenim od specificnih populacija (pacijenti sa oStecenim
funkcijama jetre, bubrega ..) potrebno je sakupiti bioloski materijal samo od
takvih pacijenata i ispitati MF. Dozvoljeno je koris¢enje manje od 6 uzoraka samo
u slucaju kada je teSko dobiti bioloski matriks. Neki ekscipijensi u formulaciji
mogu dovesti do efekta matriksa (polisorbat, polietilen glikol) i tada se uporedo
ispituje uticaj samog matriksa i matriksa koji sadrzi jedan ili viSe ovih
ekscipijenasa.

j) Integritet pri razblaZenju: razblaZivanje uzoraka ne sme da utice na tacnost i
preciznost. Integritet pri razblaZzenju ispituje se optere¢ivanjem bioloskog
matriksa analitom u koncentraciji koja je iznad ULOQ i dodavanjem matriksa
(razblaZivanje matriksom) do odredenog dilucionog faktora. Razblazivanje se
vrs$i u skladu sa razblazivanjem koje se primenjuje u radu sa uzorcima dobijenim
od pacijenata. Analizira se po 5 uzoraka za svaki dilucioni faktor. Dozvoljeno
odstupanje je do 15 % od deklarisane koncentracije.

k) Robusnost metode: Robusnost metode je mera sposobnosti metode da se
odupre malim i namernim promenama u definisanim optimalnim uslovima (npr.
promene pH, sastava mobilne faze, temperature kolone i sl.), a ujedno je i mera
pouzdanosti metode tokom rutinske primene. Robusnost nije obavezan
parametar. Ispitivanje robusnosti je znacajno u fazi razvoja metode ili
predvalidacionoj fazi, kako bi se unapred predvideli potencijalni problemi tokom
validacije metode. Cesto se robusnost metode ispituje primenom

eksperimentalnog dizajna (Ph.Eur.9).
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Ispitivanje robusnosti metode ima znacaja ukoliko se o¢ekuje ili planira transfer
metode nakon validacije, odnosno primena metode u drugoj ili u drugim
laboratorijama.100-102
1) Ponovljivost metode pokazuje stalnost razultata kvantitativne analize
dobijenih primenom iste metode u dve laboratorije (kolaborativne studije se
najces¢e primenjuje za standardizaciju metode).190102 [ FDA i EMA iskazuju
potrebu da se ispita ponovljivost metode izvodenjem inter-laboratorijskog
transfera, ali ni jedna od navedenih smernica ne propisuje nac¢in sprovodenja i
ispitivanja ovog parametra. Ponovljivost metode se ispituje kada se bioanaliticka
metoda prenosi iz laboratorije u kojoj je razvijena i validirana (inicijalna ili
originalna laboratorija, eng. sender laboratory) u laboratoriju u kojoj ¢e se ponoviti,
odnosno, reprodukovati - prijemna laboratorija (eng. receiver laboratory or
recipient).19 Postoji nekoliko pristupa kojima se opisuje ocena ponovljivosti
metode.104113 U literaturi nije usaglaseno da li je potrebno uraditi potpunu
validaciju metode u receiving laboratoriji ili je mogucée ponovljivost pokazati i
ispitivanjem manjeg broja parametara.l’* Uspesan transfer ne zavisi samo od
nauc¢nih sposobnosti i kapaciteta obe laboratorije ve¢ i od komunikacijskih
vestina medu istima.l15

Passing and Bablok regresiona analiza je statisticka procedura, koja
omogucava kvalitethu procenu odnosa rezultata dobijenih primenom iste
analiticke metode u 2 razlicite laboratorije. Rezultati analize predstavljaju se kroz
dijagram, regresionu krivu i regresionu jednac¢inu u kojoj odsecak pokazuje
konstantnu, a nagib proporcionalnu gresku u merenju. Interval poverljivosti (CI)
od 95% za odsecak i za nagib objasnjavaju da li se njihove vrednosti razlikuju od
0 (za odsecak) i od 1 (za nagib) sluc¢ajno, dozvoljavajuci zaklju¢ak o ponovljivosti
(transferabilnosti) metode.!1® Ponovljivost i transferabilnost metode, ocenjuje se
na osnovu vrednosti navedenih statistickih parametara (nagib i odsecak sa
intervalom poverljivosti) i na osnovu dobijenih vrednosti ispitanih validacionih
parametara (selektivnost, linearnost, limit kvantifikacije, recovery, tac¢nost,

preciznost i uticaj matriksa).
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1.4 IN VITRO METODE ZA BIOFARMACEUTSKU
KARAKTERIZACIJU JEDINJENJA

Ono sto prethodi planiranim pretklinickim i klinickim ispitivanjima
farmaceutskih supstanci je njihova in vitro biofarmaceutska karakterizacija.
Procesi difuzije kroz bioloske membrane determinisani su fizi¢ko-hemijskim
osobinama farmaceutskih supstanci: rastvorljivost, molekulska masa, particioni
i difuzioni koeficijenti.!’” Na osnovu rezultata biofarmaceutske karakterizacije
moguce je predvideti biolosku raspolozivost ispitivanih jedinjenja:

Bioloska aktivnost = f (Fizicko-hemijske osobine).

1.4.1 Rastvorljivost

Rastvorljivost farmaceutske supstance u vodi jedna je od klju¢nih fizi¢ko-
hemijskih karakteristika koja se ispituje u ranoj fazi razvoja leka. Od
rastvorljivosti zavisi i bududi put primene leka, kao i farmakokineticki parametri
leka (apsorpcija, distribucija i eliminacija).!18

Broj potencijalnih vodoni¢nih veza i broj funkcionalnih grupa koje mogu
jonizovati u velikoj meri odreduju koliki ¢e stepen rastvorljivosti u vodi pokazati
odredena supstanca.!18

Broj potencijalnih vodoni¢nih veza - Funkcionalne grupe koje imaju
mogucnost ostvarivanja vodoni¢nih veza povecavaju hidrofilnost molekule. U
tabeli 1.3. date su najcesce funkcionalne grupe u organskim molekulama i njihov
potencijal za gradenje vodoni¢nih vezall8. Vodoni¢ne veze su znacajne i u reakciji
leka i receptora.

Pored vodoni¢nih veza, za rastvorljivost supstance u vodi od znacaja je
prisustvo polarnih funkcionalnih grupa, koje mogu da jonizuju pri razli¢itim pH
vrednostima. Prisustvo polarnih funkcionalnih grupa u jednoj molekuli upucuje
na bolju rastvorljivost u vodi. Medutim, ukoliko polarne grupe jonizuju pri istom
pH i ostvaruju intramolekulsku interakciju tada ne povecavaju, ve¢ smanjuju
rastvorljivost supstance u vodi. Primer za ovu pojavu su aminokiseline i njihova

cviter-jonska struktura pri pH 7,4.118
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Tabela 1.3: Najcesce funkcionalne grupe u organskim molekulama i njihov

potencijal za gradenje vodoni¢nih vezall8

Funkcionalna grupa Broj potencijalnih vodoni¢nih veza
R-OH 3
0
PN :
R R
R-NHz 3
R——NH
| 2
R
R——N—FR"
| 1
R

O
)J\ 2
R
R O/

Lemke je razvio empirijski pristup za predvidanje rastvorljivosti supstance u

vodi zasnovan na potencijalnoj rastvorljivosti nekoliko ugljenikovih
funkcionalnih grupa. Prema ovoj teoriji, ukoliko je broj potencijalnih vodoni¢nih
veza u jednoj veéi od broja ugljenikovih atoma u njoj moze se zakljuciti da je
supstanca rastvorljiva u vodi.18119

Rastvorljivost se izrazava kao LogS, gde S oznacava koncentraciju ispitivane
supstance u njenom zasi¢enom rastvoru pri definisanim uslovima izrazenu u
jedinicama mol/1.

Rastvorljivost supstance u vodi odreduje se pri razli¢itim vrednostima pH,
pri razli¢itim temperaturama (naj¢esSce se ispituje rastvorljivost na sobnoj
temperaturi) i u razli¢itim vremenskim tackama (period rastvaranja najcesce traje
24-48 sati).1?0 Prema podacima iz poglavlja ,, General Notice” vazece 9. Evropske
Farmakopeje (Ph.Eur) i poglavlja ,,Opsti podaci” V Jugoslovenske Farmakopeje
(Ph.Jug), rastvorljivost supstanci se na temperaturi 15-25 °C klasifikuje na nacin

dat u tabeli 1.4.
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Tabela 1.4: Klasifikacija stepena rastvorljivosti prema Ph.Jug.V.

Opisni termin Priblizna zapremina rastvaraca izrazena u ml

po 1 g rastvorene supstance

Vrlo lako rastvoran ~ Manje od 1

Lako rastvoran 1 - 10
Rastvoran 10 - 30
Umereno rastvorljiv 30 - 100
Tesko rastvorljiv 100 - 1000
Vrlo tesko rastvorljiv 1000 - 10000

Gotovo nerastvorljiv. ~ Vise od 10000

Prema podacima World Drug Index-a, 62,5 % lekova koji su u primeni su
jonizovane supstance i njihova rastvorljivost zavisi od pH vrednosti

rastvaraca.l?!

14.2 Lipofilnost

Za supstance koje su kandidati za novi lek, vrlo je vazno tokom rane faze
razvoja odrediti vrednosti parametara lipofilnosti. Na osnovu istih moguce je
predvideti bioraspoloZivost ispitivane supstance (apsorpciju, distribuciju,
metabolizam, eliminaciju i toksi¢nost - ADMET). Transport supstanci kroz
¢elijske membrane odvija se pasivhom difuzijom ili aktivnim transportom.

Lipofilnost supstance izrazava se kao n-oktanol/voda particioni koeficijent
(LogP) ukoliko su u pitanju nenaelektrisane (neutralne) molekule, odnosno, kao
distribucioni koeficijent (LogD) ukoliko su u pitanju naelektrisane (jonizovane)
molekule.’?> LogP predstavlja najSire koris¢en deskriptor hidrofobnosti,
lipofilnosti i odnosa strukture i dejstva (QSAR) farmakoloski aktivnih

supstanci.123-127
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Shake-flask metoda predstavlja klasi¢nu proceduru za direktno odredivanje
LogP i LogD. Tokom izvodenja metode, nakon uspostavljene ravnoteze,
odreduje se koncentracija ispitivane supstance u organskoj fazi (n-oktanol) i u
vodenoj fazi (pufer ili voda). Na osnovu izmerenih koncentracija izra¢unava se
LogD prema jednacini (1)!28:

logD = log (Coktanol/ Cvoda) (1)
Coktanol j& koncentracija ispitivane supstance u n-oktanolu; cvoda je koncentracija
ispitivane supstance u vodenoj fazi.

Za odredivanje lipofilnosti farmaceutskih supstanci razvijene su nove in vitro
metode:129-131 imobilisane hromatografske tehnike,129.132,133 vestacke
membrane,12134 i]i raspodela lipozom-voda.1291%

Brojne hromatografske tehnike, kao $to su hromatografija na tankom sloju
(TLC), HPLC ili UHPLC prepoznate su kao pouzdane metode za odredivanje
lipofilnosti neutralnih, kiselih, baznih i amfoternih farmaceutskih supstanci.

Primenom reverzno-fazne HPLC ili UHPLC metode izra¢unavaju se
hromatografski parametri, koji predstavljaju meru lipofilnosti ispitivanog
jedinjenja: retencioni faktor k (logk), hromatografski indeks hidrofobnosti (CHI)
i indeks @o. Navedeni parametri odreduju se primenom odabrane
hromatografske tehnike pri izokratskom ili gradijentnom eluiranju ispitivanih
supstanci.

Logk se izratunava iz retencionog vremena ispitivane supstance (fr) i
retencionog vremena mobilne faze (dead time - ty) prema jednacini (2):

k = (tr-to)/ to 2)

Da bi se dobila vrednost logk potrebno je primeniti izokratsko eluiranje.
Koriste se mobilne faze sa razli¢itim sadrZzajem organskog rastvaraca.
Procentualni sadrzaj organskog rastvaraca u mobilnoj fazi oznacava se sa ¢.
Ekstrapolacijom linearne krive, koja predstavlja zavisnost Logk = f (¢) dobija se
vrednost za logkw, odnosno vrednost retencionog faktora kada je sadrzaj

organskog rastvaraca u mobilnoj fazi jednako 0 (slika 1.9).
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Indeks @oje zapreminski udeo organskog rastvaraca u mobilnoj fazi (iskazan
u %) kojim se postize retenciono vreme ispitivanog jedinjenja dvostruko vece od
retencionog vremena mobilne faze (dead time - to), pri ¢emu je logk = 0. Jedinjenja
sa izraZenijim hidrofobnim (lipofilnim) karakteristikama zahtevaju visi procenat
organskog rastvaraca u sastavu mobilne faze, kako bi se postigao logk = 0 u
relativno kratkom vremenu. MozZe se uspostaviti linearna zavisnost izmedu
indeksa ¢oi lipofilnosti ispitivanog jedinjenja: veca lipofilnost - viSa vrednost za
@o. Vrednost @oizracunava se od odsecka (logkw) i nagiba (S) linearne krive, koja
predstavlja zavisnost logk i ¢ primenom jednacine (3)'3¢:

go=-logkw/S  (3)

1Eogk Logk =f (p)
LB Logk =Se¢ + logkw
08 g nagib (eng. slope) = S
06 \{ odsecak (eng. intercept) = logk,,
0.4
0.2
0

1 2 3 QP 4 5 6

Slika 1.9: Zavisnost Logk i ¢

Za razliku od ¢o ¢ija se vrednost dobija iz serije merenja u izokratskim
uslovima, vrednost parametra CHI izracunava se iz retencionog vremena u
gradijentnim uslovima prema jednacini (4)13¢:

CHI=Aeir+B 4)

Primena hromatografskih parametara, a posebno logkw, za odredivanje
lipofilnosti farmaceutskih supstanci postala je ¢esta. Za veliki broj jedinjenja koja
nisu strukturno povezana uspostavljena je znacajna korelacija izmedu indeksa ¢o
i LogP dobijenog tradicionalnom shake-flask metodom, Sto je prikazano
jedna¢inom (5)137:

@0 (metanol) = 13 IOgP+42 (5)
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Za proveru vrednosti parametara lipofilnosti dobijenih primenom novih in
vitro metoda koristi se shake-flaisk metoda zbog jasnog odnosa particionog
fenomena koji pruza.

Matematicki modeli, koji predstavljaju korelaciju parametara lipofilnosti
dobijenih primenom shake-flask metode i primenom hromatografskih parametara
se validiraju. Ukoliko trening set supstanci nije veliki, najées¢e primenjivana
validaciona tehnika je leave-one-out (LOO). Ova validaciona tehnika se koristi za
ocenu robustnosti razvijenog matematickog modela (stabilnost parametara
modela) i njegove prediktivne modi. Leave-one-out metoda ili metoda ukrstene
validacije je metoda u kojoj se svako jedinjenje trening seta eliminiSe po jednom,
a od preostalih jedinjenja se formira model. Vrednost zavisne varijable
eliminisanog jedinjenja predvida se razvijenim matematickim modelom, koji je
predmet validacije. Procedura se ponavlja dok sva jedinjenja iz trening seta ne
budu eliminisana po jednom i vrednosti njihovih zavisnih varijabli predvidene
predmetnim modelom.138139 Validacioni parametri koji se izracunavaju i na
osnovu kojih se izvodi ocena robustnosti i kapaciteta prediktivnosti su: PRESS
(Parameters predictive error sum of squares) i cross-validated Q% Na osnovu vrednosti
parametra Q2 ocenjuje se kolika je mo¢ predvidanja razvijenog matematickog

modela za posmatranu grupu jedinjenja: Q2 < 1.140

14.3 Membranska permeabilnost

Permeabilnost farmaceutske supstance kroz bioloske membrane vazna je
osobina na osnovu koje se predvida njena bioraspolozivost. Za predvidanje
permeabilnosti koristi se metoda oznacena kao paralelni test permeabilnosti na
vestackim membranama (PAMPA). PAMPA-tehniku su prvi put uveli Kansy i
saradnici, a koristi se za brzu procenu permeacije lekova, koja se uglavnom
odvija pasivhom difuzijom i transcelularnim transportom.!41-144 Metoda ima
veliku primenu u postupku ocene kandidata za bududi lek.
Rezultati dobijeni njenom primenom pouzdano se koriste za predvidanje in vivo

transmembranske, energetski nezavisne, pasivne difuzije ispitivanog jedinjenja.
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PAMPA test se izvodi na mikrofilterskoj plo¢i, koja se sastoji od 96 odeljaka
i sadrzi dva prostora (donorski i akceptorski) koji su razdvojeni vestackom
membranom. U donorski odeljak se stavlja rastvor ispitivane supstance u puferu
(donorski rastvor) koji moZe, a i ne mora, da uklju¢i mesanje. Akceptorski odeljak
sadrzi samo rastvarac (akceptorski rastvor). Spajanjem donorskog i akceptorskog
odeljka formira se “sendvi¢” u kome se tokom perioda inkubacije odvija difuzija
ispitivane supstance kroz vestacku membranu iz donorskog u akceptorski
odeljak, odnosno, u pravcu gradijenta koncentracije (slika 1.10). Gradijent
koncentracije moZe biti u pravcu gravitacione sile, ali i ne mora. Nakon perioda
inkubacije, donorski i akceptorski odeljci se razdvajaju i odreduje se
koncentracija ispitivanog jedinjenja u svakom od njih, kao i koncentracija

ispitivanog jedinjenja u polaznom rastvoru.

PAMPA-BBB LC-MS

I Crude extract

Al 1 Aa

BEB+ extract

BEEB+ compounds

o |
Slika 1.10: PAMPA metodal4>

Membranska permeabilnost kroz vestacku membranu moze se izraziti kroz
procenat transportovanog jedinjenja sa jedne strane membrane na drugu %7 Sto
je dato jednacinom (6)™! ili kao koeficijent permeabilnosti Papp Sto je dato
jednacinom (7)41:

%T =100 (Ar* Vr) / (ADp@0)* VD) (6)
Ap@) i Ar su povrsine pikova ispitivanog jedinjenja dobijene analizom iz
pocetnog rastvora i akceptorskog rastvora nakon perioda inkubacije; analiza se
vr$i primenom HPLC/UV-VISili UHPLC-MS/MS metode; Vp i Vr su zapremine

donorskog i akceptorskog rastvora.
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Vrednosti Papp izracunava se iz jednacine (7):

Papp = (Vp* VR)/((VD+VR)*set)eIn [(100* Vp)/ (100 Vp - %Te* (VD +VR)] (7)

s je povrsina veStacke membrane; t je vreme inkubacije.

Generalno, farmaceutske supstance koje imaju Papp<10¢10¢ cm/s
klasifikovane su kao jedinjenja koja imaju nisku permeabilnost, dok su
farmaceutske supstance koje imaju Papp > 20010-° cm/s svrstane u one koje imaju
visoku permeabilnost.146 Permeabilnost u rasponu 3-20210-¢ cm/s 77147148 ykazuje
da supstanca moze biti kandidat za prolazak kroz krvno-moZdanu barijeru.

Brzina prolaska supstance kroz vestacku membranu izrazava se kroz
parametar J-flux i izracunava se iz jednacine (8)41:

J=Papp*s®(Cp-Cr) (®)

gde je Cp koncentracija ispitivane supstance u donorskom rastvoru, a Cr
koncentracija u akceptorskom rastvoru.

Pored nabrojanih parametara membranske permeabilnosti, primenom
PAMPA metode moZe se odrediti i zadrZavanje ispitivanog jedinjenja u
membrani (R)'1714% kao i koeficijent efektivne permeabilnosti Pe na osnovu

jednacina (9) i (10):150

R =1 - Cpw/Cp)- Va/Vbp*Cag/Cp() 9)
2,303+ Vp Va Vat Vo | Cag
Pe= - log| 1- (10)
As(t-tac) | Va+ Vp Vbe(1-R) | Cp)

Va - zapremina akceptorskog rastvora (ml)

Vb - zapremina donorskog rastvora (ml)

A - filtraciona povrsina (cm?)

t - vreme inkubacije (s)

tLac - vreme uspostavljanja ravnoteznog stanja (20 minuta) (s)15!

Cpg) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskom rastvoru nakon vremena

t (uM)
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Ca@m - koncentracija ispitivanog jedinjenja u akceptorskom rastvoru nakon
vremena t (uM)
Cpb() - inicijalna koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskom rastvoru pre

pocetka inkubacije (LM)

Vestacka membrana simulira biolosku membranu (kozu, krvno-mozdanu
barijeru ili membranu gastrointestinalnog trakta). Vestacke membrane za
predvidanje prolaska leka kroz krvno-moZdanu barijeru sadrze lipidni ekstrakt
celih mozgova svinja (polarne moZdane lipide).695 Vestacke membrane
impregnirane rastvorom fosfolipida ili heksadekana omogucavaju da se
provodenjem PAMPA testa dobiju podaci, kojima se uspostavlja znacajna
korelacija sa gastrointestinalnom apsorpcijom jedinjenja u humanom
organizmu. 117,152

U cilju povecanja korelacije in vitro i in vivo rezultata rade se modifikacije u
lipidnom sastavu vestackih membrana, kao i modifikacije pH vrednosti.

Podaci dobijeni u dosadasnjim ispitivanjima primenom PAMPA metode
ukazuju na dobru korelaciju sa in vivo dobijenim podacima za gastrointestinalnu

resorpcijull”152 i penetraciju kroz krvno-mozdanu barijeru.1>
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1.5 IN SILICO METODE ZA BIOFARMACEUTSKU
KARAKTERIZACIJU JEDINJENJA

U novije vreme, razvojem kompjuterske hemije, sve viSe su u istraZivanjima
farmaceutskih supstanci zastupljene in silico tehnike. Termin in silico obuhvata
primenu odgovarajuc¢eg racunarskog programa kojim se simulira odredeni
biohemijski ~ proces, c¢ije bi izvodenje u laboratoriji bilo dugotrajnije i
kompleksnije. In silico tehnike se koriste za predvidanje biofarmaceutskih
karakteristika molekula: lipofilnost, permeabilnost, apsorpcija, distribucija,
metabolizam, eliminacija, toksi¢nost, na¢in vezivanja za ciljna mesta, kao i za
odredivanje odnosa strukture i dejstva. U pojedinim situacijma mogu biti
adekvatna zamena za zivotinjske eksperimentalne modele. Njihovom primenom
moguce je predvideti ponaSanje analiziranih supstanci u in vivo uslovima. Imaju
prednost u pretklinickim ispitivanjima, jer se njihovom primenom izbegava
nekriticno i prekomereno koris¢enje Zzivotinjskih eksperimentalnih modela.
Russell je sa saradnicima prvi put uveo 3R princip (slika 1.11) 1959. godine.154 3R

princip daje dobru osnovu i podrsku razvoju i primeni in silico tehnika.

Rl

Slika 1.11: 3R princip?®?

Za in silico biofarmaceutsku karakterizaciju supstanci koriste se razliciti
racunarski programi: ADME(T) predictor, Metabolizer, AutoDock Vina i dr.

Metabolizer-om se predvidaju metaboliti prve faze metabolizma i procenat
u kom oni nastaju i akumuliraju se u organizmu. Baza podataka na osnovu koje

se navedeno predvidanje zasniva sadrzi 159 reakcija prve faze metabolizma.1
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AutoDock Vina je rac¢unarski program u kojem se izvodi molekulski docking
i virtual screening.

Molekulski docking ili metoda uklapanja je Siroko koris¢ena metoda kojom se
objasnjavaju molekularni mehanizmi dejstva lekova, a koristi se i za
racionalizaciju odnosa strukture i dejstva.’>¢ Predstavlja kompjutersku simulaciju
interakcije izmedu ciljnog mesta cija je kristalografska struktura poznata i
ispitivanog jedinjenja. Docking studijama se pronalazi energetski najoptimalnija
konformacija i orijentacija liganda na odredenom ciljnom mestu.

Ranije se smatralo da se ligand i ciljno mesto ponasaju kao klju¢ i brava.
Ligand je mali molekul i smatrano je da se ¢vrsto vezuje za svoj ciljni protein s

kojim formira kompleks (slika 1.12).

SBVS Docking

SBVS Docking

Slika 1.12: Shematski prikaz docking-a'>”

Danas je slika , klju¢-brava“dopunjena novim saznanjima - smatra se da je
energija i zauzimanje poloZaja sa minimumom energije ono $to se deSava u
interakciji liganda i ciljnog mesta i da odnos ligand-ciljno mesto nije rigidan, ve¢
konformaciono i energetsko promenljiv. Kao $to i elektroni imaju svoje kretanje
u atomu i atomi u molekulu, tako i ligand u interakciji sa receptorom ne miruje.

Kod docking studije vrsi se predvidanje najverovatnije pozicije i konformacije
liganda u ciljnom mestu putem translokacija i rotacija kao i internim promenama
strukture liganda, kao §to je na primer promena ugla torzije. Odabir parova ciljno
mesto-ligand vrsi se na osnovu statistickih podataka o utrosku energije.

Visoki afinitet liganda za ciljno mesto dovodi do oslobadanja energije, sto

uzrokuje promene u konformaciji ciljnog mesta.
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Rezultat ovih promena moze biti poja¢ana aktivnost na ovom ciljnom mestu
(agonisticka aktivnost liganda) ili smanjena aktivnost na ciljnom mestu
(antagonisticka aktivnost liganda).

Racunarski alati za docking studije zasnovani su na simulaciji procesa
molekulskog prepoznavanja:
= optimizacijom konformacije ciljnog mesta i liganda u komplementarne

strukture,
= minimizacijom ukupne energije u interakciji ciljno mesto-ligand.

U docking studiji se koristi trodimenzionalna struktura ciljnog mesta, koja se
dobija iz proteinske banke podataka. Proteinska banka podataka (PDB) je
kolekcija trodimenzionalnih struktura velikih bioloskih molekula (proteina i
nukleinskih kiselina). PDB je formirao Walter Hamilton 1971. godine u
Brookhaven nacionalnoj laboratoriji u Teksasu, a 2003. godine je transformisana
u internacionalnu organizaciju wwPDB.1%1% Clan wwPDB je Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank - RCSB PDB. Cilj
wwPDB je odrzavanje jedinstvene, slobodno dostupne PDB arhive podataka o
strukturi makromolekula. PDB format je tekstualna datoteka koja sadrzi
podatke o molekuli kao sto su: koordinate atoma, sekvence aminokiselina,
podatke o istraZzivacima koji su definisali strukturu.

Virtual screenings je racunarska tehnika koja se primenjuje za odabir malih
molekula, koji bi mogli zauzeti najpovoljniji polozaj na ciljnom mestu. Takode,
nakon izvrsene docking studije, primenjuje se za vizuelizaciju interakcije izmedu
liganda i ciljnog mesta, koja ukljucuje: odredivanje vrsta interakcija, otkrivanje
amiokiselinskih ostataka koji u¢estvuju u interakcijama sa ligandom, otkrivanje
rastojanja izmedu aktivnih mesta i farmakofora...1%

Ako znamo gde i kako se vezuje ligand, mozemo da utvrdimo delove liganda
i biomolekula (ciljnog mesta) koji su od znacaja za dejstvo, predlozimo promene
strukture koje ¢e povecati afinitet vezivanja i izbegnemo promene koje bi

onemogucile vezivanje (,fitovanje”) sa proteinom.
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Cilj ove doktorske moze se formulisati na slede¢i nacin:

@ Razvoj i validacija bioanaliticke metode za fazu pretklini¢kih ispitivanja
dietil estra 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i
odgovarajuce kiseline kao potencijalnog metabolita uz primenu internog
standarda dibutil estra 1,3-propandiamin-N,N’-di-2-(3-cikloheksil)pro-
panske kiseline:

a) ekstrakcija ispitivanih supstanci iz bioloskog materijala;

b) razvoj i validacija bioanaliticke metode za kvalitativnu i kvantitativhu
analizu ispitivanih supstanci;

c) transfer bioanaliticke metode - ispitivanje moguc¢nosti primene razvijene i
validirane metode u drugoj laboratoriji;

@ Odredivanje parametara rastvorljivosti i lipofilnosti za derivate
1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i 1,3-propan-
diamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline:

a) ispitivanje rastvorljivosti u vodenim rastvorima razli¢itih pH vrednosti;

b) odredivanje particionog koeficijenta shake-flask metodom;

c) odredivanje hromatografskih parametara lipofilnosti primenom UHPLC-
MS/MS hromatografije;

d) razvijanje matematickog modela za predvidanje particionog koeficijenta
novosintetisanih derivata 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina i
potencijalnih metabolita ispitivanih supstanci.

@ Odredivanje parametara membranske permeabilnosti ispitivanih
supstanci primenom PAMPA metode.

@ In silico biofarmaceutska karakterizacija ispitivanih supstanci i
potencijalnih metabolita:

a) predvidanje metabolita primenom rac¢unarskog programa Metabolizer;

b) predvidanje farmakokinetickog i toksikoloskog profila primenom
rac¢unarskog programa ADME(T) predictor;

c) Docking studija na ciljnim mestima za ostavarivanje citotoksi¢nog dejstva;

d) Predvidanje bioraspoloZzivosti i molekularnog mehanizma citotoksi¢nog
dejstva ispitivanih suspstanci i potencijalnih metabolita na osnovu

rezultata in vitro/in silico biofarmaceutske karakterizacije.
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3.1 OPSTI PODACI

3.1.1 Ispitivane supstance

Derivati 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline:
(5,S)-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska  kiselina  dihidrohlorid
(EDCP2HCI), C20H3304N2Cl>, Mr=441,43 g/mol;
(5,5)-0,0-dimetil-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (DM-EDCP ¢2HCl), C22H42O4N2Clo, Mr=469,48 g/mol;
(5,5)-0,0-dietil-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (DE-EDCP ¢ 2HCI), C24H16O4N2Cl2, Mr=497,54 g/mol;
(5,5)-0,0-dipropil-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DP-EDCP*2HCI), C26Hs004N2Cl2, Mr=525,59 g/mol;
(5,5)-0,0-dibutil-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (DB-EDCP ¢ 2HCl), C2sHs5404N2Cl2, Mr=553,64 g/mol;
(5,5)-0,0-diizobutil-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DIB-EDCP ¢2HCI), C2sH5404N2Clo, Mr=553,64 g/ mol;
Derivati 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline:
(5,5)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska kiselina
dihidrohlorid (PDCP ¢2HCI), C21H1004N2Clo, Mr=455,46 g/mol;
(5,5)-0,0-dimetil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (DM-PDCP ¢2HCl), C23H44O4N2Clp, Mr=483,51 g/ mol
(5,5)-0,0-dietil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DE-PDCP*2HCI), C25Hs04N2Cl2, Mr=511,56 g/mol;
(5,5)-0,0-dipropil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (DP-PDCP ¢ 2HCI), C27H5204N2Cl2, Mr=539,62 g/mol;
(5,5)-0,0-dibutil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DB-PDCP*2HCI), C20Hs5604N2Cl2, Mr=567,67 g/mol;
(5,5)-0,0-diizobutil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DIB-PDCP ¢2HCl), C29Hs604N2Cl2, Mr=567,67 g/mol;
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(5,5)-0,0-dipentil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat
dihidrohlorid (DPE-PDCP2HCI), C31HeoOsN2Cl2, Mr=595,72 g/mol;

(5,5)-0,0-diizopentil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DIPE-PDCP ¢2HCI), C31He0O4N2Clz, Mr=595,72 g/mol.

3.1.2 Hemikalije i reagensi

a)
)
©)

o

Acetonitril - ACN, HPLC ¢istoce (].T.Baker, SAD),

Metanol - MeOH, HPLC ¢istoce (J.T.Baker, SAD),

Etil acetat, HPLC ¢istoce (Sigma-Aldrich Co, SAD),

Dietil etar, HPLC ¢istoce (Sigma-Aldrich Co, SAD),
Trietanolamin - TEA, HPLC ¢istoce (Sigma-Aldrich Co, SAD),
Hloroform, HPLC ¢istoce (Sigma-Aldrich Co, SAD),
Trifluorosiréetna kiselina (CFzCOOCHS3) 98 % (Sigma-Aldrich Co, SAD),
Amonijum acetat (CH3COONHa4) p.a. (Sigma-Aldrich Co, SAD),
Natrijum-fluorid, ACS ¢istoce (Sigma-Aldrich Co, SAD),
Dejonizovana voda (TKA Gen Pure, Nemacka),

Komercijalni serum misa (Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD),

Fosforna kiselina (H3POys) p.a. (Merck - Darmstadt, Nemacka),

m) NaOH, p.a. (Merck - Darmstadt, Nemacka),

n)

Natrijum-dihidrogenfosfat, dihidrat (NaHPO4¢2H2O) p.a. (Merck -
Darmstadt, Nemacka),

Dinatrijum-fosfat, dihidrat (NaxHPO4*2H>O) p.a. (Merck - Darmstadt,
Nemacka),

Dimetil sulfoksid (DMSO) = 99,9% (Sigma-Aldrich Co, SAD),

Uracil p.a. (Merck - Darmstadt, Nemacka),

n-Oktanol p.a. (Merck - Darmstadt, Nemacka),

Lecitin 99 % (Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD),

Dodekan 99 % (Acros Organics, Belgija),

Lipidi mozga (Avanti Polar Lipids, Nemacka).
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3.1.3 Oprema, instrumenti i laboratorijski materijal

a)

K)
)

Te¢ni hromatograf Thermo ACCELA (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD) UHPLC Accela, Thermo Scientific sistem opremljen
autosamplerom, TSQ QUANTUM Access Max masenim analizatorom i
degazerom, sa elektrosprej jonizacijom (HESI),
Hromatografska kolona (Thermo Scientific Hypersil GOLD aQ, 100 x 2,1 mm
1,9 pm Thermo Scientific, SAD),
Zastitna pretkolona 10mmUL x21mm ID, SecurityGuard™ ULTRA
cartridges for C18 UHPLC, Phenomenex (Veerlose, Danska),
Agilent 1290 UHPLC sistem opremljen masenim spektrometrom Agilent 6420
sa trostrukim kvadrupolskim masenim analizatorom (Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD) sa elektrosprej jonizacijom (ESI);
Analiticka vaga (5-digit Mettler analytical balance, Mettler-Toledo
International Inc, SAD),
Analiticka vaga (Adventurer Pro analytical, OHAUS, SAD),
Automatska pipeta (Acura® manual 825 adjusTabela volume micropipettes
Swiss made, Svajcarska),
Ultrazvuéno kupatilo (Sonic Ultrasonic cleaner, Sortex, Koreja)
Ependorf 5417R microcentrifuge (Eppendorf, Nemacka),
Kolona (kertridz) za ¢vrsto-te¢nu ekstrakciju (eng. Solid-phase extraction - SPE):
e Strata X-C (Phenomenex, SAD),
e OASIS HLB (Waters, SAD),
Vortex - TIP new zx (VELP Scientifica Italija),
Spektrofotometar (Thermo Scientific, Evolution 300, SAD),

m) Mehani¢ka mes3alica (,Sejker”) (KINETOR-M, Elektromedicina-Ljubljana,

n)

0)
p)

Slovenija),

pH-Metar (pH/Ion meter MeterLab PHM?240, Radiometer analytical,
Francuska),

Vakutajner sa NaF (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, SAD),
Filter papir LLG-nylon membranes filter 0,45 pm @47 mm (Kefo, Francuska),
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q)

)

hidrofobne polivinilidenfluoridne mikrofiltracione ploce sa 96 odeljaka Multi
ScreenTM HTS (Millipore, Francuska),
Hidrofobne polivinilidenfluoridne mikrofiltracione ploc¢e sa 96 odeljaka

MultiScreenTM HTS (Millipore, Francuska).

3.14 Racunarski programi

a)

b)

MarvinSketch 4.1.13 (ChemAxon, Budapest, Madarska) koris¢en je za
ra¢unanje logD7.4 vrednosti ispitivanih supstanci;

TSQ Tune Software (Thermo Electron Corporation, Hemel Hepstead, Velika
Britanija);

Xcalibur 1.3 software (Thermo Electron Corporation, HemelHepstead, Velika
Britanija);

LC Quan™ software (Version 2.5.6, Thermo Electron Corporation, Hemel
Hempstead, Velika Britanija);

Mass Hunter Optimizer software version 6.00 (Agilent Technologies, Santa
Clara, SAD);

Mass Hunter Data Acquisition software version 6.00 (Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD);

Mass Hunter Qualitative software version 6.00 i Mass Hunter Quantitative
software version 6.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD),
ChemBioDraw Ultra 12.0 (CambridgeSoft Corporation);

ChemBio3D Ultra 12.0 (CambridgeSoft Corporation);

MarvinSketch 6.2.1 (ChemAxon, 2014, http:/ /www.chemaxon.com);

UCSF Chimera vl (Resource for Biocomputing, Visualization, and

Informatics, 2006, http:/ /www.cgl.ucsf.edu/chimera/);

Metabolizer (ChemAxon, 2014, http:/ /www.chemaxon.com);

m) AutoDock Vina za Windows http:/ /vina.scripps.edu/download.html;

n)

MGLTools (AutoDock Tools-ADT) za Windows

http:/ /mgltools.scripps.edu/downloads
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Discovery Studio Visualizer 4.1.0.14169. Accelrys Inc., San Diego, SAD, 2014;

software available at http:/ /accelrys.com;

Python 3.4.3 https:/ /www.python.org/downloads/;

Open Babel http:/ /sourceforge.net/projects/openbabel/;

Swiss-PDBViewer v4.1 (Swiss Institute of Bioinformatics, 2012,
http:/ /spdbv.vitalit.ch/),

ADME(T) Predictor v. 6.5, Simulations Plus inc. 42505 10t Street West,
Lancaster, California 93534-7059 SAD, 2013, http://www.simulations-

plus.com/
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3.2 RAZVO] I VALIDACIJA BIOANALITICKE METODE ZA
ODREDIVANJE DIETIL ESTRA 1,2-ETANDIAMIN-N,N'-DI-2-(3-
CIKLOHEKSIL)PROPANSKE KISELINE I ODGOVARAJUCE
KISELINE KAO POTENCIJALNOG METABOLITA

3.2.1 Priprema rastvora
a) Priprema osnovnih rastvora

Osnovni rastvor (stock rastvor) ispitivane supstance DE-EDCP priprema se
rastvaranjem 5 mg ¢vrste supstance u metanolu, u odmernom sudu od 50 ml.
Dobijen osnovni rastvor je koncentracije 0,1 mg/ml.

Osnovni rastvor ispitivanih supstanci DE-EDCP i EDCP priprema se
rastvaranjem 200 pl stock rastvora DE-EDCP i 5 mg ¢vrste supstance EDCP u
metanolu, u odmernom sudu od 100 ml. Dobijen osnovni rastvor ispitivanih
supstanci je koncentracije 0,2 pg/ml za DE-EDCP i 0,05 mg/ml za EDCP.

Osnovni rastvor internog standarda (IS) priprema se rastvaranjem 5 mg
¢vrste supstance DB-PDCP u metanolu, u odmernom sudu od 50 ml. Dobijen

osnovni rastvor IS je koncentracije 0,1 mg/ml.

b) Priprema radnih rastvora
Radni rastvor IS priprema se razblazivanjem 100 pl osnovnog rastvora IS
metanolom, u odmernom sudu od 100 ml. Dobijen radni rastvor IS je

koncentracije 100 ng/ml.

3.2.2 Ekstrakcija analita iz bioloskog materijala

Kao bioloski materijal tokom isptivanja koriséen je serum misa (serum).
Ispitana je mogucnost ekstrakcije ispitivanih jedinjenja iz seruma primenom
¢vrsto-tecne ekstrakcije (SPE), te¢no-tecne ekstrakcije (LLE) i precipitacijom
proteina.

Za ekstrakciju se koristi sveZze odmrznut serum, u koga se nakon

odmrzavanja dodaje 40 mM NaF.160
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Priprema rastvora za ekstrakciju

Odmeri se 5 ml trietanolamina i prenese se u odmerni sud od 100 ml. Dopuni
se metanolom do crte. Dobija se 5% rastvor trietanolamina (TEA) u metanolu
(MeOH) (v/v).

Odmeri se 5 ml trietanolamina i prenese se u odmerni sud od 100 ml. Dopuni
se vodom do crte. Dobija se 5% rastvor trietanolamina (TEA) u vodi (H20) (v/v).

Odmeri se 1 ml trifluorosiréetne kiseline (CFsCOOH) i prenese se u odmerni
sud od 100 ml. Dopuni se vodom do crte. Dobija se 1% rastvor trifluorosircéetne

kiseline (CF3COOH) u vodi (v/v).

3.2.2.1 Cursto-tecna ekstrakcija
Cvrsto-te¢na ekstrakcija izvedena je na tri nac¢ina uz koriséenje dve SPE

kolone: Strata X-C (Phenomenex, SAD) i OASIS HLB (Waters, SAD).

a) Prvi postupak

= Kondicioniranje: nanese se 1 ml 5% rastvora TEA/MeOH, zatim 1 ml 5%
rastvora TEA/H>0O;

= NanoSenje uzorka: nanese se 50 pl seruma, 50 pl MeOH i 50 pl radnog
rastvora IS i 50 pl osnovnog rastvora DE-EDCP;

= Ispiranje: 500 pl 5% rastvora TEA /H2O;

= Eluiranje: 500 pl 5% rastvora TEA/MeOH; sakupljeni eluat se analizira
primenom UHPLC-MS/MS.

b) Drugi postupak

= Kondicioniranje: nanese se 1 ml 5% rastvora TEA/MeOH, zatim 1 ml 1%
rastvora CF3COOH/H>O;

= NanoSenje uzorka: nanese se 50 pl seruma, 50 pl metanola, 50 pl radnog
rastvora IS i 50 pl osnovnog rastvora DE-EDCP;

= Ispiranje: nanese se 500 ul 1% rastvora CFsCOOH/H20;

= Eluiranje: nanese se 500 pl 5% rastvora TEA/MeOH; sakupljeni eluat se
analizira primenom UHPLC-MS/MS.
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¢) Treéi postupak

Serum se pre nanosenja na SPE kolonu tretira prema sledecoj proceduri:
Izmes3a se 50 pl seruma, 250 pl vode, 250 pl 0,1 M ZnSOs, 50 pl radnog rastvora
IS, 50 pl osnovnog rastvora DE-EDCP i 450 pl metanola u ependorfu i stavi na
vorteks mesSalicu u trajanju od 30 sekundi, a potom se centrifugira na 16 000 rcf
u trajanju od 5 minuta. Supernatant se koristi za ¢vrsto-te¢nu ekstrakciju na SPE

koloni prema proceduri opisanoj kao Prvi postupak - tacka 3.2.2.1.

3.2.2.2 Tecno-tecna ekstrakcija

U epruvetu se automatskom pipetom prenese 150 ul seruma, 250 pl vode, 100
ul MeOH, 100 pl radnog rastvora IS i100 pl osnovnog rastvora DE-EDCP i EDCP,
100 pl rastvora MeOH i vode u odnosu (60:40 v/v) i 3 ml etil-acetata. Dobijeni
sadrzaj u epruveti se izmesa na vorteks mesalici (nekoliko sekundi), a onda se
centrifugira pri 2500 rcf u trajanju od 15 minuta. Nakon centrifugiranja se odvoji
gornji sloj u ¢istu epruvetu za uparavanje. Uparavanje se izvodi u struji azota na
40 °C. Suvi ostatak se rastvori sa 500 pl MeOH i izme$a na vorteks mesalici u
trajanju od 30 sekundi, a potom analizira primenom UHPLC-MS/MS. Te¢no-
te¢na ekstrakcija je po opisanoj proceduri ispitana sa rastvaracima za ekstrakciju:

etil acetat, dietil etar, hloroform i acetonitril.

3.2.2.3 Ekstrakcija precipitacijom proteina

U ependorf od 2 ml automatskom pipetom prenese se 150 pl seruma, 100 pl
radnog rastvora IS, 100 pl osnovnog rastvora DE-EDCP i EDCP, 100 pl metanola
i 750 ml ACN.# Sadrzaj u ependorfu se izmesa na vorteks mesalici u trajanju od
1 minuta. Potom se centrifugira u trajanju od 10 minuta, pri temperaturi od 4°C
i broju obrtaja 25000 rcf. Nakon centrufigiranja, dobijeni supernatant se analizira

primenom UHPLC-MS/MS metode.
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3.2.3 Validacija UHPLC-MS/MS metode

3.2.3.1 Priprema radnih rastvora ispitivanih jedinjenja

U sedam odmernih sudova od 10 ml automatskom pipetom se prenesu
odgovarajuce zapremine osnovnog rastvora DE-EDCP i EDCP (100 pl, 250 pl, 500
ul, 750 pl, 1000 pl, 1500 pl, 2000 pl). U svaki odmerni sud se doda po 3-5 ml
metanola. SadrZaj se izmes$a na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 15 minuta
na sobnoj temperaturi. Nakon toga, sadrZaj u odmernom sudu se dopuni
metanolom do crte. Na opisani nacin se dobija 7 kalibracionih rastvora rastucih
koncentracija u koncentracionom opsegu: 2 - 40 ng/ml za DE-EDCP, odnosno,

0,5 - 10 pg/ml za EDCP (tabela 3.1)

3.2.3.2 Priprema kalibracionih rastvora (CS)

Od radnih rastvora ispitivanih supstanci pripremljenih po postupku
opisanom u tacki 3.2.3.1. pripremaju se kalibracioni rastvori. Svaki pojedina¢ni
kalibracioni rastvor priprema se na slede¢i nacin: u ependorf od 2 ml
automatskom pipetom prenese se 150 pl seruma, 100 pl radnog rastvora
ispitivanih jedinjenja odredene koncentracije, 100 pl radnog rastvora IS i 750 ml
acetonitrila (ACN). Sadrzaj u ependorfu se potom izmesa na vortex mesalici u
trajanju od 1 minuta, a onda se centrifugira u ultra-centrifugi 10 min pri broju
obrtaja 25000 rcf i temperaturi od 4°C. Dobijeni supernatant predstavlja
kalibracioni rastvor. Na opisan nac¢in dobijaja se serija kalibracionih rastvora (CS)
slede¢ih koncentracija: 0,18; 0,45; 0,91; 1,36; 1,82; 2,73; 3,64 ng/ml za DE-EDCP,
odnosno, 0,045; 0,11; 0,23; 0,34; 0,45; 0,68; 0,91 ng/ml za EDCP.

Umesto 150 pl seruma, za validaciju i primenu metode bez prisutnog

bioloskog matrikasa treba upotrebiti 150 pl vode, HPLC cistoce.
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Tabela 3.1: Koncentracije radnih rastvora i kalibracionih rastvora ispitivanih jedinjenja

Koncentracije Koncentracije
Zapremine
radnih rastvora kalibracionih rastvora
Rastvor osnovnih rastvora
DE-EDCP i EDCP DE-EDCP i EDCP
DE-EDCP i EDCP
DE-EDCP EDCP DE-EDCP EDCP
Prvi (I) 100 pl u 10 ml 2,00 ng/ml 0,50 pg/ml 0,18 ng/ml* (LOQ) 0,045 ug/ml* (LOQ)
Drugi (II) 250 pul u10 ml 5,00 ng/ml 1,25 pg/ml 0,45 ng/ml* (niska) 0,11 pg/ml* (niska)
Tre¢i (III) 500 pl u 10 ml 10,00 ng/ml 2,50 pg/ml 0,91 ng/ml 0,23 pg/ml
Cetvrti (IV) 750 ul u 10 ml 15,00 ng/ml 3,75 ng/ml 1,36 ng/ml* (srednja) 0,34 pg/ml* (srednja)
Peti (V) 1000 pl u 10 ml 20,00 ng/ml 5,00 pg/ml 1,82 ng/ml 0,45 pg/ml
Sesti (VI) 1500 pl u 10 ml 30,00 ng/ml 7,50 ng/ml 2,73 ng/ml* (visoka) 0,68 ug/ml* (visoka)
Sedmi (VII) 2000 pl u 10 ml 40,00 ng/ml 10,00 pg/ml 3,64 ng/ml 0,91 pg/ml

*koncentracije rastvora kontrolnih uzoraka
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3.2.3.3 Priprema rastvora kontrolnih uzoraka (QC)

Rastvori kontrolnih uzoraka pripremaju se na nacin opisan pod tackom
3.2.3.2.1to od odgovarajucih radnih rastvora ispitivanih jedinjenja (I, II, IV i VI).
Rastvori kontrolnih uzoraka (QC) su odabrani kalibracioni rastvori sledec¢ih
koncentracija: 0,18; 0,45; 1,36; 2,73 ng/ml za DE-EDCP i 0,045; 0,11; 0,34; 0,68
pg/ml za EDCP.

Svi radni rastvori i osnovni rastvori ¢uvaju se na tamnom mestu i na
temperaturi od 5 °C.

CSiQC rastvori se sveZe pripremaju za svaku seriju ispitivanja.

3.2.3.4 Priprema mobilne faze

Koristi se mobilna faza koju ¢ine Pufer A i Pufer B:
= Pufer A: amonijum-acetat (5 mM) - trifluorosircetna kiselina (99,9:0,1 v/v).
Nacin pripreme pufera A: odmeri se 0,3854 g amonijum acetata (CH3COONHL4) i
prenese u staklenu ¢asu od 1000 ml. Rastvori se dodatkom 300 ml 0,1 % rastvora
CFsCOOH u HO (v/v) meSanjem na ultrazvucnom kupatilu u trajanju od 15
minuta, na sobnoj temperaturi. Potom se rastvor istim rastvaracem dopuni do
crte.
= Pufer B: metanol - trifluorosiréetna kiselina (99,9:0,1 v/v)
Nacin pripreme pufera B: automatskom pipetom se odmeri 1 ml 98 % rastvora
CF3COOH i prenese u ¢asu od 1000 ml. Dopuni se metanolom do crte.

Oba pripremljena pufera profiltriraju se na Bihnerovom levku uz vakuum

pumpu i kroz filter papir.
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3.2.3.5 Hromatografski uslovi

Kvalitativna i kvantitativna analiza ispitivanih jedinjenja izvodi se
primenom te¢ne hromatografije pod ultra visokim pritiskom UHPLC u sprezi sa
masenim spektrometrom (UHPLC-MS/MS).

Mobilnu fazu ¢ini smesa pufera A i pufera B. Potrebno je primeniti sledeci
gradijent: 50% pufera A i 50% pufera B u periodu 0 - 0,3 min. U periodu 0,3 - 1,5
min udeo pufera A linearno se smanjuje do 10 %. Uspostavljeni odnos (pufer A
10 % i pufer B 90 %) ostaje konstantan u naredna 3,5 minuta (1,5 - 5,0 min) kada
se i eluiraju ispitivanja jedinjenja. Nakon toga se u periodu 5,0 - 5,2 min povecava
udeo pufera A do uspostavljanja pocetnog odnosa pufera A i pufera B (50%:50%)
kojim se ekvilibrise kolona u periodu 5,2 - 6,0 min.
= Brzina protoka mobline faze: 300 ul/s

Temperatura autosemplera: 10,0 °C

=
= Temperatura kolone: 25,0 °C
= Injektovana zapremina: 10 pl
=

Detekcija masenim spektrometrom (MS/MS)

3.2.3.6 Maseno-spektrometrijski uslovi

Detekcija ispitivanih jedinjenja vrsi se primenom masene spektrometrije
(MS) u pozitivnom modu. MS operativni uslovi optimizovani su na nacin
prikazan u tabeli 3.2. U MS eksperimentima detekcija jona izvodi se primenom
metode pracenja odabrane reakcije (SRM) koristeci tranzicije date u tabeli 3.3 i
vreme skeniranja od 0,1 sekunde po tranzicaji.
TSQ Tune Software koristi se za automatsku optimizaciju parametara. Podaci se
prikupljaju i obraduju primenom Xcalibur 1.3 software-a. Integracija pika (eng.
peak integration) i kalibracija (eng. calibrations) izvode se primenom LC Quan™

software-a.
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Tabela 3.2: Maseno-spektrometrijski uslovi

Maseno-spektrometrijski uslovi

Napon spreja (eng. spray voltage) 4500 V
Potencijal jonske optike (eng. tube lens offset) 107 V
Napon na skimeru (eng. skimmer offset) ov
Temperatura kapilare (eng. capillary temperature) 300 °C
Temperatura isparivaca (eng. vaporizer temperature) 300°C
Linearni pritisak gasa nosaca (azot) (eng. sheath gas) 50 jedinica

Kruzni pritisak pomoénog gasa (azot) (eng. auxiliary gas) 10 jedinica

Pritisak kolizionog gasa (argon) 1,5 mTorr

Tabela 3.3: MS/MS uslovi detekcije sa m/z odnosima i kolizionim energijama

m/z odnos m/z odnos Koliziona
Supstanca
molekulskog jona fragmentnog jona energija (eV)
152,130 19
EDCP 369,26
198,100 9
197,800 23
DE-EDCP 425,22
226,070 22
166,034 40
DB-PDCP 495,34
268,062 28

3.2.3.7 Selektivnost

Selektivnost metode ocenjuje se analizom 6 neopterecenih misjih seruma.

Serum se obradi prema postupku koji je opisan pod tackom 3.2.3.2, samo $to
se umesto 100 pl metanola i 100 pl radnog rastvora odredene koncentracije,
dodaje 200 pl metanola.

Hromatogram dobijen primenom opisane UHPLC-MS/MS metode
uporeduje se sa hromatogramom, koji je dobijen za kalibracioni rastvor najnize

koncentracije (uporedni hromatogram).

65



Biljana Tubi¢ - Doktorska disertacija EKSPERIMENTALNI DEO

Na hromatogramu praznog misjeg seruma, na retencionom vremenu
ispitivanih jedinjenja, povrsina pika ne sme biti vec¢a od 20% povrsine pika DE-
EDCP, odnosno EDCP na uporednom hromatogramu. Na retencionom vremenu
IS povrsina pika na hromatogramu praznog misjeg seruma ne sme biti vec¢a od 5

% povrsine pika IS na uporednom hromatogramu.

3.2.3.8 Linearnost i kalibraciona zavisnost

Za ispitivanje kalibracione zavisnosti koriste se sveze pripremljeni
kalibracioni rastvori. Postupak se izvodi u duplikatu i ponavlja se tokom tri
uzastopna dana. Kalibraciona kriva predstavlja odnos povrsina pikova dobijenih

za DE-EDCP, odnosno EDCP i IS (DE-EDCP/IS i EDCP/IS) i deklarisane

koncentracije u odgovaraju¢em CS. Koeficijent korelacije treba biti iznad 0,99.

3.2.3.9 Tacénost i preciznost

Tacnost i preciznost se ispituju primenom rastvora kontrolnih uzoraka (QC)
¢ije su koncentracije zvezdicom naznacene u tabeli 3.1. Rastvori se pripremaju u
6 replikata i postupak se ponavlja tokom tri dana. Ta¢nost se ra¢una i izraZzava
kao relativna greska (eng. relative error) u odnosu na nominalnu koncentraciju
(%RE). Preciznost se rac¢una i izraZzava kao koeficijent varijacije (eng. coefficient of
variation) (%CV). Granice prihvatljivosti za %RE su: £15, osim za rastvor najnize
koncentracije gde su +20%. Granice prihvatljivosti za %CV su <15% osim za

rastvor najnize koncentracije gde su <20 %.

3.2.3.10 Limit kvantifikacije

Limit kvantifikacije je najniZa tacka na kalibracionoj krivoj, odnosno, najniza
koncentracija iz serije koncentracija kalibracionih rastvora. Ocenjuje se
analiziranjem 6 kalibracionih rastvora sa najnizim koncentracijama ispitivanih
jedinjenja, a postupak se ponavlja tokom 3 dana.

Odnos signal-Sum (signal-to-noise ratio - S/N) treba da bude veci od 10.

66



Biljana Tubi¢ - Doktorska disertacija EKSPERIMENTALNI DEO

3.2.3.11 Recovery (%)

Recovery pokazuje efikasnost ekstrakcije. Vrednost za recovery treba biti
konzistentna, precizna i ponovljiva za ispitivana jedinjenja i IS. Izrazava se kao
procenat % izmerene koli¢ine analita u odnosu na nominalnu vrednost.

QC bez bioloskog matriksa pripremi se na nacin opisan pod tackom 3.2.3.2.
s tim $to se umesto 150 pl seruma i 100 ml metanola tokom pripreme upotrebi
250 pl metanola.

Da bi se ocenio Recovery uporeduje se koncentracija ispitivanog jedinjenja
dobijena analizom QC sa koncentracijom ispitivanog jedinjenja koja je dobijena

analizom rastvora QC bez bioloskog matriksa.

3.2.3.12 Uticaj matriksa

SveZe odmrznut serum se podvrgne postupku ekstrakcije opisanom pod
tackom 3.2.2.3., s tim $to se umesto po 100 pl rastvora ispitivanih jedinjenja
dodaje 200 pl metanola. Od tako dobijenog seruma pripremi se QC i analizira
primenom UHPLC-MS/MS metode. 1z dobijenog hromatograma odredi se
odnos povrsine pika za DE-EDCP i IS (A), kao i odnos povrsine pika za EDCP i
IS (A).

Potom se uradi analiza QC pripremljenog na nacin opisan pod tackom
3.2.3.2. 1z dobijenog hromatograma odredi se odnos povrsine pika za DE-EDCP
iIS (B), kao i odnos povrsine pika za EDCP i IS (B).

Odnos (A/B)*100 % se definiSe kao uticaj matriksa.

3.2.3.13 Stabilnost

Ispitana je in vitro stabilnost osnovnih rastvora i radnih rastvora.

Stabilnost osnovnih (stock) rastvora DE-EDCP, osnovnog rastvora DE-EDCP
i EDCP i osnovnog rastvora IS u metanolu ispituje se na slededim
temperaturama: sobna, 5°C i-20°C. Svaki od ispitivanih osnovnih rastvora
pripremi se u tri serije. Jedna serija se ¢uva na sobnoj temperaturi, druga na -5°C

i tre¢a na -20°C tokom 7 dana.
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Nakon toga, rastvori se analiziraju i dobijeni rezultati se porede sa rezultatima
analize sveZe pripremljenih rastvora. Rezultat stabilnosti je prihvatljiv ukoliko
odstupanje izmedu poredenih rezultata nije vece od 15 %.

Stabilnost radnih rastvora DE-EDCP, EDCP i IS ispituje se na slede¢im
temperaturama: sobna, 5°C i-20°C. Svaki od ispitivanih radnih rastvora pripremi
se u tri serije. Jedna serija se ¢uva na sobnoj temperaturi, druga na -5°C i treca na
-20°C tokom 3 dana. Nakon toga se rastvori analiziraju i dobijeni rezultati se
porede sa rezultatima analize sveze pripremljenih rastvora. Rezultat stabilnosti
je prihvatljiv ukoliko odstupanje izmedu poredenih rezultata nije vece od 15 %.

Stabilnost DE-EDCP, EDCP i IS u autosampler-u ispitana je sa QC u sve 4
koncentracije. Poredeni su rezultati dobijeni od sveZe pripremljenih QC sa
rezultatima dobijenim od QC, koji su u autosampleru stajali 24 h na 4°C.

Rezultat stabilnosti je prihvatljiv ukoliko odstupanje izmedu poredenih

rezultata nije vece od 15 %.

3.24 Medulaboratorijski transfer UHPLC-MS/MS metode
Transfer metode je uraden iz laboratorije u kojoj je metoda razvijena i
validirana (sending laboratory) u laboratoriju u kojoj je metoda primenjena
(receiving laboratory ili prijemna laboratorija).
Za transfer metode se u prijemnoj laboratoriji, pored hemikalija, opreme,
aparata i rac¢unarskih programa navedenih pod tackama 3.1.2, 3.1.3.13.1.4, koristi
dodatno slede¢a oprema i ra¢unarski programi:
= Agilent 1290 UHPLC sistem opremljen masenim spektrometrom Agilent 6420
sa trostrukim kvadrupolskim masenim analizatorom (Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD) sa elektrosprej jonizacijom (ESI);

= Mass Hunter Optimizer software version 6.00 (Agilent Technologies, Santa
Clara, SAD) je primenjen za automatsku optimizaciju akvizicionih
parametara;

= Mass Hunter Data Acquisition software version 6.00 (Agilent Technologies,

Santa Clara, SAD) koristi se za izvodenje podataka o akviziciji;
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= Mass Hunter Qualitative software version 6.00 i Mass Hunter Quantitative

software version 6.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) koriste se za

kvalitativnu i kvantitativnu analizu.

Hromatografski uslovi koriS¢éeni u prijemnoj laboratoriji identi¢ni su

opisanim pod tackama 3.2.3.5.

Kvantifikacija DE-EDCP, EDCP i IS vrSena je uz primenu masene detekcije u

pozitivnom modu. Maseno-spektrometrijski uslovi dati su u tabeli 3.4 i tabeli 3.5.

Primenjena je SRM metoda pracenja odabrane reakcije i vremenom

skeniranja od 0,1 sekunde po tranzicaji.

Tebela 3.4: Maseno-spektrometrijski uslovi - uporedni prikaz za obe

laboratorije izmedu kojih se vrsi transfer

Sending Receving
Maseno-spektrometrijski uslovi
Laboratory laboratory
Napon spreja (eng. capillary spray voltage) 4500 V 4500 V
Potencijal jonske optike (eng. tube lens offset) 107 V n/a*
Napon na skimeru (eng. skimmer offset) oV n/a*
Temperatura kapilare
300°C 340°C
(eng. capillary temperature)
Linearni pritisak gasa nosaca (azot)
50 jedinica n/a*
(eng. sheath gas)
KruZni pritisak pomoc¢nog gasa (azot)
10 jedinica n/a*
(eng. auxiliary gas)
Protok gasa n/a 10 L/min
Pritisak na nebulizatoru (eng. nebulizer pressure) n/a 35 psi
Napon fragmentatora (eng. Fragmentor voltage) n/a 135V
Pritisak kolizionog gasa (argon) 1,5 mTorr n/a*

*n/a (nije primenjivo)
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Tabela 3.5: MS/MS uslovi detekcije sa m/z odnosima i kolizionim energijama

- uporedni prikaz za obe laboratorije izmedu kojih se vrsi transfer

m/z odnos m/z odnos m/z odnos m/z odnos
molekulskog fragmentnog molekulskog fragmentnog
Supstanca . . . .
jona jona jona jona
Sending laboratory Receving laboratory
152,130 152,1
EDCP 369,256 369,3
198,100 198,1
197,800 197,8
DE-EDCP 425,220 425,2
226,070 226,1
166,034 166,0
DB-PDCP 495,339 495,3
268,062 268,1

3.2.4.1 Validacija bioanaliticke metode u prijemnoj laboratoriji

U prijemnoj laboratoriji radi se potpuna validacija. Radni rastvori,
kalibracioni rastvori (CS) i rastvori kontrolnih uzoraka (QC) pripreme se na
prethodno opisan nacin. Tokom validacije metode, u prijemnoj laboratoriji
ispituju se slede¢i validacioni parametri: selektivnost, linearnost, limit

kvantifikacije, recovery, tacnost, preciznost i uticaj matriksa.
3.2.4.2 Cross-validacija - Passing and Bablok regresiona analiza

Rastvori za validaciju metode i rezultati dobjeni tokom validacije analiziraju

se dodatno primenom Passing and Bablok regresione analize.
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3.3 RASTVORLJIVOST I LIPOFILNOST DERIVATA 1,2-
ETANDIAMINA 11,3-PROPANDIAMINA

3.3.1 Ispitivanje rastvorljivosti
Rastvorljivost supstance DE-EDCP i EDCP ispitana je u vodenim rastvorima

razli¢itih pH vrednosti (pH=1, pH=5, pH=9 i pH=12).

3.3.1.1 Priprema rastvora

Priprema fosfatnog pufera pH=1

Odmeri se 0,098 g H3PO4 10,8939 g NaCl i prenese se u staklenu ¢asu, pa se
potom rastvori sa 90 ml vode. Izmeri se pH vrednost dobijenog rastvora i podesi
na pH = 1 dodavanjem potrebne zapremine 0,1 M rastvora NaOH. Vrednost na
pH-metru se oc¢itava sa ta¢nos¢u od +0,002. SadrZzaj se prenese u odmerni sud od
100 ml dopuni se vodom do crte.

Priprema fosfatnog pufera pH=5

Odmeri se 0,156 g NaHPO4*2H>O i 0,8202 g NaCl i prenese se u staklenu
¢asu, pa se potom rastvori sa 90 ml vode. Izmeri se pH vrednost dobijenog
rastvora i podesi na pH=5 dodavanjem potrebne zapremine 0,1 M rastvora
NaOH. Vrednost na pH-metru se ocitava sa ta¢nos¢u od +0,002. Sadrzaj se
prenese u odmerni sud od 100 ml dopuni se vodom do crte.

Priprema fosfatnog pufera pH=9

Odmeri se 0,156 g NaH,PO4¢2H>O i 0,7306 g NaCl i prenese se u staklenu
¢asu, pa se potom rastvori sa 90 ml vode. Izmeri se pH vrednost dobijenog
rastvora i podesi na pH=9 dodavanjem potrebne zapremine 0,1 M rastvora
NaOH. Vrednost na pH-metru se ocitava sa tacnos¢u od +0,002. Sadrzaj se

prenese u odmerni sud od 100 ml dopuni se vodom do crte.
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Priprema fosfatnog pufera pH=12

Odmeri se 0,268 g NaxHPO4*2H>O i 0,6077 g NaCl i prenese se u staklenu
¢asu, pa se potom rastvori sa 90 ml vode. Izmeri se pH vrednost dobijenog
rastvora i podesi na pH=12 dodavanjem potrebne zapremine 0,1 M rastvora
NaOH. Vrednost na pH-metru se ocitava sa ta¢nos¢u od +0,002. Sadrzaj se
prenese u odmerni sud od 100 ml dopuni se vodom do crte.

Priprema rastvora ispitivane supstance

5 mg ispitivane supstance se odmeri i rastvori u epruveti sa 5 ml
odgovarajuceg pufera. Rastvor se izmesa na vortex-u 1 minut i na ultrazvu¢nom
kupatilu 15 minuta. Nakon toga, rastvor se centrifugira u trajanju od 5 minuta na
3000 obrtaja/minut, a potom profiltrira kroz membranski filter.

Standardni rastvor DE-EDCP za uporedivanje: rastvori se 7,4 mg supstance
DE-EDCP u 100 ml metanola.

Standardni rastvor EDCP za uporedivanje: rastvori se 8,1 mg supstance

EDCP u 100 ml metanola.
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3.3.2 Ispitivanje lipofilnosti
Lipofilnost ispitivanih supstanci odredena je primenom metode muckanja

(shake-flask metoda) i primenom hromatografske UHPLC-MS metode.

3.3.2.1 Odpredivanje particionog koeficijenta (logD74) primenom shake-flask

metode

3.3.2.1.1 Priprema rastvora
a) Priprema fosfatnog pufera pH=7,4

Odmeri se 13,7 g Na;HPO4¢2H>0 i 4,0 g NaH2PO4*2H20. Prenesu se u ¢asu
od 1000 ml i rastvore u 900 ml destilovane vode. Izmeri se pH vrednost dobijenog
rastvora i podesi na pH=7,4 dodavanjem 0,1 M rastvora NaOH. Vrednost na pH-
metru se ocitava sa ta¢nos¢u od +0,002. Nakon toga se sadrzaj u ¢asi dopuni
destilovanom vodom do crte.

b) Priprema rastvora ispitivane supstance

Odmeri se oko 1 mg ispitivanog jedinjenja, prenese se u epruvetu i rastvori
u 5 ml fosfatnog pufera pH=7,4 na ultazvu¢nom kupatilu u trajanju od 15 minuta
na sobnoj temperaturi. Dobijena suspenzija se centrifugira tokom 15 min na 3000
obrtaja/min i supernatant se uzima za dalje ispitivanje.

1 ml supernatanta (zasicen rastvor ispitivanog jedinjenja) prenese se u
staklenu vialu i u rastvor se doda ista zapremina (1 ml) nepolarne faze n-
oktanola. Viale se dobro zatvore. Postave se na mehanicki Sejker i to u
horizontalnom poloZaju. Sadrzaj u vialama se mesa na Sejkeru tokom 2 sata.
Nakon toga se viale usprave i ostave tako tokom 24 sata kako bi doslo do
potpunog odvajanja polarne i nepolarne faze.

Particioni koeficijent se izracunava na osnovu jednacine (1) iz poglavlja 1.4.1.
Koncentracija ispitivanih jedinjenja odreduje se primenom UHPLC-MS metode.
Maseno-spektrometrijska analiza (MS analiza) radena je u pozitivnom modu
primenom metode pracenja odabrane jonske tranzicije selektovanog jona (SRM)

za derivate 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i
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primenom metode pracenja pojedina¢nog jona (SIM) za derivate 1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske  kiseline  (tabela  3.6).

Rezolucija masenog analizatora podesena je na 0,7 Da.

Tabela 3.6: MS uslovi detekcije sa m/z odnosima

0
N— (CHz)n
OR S)
Ispitivano jedinjenje R n m/z
EDCP H 2 369—152"
369—198"
DM-EDCP CHs 2 397—-212"
DE-EDCP CoHs 2 425—198"
425—226"
DP-EDCP CsHy 2 453—240"
DB-EDCP CsHo 2 481—-254"
DIB-EDCP C4Ho 2 481—254"
PDCP H 3 383"
DM-PDCP CHs 3 411"
DE-PDCP CoHs 3 438™
DP-PDCP CsHy 3 467"
DB-PDCP CaHoy 3 495™
DIB-PDCP CaHpy 3 495™
DPE-PDCP CsHn 3 523"
DIPE-PDCP CsHn 3 523"

*Selected reaction monitoring (SRM); **Single ion monitoring (SIM)
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3.3.2.2 Odpredivanje hromatografskih parametara lipofilnosti primenom

UHPLC/MS metode

3.3.2.2.1 Priprema rastvora
a) Rastvor derivata 1,2-etandiamina

Za svako od ispitivanih jedinjenja odmeri se oko 1 mg supstance, prenese u
staklenu kivetu i rastvori sa 1 ml DMSO na ultazvu¢nom kupatilu u trajanju od
15 minuta na sobnoj temperaturi. Od pripremljenog rastvora odmeri se 50 pl i
prenese u odmerni sud od 5 ml. Doda se 2,5 ml pufera pH=7,4 izmesa sadrZzaj na
ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi i dopuni
puferom pH=7,4 do crte. Od dobijenog rastvora ispitivane supstance odmeri se
100 pl i prenese u staklenu vialu u koju se doda jos 900 ul DMSO. Na isti nacin se
postupi sa svim ispitivanim supstancama. U istoj viali se sakupe rastvori svih
ispitanih jedinjenja iz grupe derivata 1,2-etandiamina.
b) Rastvor derivata 1,3-propandiamina
Za svako od ispitivanih jedinjenja odmeri se oko 1 mg supstance, prenese u
staklenu kivetu i rastvori sa 1 ml DMSO na ultazvu¢nom kupatilu u trajanju od
15 minuta na sobnoj temperaturi. Od pripremljenog rastvora odmeri se 50 pl i
prenese u odmerni sud od 5 ml. Doda se 2,5 ml pufera pH=7,4 izmeSa sadrZaj na
ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi i dopuni
puferom pH=7,4 do crte. Od dobijenog rastvora ispitivane supstance odmeri se
100 pl i prenese u staklenu vialu u koju se doda jos 900 pl DMSO. Na isti nacin se
postupi sa svim ispitivanim supstancama. U istoj viali se sakupe rastvori svih

ispitanih jedinjenja iz grupe derivata 1,3-propandiamina.
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3.3.2.2.2 Odredivanje hromatografskog parametra logk metodom izokratskog
eluiranja

Rastvori derivata 1,2-etandiamina koji su u prvoj viali i rastvori derivata 1,3-
ropandiamina koji su u drugoj viali analiziraju se primenom UHPLC-MS metode
uz 6 razli¢itih sastava mobilne faze:

= pufer A:pufer B = 10:90; 20:80; 30:70; 35:65; 40:60 i 50:50 (v/v).

Za svaki od navedenih sastava mobilne faze rastvori iz obe viale injektuju se
po tri puta.

Za svako od ispitivanih jedinjenja evidentira se retenciono vreme.

Vrednost hromatografskog parametra logk izracunava se na osnovu
jednacine (2) iz poglavlja 1.4.1, odnosno na osnovu vrednosti retencionih

vremena tr dobijenih eluiranjem ispitivanih jedinjenja.

3.3.2.2.3 Odredivanje hromatografskog parametra CHI metodom
gradijentnog eluiranja

Eluiranje ispitivanih jedinjenja dobija se menjanjem udela pufera A i pufera
B u sastavu mobilne faze na slede¢i naci: tokom prvih 15 minuta linearno raste
udeo organske faze (pufer B) od 5 % do 95 %, a potom u periodu 17,20 - 20 minuta
linearno opada udeo pufera B u sastavu mobilne faze do 40 %.

Vrednosti hromatografskih parametara CHI i ¢o izracunavaju se na osnovu
jednacina (3) i (4) iz poglavlja 1.4.1. primenom UHPLC/MS metode i maseno-
spektrometrijskih uslova datih u tabeli 3.6.

3.3.3 Razvoj i validacija matematickog modela

Na osnovu rezultata dobijenih primenom obe metode, odnosno na osnovu
vrednosti particionog koeficijenta ispitivanih jedinjenja dobijenog metodom
muckanja i izracunatih vrednosti hromatografskih parametara, razvija se
matemati¢ki model za predvidanje vrednosti particionog koeficijenta (logP) za
nove derivate i potencijalne metabolite ispitivanih jedinjenja na osnovu

hromatografskih parametara.
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Validacija matematickog modela vrsi se primenom leave-one-out tehnike.
Prediktivna mo¢ razvijenog modela ocenjuje se na osnovu vrednosti
validacionog parametra Q? - unakrsni validacioni koeficijent (Q? < 1) i parametra
PRESS (prediktivna rezidualna suma kvadrata).

Validacioni parametri PRESS i Q?izrac¢unavaju se na osnovu jednacina:

n

PRESS = 2 (vi-§i)? (11)

i=1

yi — eksperimentalni odgovor;
i/ - predikcija odgovora na osnovu modela definisanog kada se i-ti uzorak izbaci

iz trening seta
TSS=ZX (vi-y)? (12)
i=1

y - srednja vrednost eksperimentalnih vrednosti.

Q2=1 - PRESS/TSS; (13)
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3.4 PERMEABILNOST DERIVATA 1,2-ETANDIAMINA 1 1,3-
PROPANDIAMINA
Permeabilnost ispitivanih supstanci procenjena je primenom PAMPA
metode na vestackim membranama koje simuliraju gastrointestinalni trakt (GIT)

i krvno-mozdanu barijeru (BBB).

3.4.1 Priprema rastvora

Rastvor pufera pH=7,4 pripremi se na nac¢in opisan pod tackom 3.3.1.1.a)

Donorski rastvor

Odmeri se oko 1 mg ispitivane supstance i prenese u staklenu vialu. Doda se
1 ml dimetilsulfoksida (DMSO) i rastvori na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od
15 minuta na sobnoj temperaturi. Od pripremljenog rastvora odmeri se 50 pl i
prenese u odmerni sud od 5 ml. Doda se 2,5 ml pufera pH=7,4. Sadrzaj se izmesa
na ultrazvuénom kupatilu u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi i dopuni
puferom pH=7,4 do crte.

Akceptorski rastvor

Pripremi se 1% rastvor DMSO u fosfathom puferu pH 7,4 (v/v).

3.4.2 Izvodenje PAMPA testa

Za izvodenje PAMPA testa koriste se hidrofobne polivinilidenfluoridne
mikrofiltracione ploce sa 96 odeljaka MultiScreenTM HTS (Millipore, Francuska).

Vestatka membrana koja imitira membranu GIT-a predstavlja 1% rastvor
lecitina u dodekanu (w/v).

Vestacka membrana koja imitira krvno-mozdanu barijeru predstavlja 1%
rastvor svinjskih polarnih lipida mozga u dodekanu (w/v).

Vestacka membrana se formira nanoSenjem po 5 ul odgovarajuceg rastvora
(za GIT ili za BBB) na dno svakog odeljka donorske ploce. Plo¢e pripremljene na
opisani nacin ostave se 60 min na sobnoj temperaturi do potpunog uparavanja

nanetog rastvora.
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U akceptorske odeljke nanese se automatskom pipetom po 400 pul
akceptorskog rastvora. Potom se u donorske odeljke nanese automatskom
pipetom po 300 pl donorskog rastvora ispitivane supstance. Filtraciona povrsina
je 0,28 cm?.

Pripremljene ploce sa nanetim akceptorskim i donorskim rastvorima ostave
se da stoje na sobnoj temperaturi narednih 16 sati.

Nakon zavrsetka inkubacije, koncentracije ispitivanih supstanci u donorskim
i akceptorskim odeljcima odreduju se primenom UHPLC/MS metode. Svaka

supstanca analizirana je u triplikatu.
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3.5 IN SILICO BIOFARMACEUTSKA KARAKTERIZACIJA
DERIVATA 1,2-ETANDIAMINA 11,3-PROPANDIAMINA
In silico karakterizacija ispitivanih supstanci izvodi se uz pomoc¢ rac¢unarskih
programa.
Strukture svih ispitivanih jedinjenja nacrtane su u ra¢unarskom programu
ChemBioDraw Ultra 12.0, optimizovane u ra¢unarskom programu ChemBio3D

Ultra 12.0 primenom MMP2 minimizacije energije i sacuvane u mol-formatu.

3.5.1 Predvidanje primenom Metabolizer-a
Primenom racunarskog programa Metabolizer dobijene su strukture
najverovatnijih metabolita i dominantni metaboli¢ki putevi. Program predvida

proizvode prve faze metabolizma ispitivanog jedinjenja.

3.5.2 Predvidanje primenom ADME(T) predictor-a
ADMET osobine (apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija,

toksi¢nost) odredene su primenom ADME(T) Predictor v. 6.5 software.

3.5.3 Predvidanje primenom molekulskog docking-a

Za predvidanje molekulskog mehanizma dejstva i interakcije ispitivanih
supstanci sa ciljnim mestima koristi se AutoDock Vina za Windows, MGLTools
(AutoDock Tools-ADT), Discovery Studio Visualizer (DS), Python 3.4.3 i Open Babel.

AutoDock Vina kombinuje saznanja potencijalnih i empirijski dobijenih
rezultata, ¢cime se obezbeduje ta¢nost i pouzdanost dobijenih rezultata.

Strukture ciljnih mesta (receptori, enzimi i druge proteinske strukture) i
liganada za docking proracune pripremaju se primenom AutoDockTools 1.5.6
(ADT).161

Struktura ciljnog mesta u kompleksu sa ligandom preuzima se kao PDB fajl
sa Protein Data Bank stranice i priprema se u rac¢unarskom programu AutoDock
Vina koriste¢i AutoDock Vina docking protokol.162 Ciljno mesto se sa¢uva u PDBQT

formatu.
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Ciljna mesta za izvodenje docking-studije biraju se na osnovu podataka iz
literature, koji govore o ostvarivanju citotoksi¢nog i antiproliferativnog dejstva
dostupnih terapeutika, kao i na osnovu rezultata prethodno izvedenih in vitro
studija na celijskim linijama (celijska linija akutne promijelocitne leukemije HL-
60 i celijska linija humanog glioma U251 su se pokazale kao najosetljivije na
citotoksi¢no delovanje novosintetisanih supstanci).

Ciljno mesto moZe biti receptor, enzim ili neka druga proteinska
makromolekula. Receptori mogu biti vezani za membranu ili mogu biti u
citoplazmi.

Ispitivana jedinjenja pripremaju se u AutoDock Vina ra¢unarskom programu,
nakon cega se sacuvaju u PDBQT formatu. I metaboliti predvideni primenom
programa Metabolizer takode se koriste kao ispitivana jedinjenja. Supstanca, koja
je kokristalisala sa ciljnim mestom preuzetim kao PDB fajl sa Protein Data Bank
stranice, oznacava se kao ligand.

Pozicioniranje liganda i ciljnog mesta: mreZa u kojoj ¢e se vrsiti docking
izra¢unavanje za ispitivane supstance (grid box), centrira se na ligand koji je
kokristalisao sa ciljnim mestom, a razmak izmedu linija u mreZi je 1 A (Spacing
angstroms). Koordinate koje se generiSu se sacuvaju i koriste za docking
izratunavanje (docking studiju) ispitivanih supstanci. Broj ta¢aka na x, y i z osi
podesi se na nacin da ne prelazi 20. Nakon obrade u AutoDock-u, za svako
ispitivano jedinjenje kreira se log fajl sa energijama i out.pdbqt fajl sa
konformacijama. Za svako ispitivano jedinjenje generise se 9 konformacionih
poloZzaja i najbolja konformacija se odreduje na osnovu najviSeg afiniteta
vezivanja (binding affinity).

Validacija docking studije

Validacija izvedene docking studije vrsi se poredenjem konformacije liganda
iz kokristala sa ciljnim mestom (koja je odredena primenom X-ray difrakcije) sa
konformacijom iz docking prora¢una (dokovana poza). Prilikom poredenja
izratunava se prosecna udaljenost izmedu ove dve konformacije, odnosno

RMSD vrednost (eng. Root mean square deviation).
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Udaljenost se odreduje na osnovu koordinata alfa-C atoma, koje su karakteristika
tercijarne strukture proteina. Vrednost RMSD izrazava se putem merne jedinice
Angstréma (A) i iznosi 1010 m. RMSD vrednost treba da bude manja od 2 A.
Racunanje RMSD vrednosti vrsi se primenom Discovery Studio Visualizer v4.1.

Ciljna mesta u interakciji sa kojima ispitivane supstance pokazuju najveci
afinitet vezivanja (binding affinity < - 8 kcal/mol) uz zadovoljavaju¢u vrednost
validacionog parametra (RMSD < 2 A) prikazana su u tabeli 3.8.

Interakcije ispitivanih supstanci i predvidenih metabolita sa ciljnim mestima,
koje su pokazale najvisi afinitet vezivanja, vizuelizovane su primenom
ra¢unarskog programa Discovery Studio Visualizer v4.1. Istovremeno, sa ciljem
poredenja broja i vrste interakcija, uradena je vizuelizacija i interakcije liganda i

ciljnog mesta iz kokristalografske strukture.
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Tabela 3.8:

Ciljna mesta za koja su ispitivane supstance pokazale najveci

afinitet vezivanja

PDB kod Receptor
Signalni put
3IK3
2HYY
10PK Proto-onkogen tirozin kinaze
3CS9
3MS9
4R5Y Serin/treonin protein kinaza B-raf
3096 AKT1 (protein kinaza kod glioma)
3HEC
Mitogen-aktivirana protein kinaza 14 (P38)
3BV2
2QYQ Humani raf kinaza inhibitorni protein (rkip)
30G7 B-Raf Kinaza V600E
4XEO Alanin-tRNA ligaza
Matriks-metaloproteaze
2JIH ADAMTS-1
1RMZ Makrofagne metaloelastaze
1GKD
1GKC Matriks-metaloproteaza MMP 9
5CUH
Mitohondrijalni put apoptoze
1M6I
AIF
4BV6
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41 RAZVOJIVALIDACIJA BIOANALITICKE METODE ZA
ODREDIVAN]JE DIETIL ESTRA 1,2-ETANDIAMIN-N,N'-DI-2-(3-
CIKLOHEKSIL)PROPANSKE KISELINE I ODGOVARAJUCE
KISELINE KAO POTENCIJALNOG METABOLITA

Razvijena i validirana bioanaliticka metoda prikazana u ovoj doktorskoj
disertaciji je nova metoda za kvalitativhu i kvantitativhu analizu ispitivanih
supstanci u bioloSkom materijalu: te¢na hromatografija pod ultra-visokim
pritiskom u sprezi sa masenom spektrometrijom (UHPLC-ESI-MS/MS). Pored
razvoja i validacije nove UHPLC-ESI-MS/MS metode, u ovom poglavlju ¢e biti
predstavljena i odabrana metoda ekstrakcije ispitivanih supstanci iz bioloskog
materijala, kao i transfer metode, kojim je pokazana primena u drugoj
laboratoriji.

Za svih 14 ispitivanih supstanci je nakon sinteze NMR-analizom i
mikroanalizom (elementalni sastav) utvrdeno da u potpunosti odgovaraju
pretpostavljenom sastavu.

Ispitivane supstance su novosintetisane i u literaturi je pronaden samo jedan
podatak o njihovim fizicko-hemijskim karakteristikama - wu ranijim
istrazivanjima odredena je njihova rastvorljivost u dimetilsulfoksidu (DMSO).
Etil-estar (DE-EDCP) imao je najvecu rastvorljivost ~10 mg/ml na 25 °C u
poredenju sa ostalim estrima, cija je rastvorljivost iznosila ~ 5-6 mg/ml na 35-45
°C.38 Takode, u literaturi se moZe naci da je za novosintetisane supstance derivate
1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i 1,3-propandiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline pokazana citotoksi¢na aktivnost u in
vitro ispitivanjima na éelijskim linijama.l? Kao najpotentnija medu ispitivanim
supstancama  pokazala se (5,5)-O,0-dietil-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanoat dihidrohlorid (DE-EDCP).1
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Kako bi se sa in vitro ispitivanja na celijskim linijama preslo na in vivo
ispitivanja, odnosno, na pretklinicka ispitivanja na odabranim animalnim
modelima sa ciljem odredivanja farmakokinetickog profila i toksi¢nosti
jedinjenja, bilo je potrebno razviti bioanaliticku metodu za pracenje DE-EDCP i
(5,S)-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (EDCP) kao njenog
potencijalnog metabolita.

Ispitivane supstance ne poseduju hromofore i imaju nizak molarni
apsorpcioni koeficijent. Odreden je maksimum apsorpcije (A\) i molarna
apsorptivnost (a) za ispitivanu supstancu DE-EDCP i odabrani interni standard
(5,5)-0,0-dibutil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil) propanoat
dihidrohlorid (DB-PDCP):

= DE-EDCP: A =209 nm; a = 0.127 dm3cm-mol-!

= DB-PDCP: A = 215 nm; a = 0.085 dm3cmmol-1.

Ispitivane supstance ne mogu biti detektovane UV /VIS spektrofotometrom
te je zbog navedenog upotrebljena masena spektrometrija. Drugi razlog
koriS¢enja masene spektrometrije je izuzetno velika osetljivost masenog
detektora, tj. mogucnost kvantifikacije niskih koncentracija, $to je znacajno
imajudi u vidu da su lekovite supstance u bioloskim materijalima prisutne u
niskim koncentracijama.

Interni standard (DB-PDCP) izabran je na osnovu sli¢nosti u strukturi sa
ispitivanim jedinjenjima. Vrlo mali broj lekovitih supstanci ima u svojoj strukturi
etandiaminsku strukturu. Pretrazivanjem literature i baza podataka nadeno je da
etambutol poseduje etandiaminsku strukturu. Tako je i sastav mobilne faze
izabran na osnovu dostupnih podataka za kvantitativnu analizu etambutola.'®?

Mobilnu fazu ¢ine dva pufera:
= Pufer A: amonijum-acetat (5 mM) - trifluorosircetna kiselina (99,9:0,1 v/v) i
= Pufer B: metanol - trifluorosiréetna kiselina (99,9:0,1 v/v)

Primenom gradijenta postignuto je zadovoljavajuce razdvajanje aktivnih

supstanci unutar 6 minuta trajanja run-a.
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Retenciona vremena ispitivanih supstanci su: tepcp =2,65 min, tperepce

= 3,30 min i t;s= 3,53 min. Dobijeni hromatogram prikazan je na slici 4.1.
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Slika 4.1: Hromatogram ispitivanih supstanci

Detekcija i kvantifikacija ispitivanih supstanci uradena je na osnovu sledec¢ih

masenih tranzicija:

= DE-EDCP (m/z 425,2 — 197,8; 226,1), EDCP (m/z 369,2 — 152,1,198,1) i
= DB-PDCP (m/z 495,3 — 166,1;, 268,1).

Fragmentacija dobijena predloZzenom metodom pracenja odabrane reakcije

(SRM) i dobijene strukture jonskih fragmenata date su na slikama 4.2-4.4.

U MS-MS spektru vidi se dominacija sledecih jonskih fragmenata:

= m/z=226 za DE-EDCP i
= m/z=268 za DB-PDCP

koji su rezultat gubitka estra 2-amino-3-cikloheksil propanske kiseline na jednoj

strani molekula (slike 4.2-4.4).
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Jonski fragmenti m/z=197 za DE-EDCP i m/z=211 za DB-PDCP nastaju
istovremenim gubitkom alkoksi grupe sa jedne strane i gubitkom estra 3-
cikloheksil propanske kiseline sa druge strane obe molekule.

Cepanje C-C veze unutar 1,3-propandiaminskog mosta je specifi¢na reakcija
za DB-PDCP (slika 4.4) kojom nastaju dva jonska fragmenta: m/z=254 i
m/z=168. Sli¢na fragmentacija javlja se i kod jedinjenja DE-EDCP i EDCP, ali uz
dodatno cepanje etoksikarbonil-, odnosno, karboksilne grupe do jonskog
fragmenta m/z=152 (slika 4.214.3).

Jonski fragmenti (¢erke joni) m/z=351 i m/z=323 formiraju se cepanjem
etoksikarbonil-, odnosno, karboksilne grupe samo na jednoj strani jedinjenja DE-

EDCP, odnosno EDCP (slika 4.2 1 4.3).

(0]

H +
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/\O ~_— .
N *cH
/\o \/\N/
N
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100.0% \
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H 10.2%
N o
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m/z = 152
29.5% m/z =197

28.7%

Slika 4.2: Fragmentacija ispitivane supstance DE-EDCP
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Slika 4.4: Fragmentacija internog standarda DB-PDCP
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4.1.1 Procena validacionih parametara UHPLC-ESI-MS/MS metode u
odsustvu bioloskog matriksa
Pre pocetka validacije predloZene bioanaliticke metode, uradena je validacija
predlozene metode u odsustvu bioloskog matriksa i sa rastvorom ispitivanih
supstanci u metanolu. U nastavku su prikazane dobijene vrednosti validacionih
parametara.

Tabela 4.1: Parametri linearnosti metode

Parametri linearnosti DE-EDCP EDCP

Koncentracioni opseg 2,0 - 40,0 ng/ml 0,5-10,0 pg/ml

Jednacina linearne
y=0,0454 *x + 0,0864 y=0,158*x - 0,0415
krive

Koeficijent korelacije 72=0,9981; r=0,999 r2=0,996, r=0,998

gde y predstavlja odnos povrsine pika ispitivane supstance i internog standarda,
a x predstavlja deklarisane koncentracije ispitivane supstance u rastvoru.
Prikazan koeficijent korelacije (r) visi je od 0,99 na osnovu cega je pokazano da je
predlozena metoda linearna u posmatranom koncentracionom opsegu.
Kalibracione krive za ispitivane supstance DE-EDCP i EDCP date su na slikama

4.514.6.
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Slika 4.5: Kalibraciona kriva supstance DE-EDCP
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Slika 4.6: Kalibraciona kriva supstance EDCP

Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limiti detekcije i limiti kvantifikacije za supstance EDCP i DE-EDCP odredivani
su analizom odnosa signal/$um. Dobijene vrednosti ovih limita prikazane su u
Tabeli 4.2.

Tabela 4.2: Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) ispitivanih

supstanci
Supstanca LOD LOQ
EDCP 0,16 pg/ml 0,50 pg/ml
DE-EDCP 0,66 ng/ml 2,00 ng/ml

Tacnost i preciznost

Za ispitivanje tacnosti i preciznosti upotrebljeni su rastvori kontrolnih uzoraka
(QC) prikazani u tabeli 4.3. Za svaki koncentracioni nivo napravljeno je

nezavisno po 4 rastvora. Uzorci su ispitivani u tri dana.
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Tabela 4.3. Rezultati za tacnost i preciznost za ispitivane supstance

Koncentracija Tacnost Preciznost
(ug/ml) Within-run  Between-run  Within-run  Between-run
RE (%) RE (%) CV (%) CV (%)
EDCP
0,50 +2,94 +12,67 13,36 15,50
1,25 +8,37 +7,73 9,10 7,02
3,75 +13,50 +2,40 6,09 10,40
7,50 +1,48 +9,98 13,39 13,83
DE-EDCP
2 +10,50 -16,00 13,36 18,07
5 -5,21 +4,40 6,17 8,51
15 +0,01 +0,62 3,31 3,29
30 -2,95 -3,46 9,18 10,03

Sva odstupanja od deklarisanih koncentracija manja su od +15 % za QC uzorke,

odnosno od +20 % za LOQ uzorak. Koeficijent varijacije (CV) za sve QC uzorke

manji je od 15 %, odnosno, za LOQ uzorke maniji je od 20 %. Moze se zakljuciti

da predloZena metoda za kvalitativhu i kvantitativhu analizu ispitivanih

supstanci DE-EDCP i EDCP ima zadovoljavaju¢u ta¢nost i preciznost.

Nakon sto je pokazano da su primenom predlozene UHPLC-ESI-MS/MS

metode dobijene vrednosti validacionih parametara prihvatljive u odnosu na

definisane granice vaZedim smernicama, preslo se na razvoj ekstrakcije

ispitivanih supstanci iz bioloSkog materijala.
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4.1.2 Ekstrakcija analita iz bioloskog materijala

Odabir nacina ekstrakcije ispitivanih supstanci zavisi od vise faktora, a pre
svega od njihovih fizi¢ko-hemijskih karakteristika. U procesu razvoja optimalnih
eksperimentalnih uslova za ekstrakciju DE-EDCP i EDCP iz bioloskog materijala
trebalo je uzeti u razmatranje sledece:
= Analizirana supstanca DE-EDCP je dietil estar, dok je EDCP dikarboksilna

kiselina nastala hidrolizom estarskih funkcionalnih grupa. Ispitivane

supstance su razlic¢ite polarnosti.

= Pored razli¢ite polarnosti, prisutna je nestabilnost estara, odnosno
mogucnost hidrolize estarskih funkcionalnih grupa i u kiseloj i u baznoj
sredini. Takode, u biosredini pod dejstvom specifi¢cnih i nespecifi¢nih
esteraza dolazi do hidrolize estarskih funkcionalnih grupa u relativno
kratkom vremenu.

= Bilo je potrebno prevazici i efekat vezivanja ispitivanih supstanci za proteine
plazme.

Tokom razvoja ekstrakcije ustanovljen je korak dodavanja 5 mM NaF1¢0,
Natrijum-fluorid blokira specifi¢ne i nespecificne esteraze, ¢ime se sprecava
hidroliza estarskih funkcionalnih grupa ispitivane supstance tokom obrade
bioloskog materijala. NaF se dodaje komercijalnom serumu pre spajkovanja.

Tokom razvoja ekstrakcije ispitana je i moguénost primene ¢vrsto-te¢ne
ekstrakcije uz SPE kolonu. Metoda je testirana primenom baznih i kiselih rastvora
za ispiranje i eluiranje, kao i primenom razlic¢itih vrsta SPE kolona (Strata X-C,
Phoenomenex i OASIS HLB, Waters), ali je dobijena vrednost za recovery bila
ispod 50 %. Tokom testiranja SPE ekstrakcije, vezivanje ispitivane supstance za
proteine plazme isklju¢eno je dodavanjem 0,1 M rastvora ZnSOs sa ciljem
povecanja prinosa, odnosno vrednosti za recovery, ali ni ovaj korak nije doveo do
boljeg stepena ekstrakcije ispitivanih supstanci iz bioloSkog materijala.

Ispitana je i mogucénost primene metode tec¢no-te¢ne ekstrakcije (LLE).

Upotrebljeni su razliciti organski rastvaraci: dietil etar, hloroform, acetonitril.
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Nivo ekstrahovanih ispitivanih supstanci DE-EDCP i EDCP nije bio
zadovoljavajudi. Razli¢ita polarnost ispitivanih supstanci jedan je od razloga za
navedeno. Pored toga LLE iziskuje i viSe vremena za izvodenje.

Odabrana metoda za ekstrakciju ispitivanih supstanci iz bioloskog materijala
je ekstrakcija precipitacijom proteina i to primenom pet zapremina acetonitrila
(ACN) i ultracentrifugiranjem na niskoj temperaturi.®® Vezivanje za proteine
plazme eliminisano je optimizacijom duzine mesanja uzorka na vortex-mesalici.
Odredena je duzina meSanja u trajanju od 1 minuta. ProduZetak ovog perioda
rezultuje gubitkom linearnosti. Ispitana je mogucnost primene metanola umesto
ACN zbog ekonomskih razloga, ali primenom ACN dobija se bolja vrednost za

recovery i dobijeni supernatant je ¢istiji.

4.1.3 Validacija UHPLC-ESI-MS/MS bioanaliticke metode

Razvijena bioanaliticka metoda za kvalitativnu i kvantitativhu analizu
ispitivane supstance DE-EDCP i njenog metabolita EDCP iz seruma misa
validirana je ispitivanjem slede¢ih validacionih parametara: selektivnost,
linearnost, tacnost, preciznost, limit kvantifikacije, recovery, efekat matriksa i
stabilnost rastvora ispitivanih supstanci.
Selektivnost
Pokazana je visoka selektivnost metode. Na hromatogramima slepe probe
dobijenim od 6 razli¢itih praznih bioloskih matriksa nisu pokazani pikovi
endogenih supstanci na retencionim vremenima ispitivanih supstanci i internog
standarda. Rastvor slepe probe sadrZzavao je sve komponente kao ispitivani
rastvor osim analiziranih supstanci EDCP, DE-EDCP i DB-PDCP (IS).

Hromatogram slepe probe prikazan je na slici 4.7.
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Slika 4.7. Hromatogram slepe probe

Linearnost kalibracione krive
Linearna zavisnost povrsine pika i deklarisane koncentracije analita ispitana je u
koncentracionom opsegu prikazanom u tabeli 4.4.

Tabela 4.4: Parametri linearnosti bioanaliticke metode

Parametri linearnosti DE-EDCP EDCP
Koncentracioni opseg 0,18 - 3,64 ng/ml 0,045 - 0,91 pg/ml
Jednacina linearne krive y=0,0461+x+0,0895 y=0,1527+x+0,0045
Koeficijent korelacije r2=0,9956; r=0,998 r2=0,9974; r=0,999

gde y predstavlja odnos povrsine pika ispitivane supstance i internog standarda,
a x predstavlja deklarisane koncentracije ispitivane supstance u serumu misa.
Prikazan koeficijent korelacije (r) visi je od 0,99 na osnovu cega je pokazano da je
UHPLC-ESI-MS/MS  bioanaliticka metoda linearna u posmatranom

koncentracionom opsegu.
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Slika 4.8: Linearna regresiona jednacina i kriva za DE-EDCP
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Slika 4.9: Linearna regresiona jednacina i kriva za EDCP
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Tacnost i preciznost

Tabela 4.5 sadrZi pregled vrednosti statistickih parametara kojima se ocenjuje

tacnost i preciznost predlozene UHPLC-ESI-MS/MS bioanaliticke metode.

Rezultati su dobijeni analizom kontrolnih uzoraka (QC) u 4 koncentracije i u 6

replikata. Koeficijent varijacije za ocenu preciznosti metode (%CV) i relativna

greska za procenu tacnosti metode (%RE) kre¢u se u rasponu 3,5% - 16,0%,

odnosno 1,8% - 14,4 %, na osnovu cega je zaklju¢eno da predlozena UHPLC-ESI-

MS/MS bioanaliticka metoda ima zadovoljavajucu ta¢nost i preciznost.

Tabela 4.5: Preciznost (%CV) i ta¢nost (%RE) za DE-EDCP i EDCP

DE-EDCP
Deklarisana Izmerena
Recovery

koncentracija koncentracija CV (%) RE (%) )

0
(ng/ml) (ng/ml)
0,18 - LLOQ 0,17 £0,6 15,99 3,0 90
0,45 0,51 £1,0 13,68 12,6 97
1,36 1,44 £0,4 2,25 6,3 92
2,73 2,78 £1,1 3,49 1,8 99

EDCP
Deklarisana Izmerena
Recovery

koncentracija koncentracija CV (%) RE (%) )

0
(ng /ml) (ng /ml)
0,045 - LLOQ 0,054 +0,1 5,58 6,1 76
0,11 0,11 £0,1 4,43 2,4 101
0,34 0,33 £0,2 5,32 -3,2 98
0,41 0,35 £0,3 4,01 -14,4 106
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Recovery %

U tabeli 4.5. prikazane su vrednosti validacionog parametra Recovery, dobijene
kvantitativnom analizom QC u sve 4 koncentracije. Recovery je u opsegu 90% -
99% za ispitivanu supstancu DE-EDCP, odnosno, u opsegu 76% - 106% za

ispitivanu supstancu EDCP. Za interni standard vrednost recovery-a je 98%.

Donji limit kvantifikacije (LLOQ)

Donji limit kvantifikacije je najmanja koncentracija koju je predloZenom UHPLC-
ESI-MS/MS bioanalitickom metodom moguce kvantifikovati sa odgovaraju¢om
ta¢noscu i preciznoséu. Ujedno, LLOQ je i najniza tacka na kalibracionoj krivoj.
Za ispitivanu supstancu DE-EDCP vrednost za LLOQ je 0,18 ng/ml, dok je za
ispitivanu supstancu EDCP 0,045 pg/ml. Navedene koncentracije odredene su
sa ta¢noscu koja je unutar opsega +15 % i sa preciznos¢u od 16 % u odnosu na
deklarisanu koncentraciju, $to je prihvatljivo u odnosu na definisane granice

vazedéim smernicama.

Uticaj matriksa

Za svaku ispitivanu supstancu i interni standard racuna se faktor matriksa (MF)
koji predstavlja odnos povrsine pikova dobijenih analizom matriksa, koji je
podrvgnut postupku ekstrakcije pa tek onda opterecen ispitivanim supstancama
u niskoj i visokoj koncentraciji i matriksa koji je bez prethodne obrade opterecen
istim koncentracijama. Izracunat efekat matriksa krece se u opsegu 95,5-108,2%.
Iz navedenog je izveden zaklju¢ak da upotrebljeni i testirani bioloski matriks -
serum od miSa ima zanemarljiv uticaj na supresiju jona ili na povecanje jona pod

definisanim uslovima predlozene UHPLC-ESI-MS/MS bioanaliticke metode.
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Stabilnost

Rezultati dobijeni analizom stabilnosti rastvora ispitivanih supstanci i rastvora

internog standarda pokazuju sledece:

= Osnovni rastvori DE-EDCP, EDCP i IS u metanolu stabilni su na sobnoj
temperaturi, na temperaturama 5°C i -20°C tokom 7 dana;

= Radni rastvori DE-EDCP, EDCP i IS u metanolu stabilni su na sobnoj
temperaturi, na temperaturama 5°C i -20°C tokom 3 dana;

= Supernatanti DE-EDCP, EDCP i IS dobijeni opisanom metodom ekstrakcije iz
bioloskog materijala, stabilni su u autosampler-u tokom 24 sata na temperaturi
od 4°C i svim koncentracijama kalibracionih rastvora.

Sagledavajuci dobijene i prikazane rezultate, odnosno vrednosti ispitanih
validacionih parametara, zakljuceno je da je razvijena i validirana predloZena
bioanaliticka metoda - hromatografija pod ultravisokim pritiskom u sprezi sa
masenom spektrometrijom (UHPLC-ESI-MS/MS) primenjiva za pretklinicka
ispitivanja novosintetisanih supstanci, kao i za njihovu biofarmaceutsku
karakterizaciju primenom in vitro metoda za odredivanje parametara lipofilnosti,

rastvorljivosti i permeabilnosti.

4.1.4 Medulaboratorijski transfer UHPLC-MS/MS metode

Praksa upucuje na potrebu ispitivanja medulaboratorijske ponovljivosti
(reproducibilnosti) bioanaliticke metode. U velikom broju slucajeva, validirane i
publikovane bioanaliticke metode ne mogu biti reprodukovane u drugoj
laboratoriji. Ova ¢injenica predstavlja veliki problem, posebno uzimajuéi u obzir
da se pretklinicka i klini¢ka ispitivanja izvode u viSe razli¢itih centara, odnosno
u razli¢itim laboratorijama. Iz navedenih razloga potrebno je ispitati u sklopu
validacije bianaliticke metode koliko je metoda ponovljiva, kao i rezultati
dobijeni njenom primenom. Ponovljivost treba ispitati u situacijama kada se
promeni analiti¢ar unutar iste laboratorije, kada se promeni oprema i laboratorija

ili i jedno i drugo.
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U ovoj doktorskoj disertaciji je pored razvoja i validacije predlozene UHPLC-
ESI-MS/MS bioanaliticke metode izvrsen i medulaboratorijski transfer, pri ¢emu
je dokazana ponovljivost i robusnost. Transfer je izveden iz laboratorije u kojoj je
metoda razvijena i validirana na Thermo sistemu od strane jednog analiticara
(originalna ili sender laboratorija) u laboratoriju u kojoj se rade biohemijska
ispitivanja i u kojoj je metoda ponovljena i validirana od strane drugog analiti¢ara

na Agilent sistemu (prijemna laboratorija) slika 4.10.

Slika 4.10: Slika originalne laboratorije (gornja) i prijemne laboratorije (donja)
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Validacija prikazane UHPLC-ESI-MS/MS bioanaliticke metode u prijemnoj
laboratoriji uradena je pri hromatografskim uslovima i sa rastvorima koji su
pripremljeni na opisan nacin, kao i u originalnoj laboratoriji. Detekcija
fragmentnih jona vrSena je primenom metode pracenja vise reakcija (MRM)
koristeci sledece jonske tranzicije:
= DE-EDCP: m/z425,2 — 197,81 226,1;
= EDCP: m/z369,3 — 152,11198,1;
= DB-PDCP (IS): m/z 495,3 — 166,0 i 268,1

Na dobijenim hromatogramima uocavaju se sli¢cha retenciona vremena
ispitivanih supstanci i internog standarda na oba primenjena sistema i u obe

laboratorije, kao i njihovo uspesno razdvajanje (slika 4.11)
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Slika 4.11: Paralelni prikaz hromatograma ispitivanih supstanci i internog

standarda dobijenih na Thermo sistemu (levo) i Agilent sistemu (desno)

Ispitani su sledeci validacioni parametri: selektivnost, linearnost, donji limit
kvantifikacije, recovery (%), uticaj matriksa, ta¢nost i preciznost. Uporedni prikaz
vrednosti validacionih parametara dobijenih u originalnoj i prijemnoj laboratoriji
dat je u tabeli 4.6, a dobijenih kalibracionih krivih na slikama 4.12a) za DE-EDCP
i4.12b) za EDCP.
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Tabela 4.6: Vrednosti validacionih parametara za DE-EDCP i EDCP dobijenih na Thermo ACCELA ina Agilent 1290 UHPLC

sistemima

Validacioni Sending laboratory (Thermo ACCELA) Receiving laboratory (Agilent 1290 UHPLC sistem)
parametar DE-EDCP EDCP DE-EDCP EDCP

0,18 - 3,64 ng/ml 0,045 - 0,91 pg/ml 0,45 - 3,64 ng/ml 0,045 - 0,91 pg/ml
Linearnost

y*=0,0461+x+0,0895  y*=0,1527+x+0,0045 y*=64,243 ¢ x+114,54 y**=9322,3x-103,4
kalibracione krive

r=0,9978 r=0,9987 r=0,9983 r=0,9989
LLOQ 0,18 ng/ml 0,045 pg/ml 0,45 ng/ml 0,045 pg/ml
Recovery % 90,0 - 99,3 75,8 -100,3 91,0 - 99,8 77,8 -101,5
Uticaj matriksa 95,5-108,2 % 96,7-109,4 %

15,99 5,58 3,22 4,00

13,68 4,43 3,36 2,05
Preciznost (%CV)

2,25 5,32 3,97 3,95

3,49 4,01 1,87 2,00

3,01 6,06 17,05 -9,93

12,61 -2,41 11,50 -14,52
Tacnost (%RE)

6,30 -3,20 5,20 -13,13

1,80 -14,40 1,73 -14,20

*y predstavlja odnos povrsina pikova analizirane supstance i internog standarda; ** y predstavlja povrsinu pika analizirane supstance
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Slika 4.12a) Uporedni prikaz linearnosti kalibracione krive za DE-EDCP
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Slika 4.12b) Uporedni prikaz linearnosti kalibracione krive za EDCP
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Ponovljivost je ocenjena na osnovu dobijenih vrednosti cross-validacionih
parametara i vrednosti statistickih parametara Passing and Bablok regresione
analize. Cross-validacioni uzorci analizirani su dodatno primenom Passing and
Bablok regresione analize sa ciljem ocene stepena ponovljivosti i transferabilnosti
rezultata kvalitativne i kvantitativne analize dobijenih na dva instrumenta i u
dve laboratorije (tabela 4.7) i slike 4.13 i 4.14. Ocena ponovljivosti vrsi se na
osnovu vrednosti odsecka i vrednosti nagiba krive uz interval poverljivosti (CI).
Interval poverljivosti (CI) od 95% za odsecak i za nagib objasnjavaju da li se
njihove vrednosti razlikuju od 0 (za odsecak) i od 1 (za nagib) slucajno,

dozvoljavajuci zakljucak o ponovljivosti (transferabilnosti) metode.

Tabela 4.7: Vrednosti statistickih parametara Passing and Bablok regresione

analize
Passing and Bablok Ispitivana supstanca
statisticki parametar DE-EDCP EDCP
' Nagib 0,9821 1,0187
| donji 95 %-CI 0,7737 0,9522
| gornji 95%-CI 1,1685 1,1505
* Odsedak 0,0547 0,048
| donji 95 %-CL 5,1662 10,5347
| gornji 95%-CL 3,4285 0,2187
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Slika 4.13: Prikaz ekrana - Passing and Bablok regresiona analiza za DE-EDCP
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Slika 4.14: Prikaz ekrana - Passing and Bablok regresiona analiza za EDCP

Prikazane dobijene vrednosti ispitanih cross-validacionih parametara i
vrednosti statistickih parametara Passing and Bablok regresione analize pokazuju
da je razvijena i validirana UHPLC-MS/MS bioanaliticka metoda uspe$no
ponovljena u drugoj laboratoriji, sa drugim analiticarem i na drugom UHPLC-
MS/MS sistemu. Metoda je ponovljiva i transferibilna, odnosno robusna i moze
se primenjivati u razli¢itim laboratorijama i na razli¢itim UHPLC-MS/MS

sistemima tokom pretklinic¢kih i klini¢kih ispitivanja.
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4.2 RASTVORLJIVOST I LIPOFILNOST DERIVATA 1,2-
ETANDIAMINA 11,3-PROPANDIAMINA

4.21 Rezultati ispitivanja rastvorljivosti

Rastvorljivost ispitivanih supstanci DE-EDCP i EDCP odredena je u vodenim
rastvorima sledec¢ih pH vrednosti: 3, 5, 9 i 12, primenom razvijene i validirane
metode (tabela 4.8).
Tabela 4.8: Eksperimentalno dobijene vrednosti za S i LogS za DE-EDCP i EDCP

DE-EDCP
Koncentracija
Zapremina rastvaraca
pH zasiéenograstvora S (mol/l) LogS
uml po 1 g supstance
(mg/ml)
3 0,255 0,00051  -3,29243 3,9
5 0,021 0,000042 -4,37675 47,6
9 0,104 0,00021 -3,67778 9,6
12 0,023 0,000046 -4,33724 43,5
EDCP
Koncentracija
Zapremina rastvaraca
pH zasi¢enog S (mol/l) LogS
uml po 1 g supstance
rastvora (mg/ml)
3 0,084 0,00019 372125 11,9
5 0,041 0,000093 -4,03152 244
9 0,009 0,00002 -4,69897 1111
12 0,425 0,00096 -3,01773 24

Na osnovu dobijenih vrednosti za obe ispitivane supstance iscrtane su 2 krive
zavisnosti: kriva zavisnosti rastvorljivosti od pH vodenog rastvora i kriva

zavisnosti LogS od pH vodenog rastvora.
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Dobijene krive uporedene su sa odgovaraju¢im krivama, koje su dobijene
primenom ra¢unarskog programa MarvinSketch-a (slike 4.15 - 4.17).

Profil rastvorljivosti kiseline razlikuje se od profila rastvorljivosti estra.
Kiselina (EDCP) zbog prisustva slobodnih karboksilnih grupa i sekundarnih
amina pokazuje razli¢itu krivu zavisnosti rastvorljivosti od pH vodenog
rastvora, nego $to je to kod ispitivane supstance DE-EDCP kod koje su estarskim
vezama blokirane karboksilne grupe.

Kiselina pokazuje najbolju rastvorljivost u izrazito baznoj sredini (slika 4.17).
U izrazito kiseloj sredini pokazuje zadovoljavajucu rastvorljivost, a najslabiju
rastvorljivost kiselina pokazuje u vodenoj sredini ¢iji je pH=7-9.

Za razliku od kiseline, DE-EDCP sa estarskim funkcionalnim grupama i
sekundarnim aminima ima drugaciji profil rastvorljivosti. Najbolju rastvorljivost
pokazuje u izrazito kiseloj sredini, zadovoljavajuc¢u rastvorljivost pokazuje u
vodenom rastvoru ¢iji je pH = 9, a slabu rastvorljivost u vodenom rastvoru
pH=4-6 i u izrazito baznoj sredini (slika 4.15).

Prema Lemke-ovom pravilu navedenom u poglavlju 1.4.1. ispitivane
supstance zadovoljavaju uslov da budu rastvorljive u vodi, jer je kod svih broj

potencijalnih vodoni¢nih veza vedi od broja ugljenikovih atoma.
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Slika 4.15: Kriva zavisnosti S od pH (gornja) i LogS od pH (donja) dobijena na

osnovu eksperimentalnih rezultata za DE-EDCP
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Slika 4.16: Kriva zavisnosti LogS od pH dobijena MarvinSketch-om za DE-EDCP
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Slika 4.17: Kriva zavisnosti S od pH (gornja) i LogS od pH (donja) dobijena na
osnovu eksperimentalnih rezultata za EDCP
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Slika 4.18: Kriva zavisnosti LogS od pH dobijena MarvinSketch-om za EDCP
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Tabela 4.9: : Kriva zavisnosti LogS od pH dobijena MarvinSketch-om
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Na osnovu prikazanih rezultata (tabela 4.9) uocava se da kiseline (EDCP i
PDCP) imaju sli¢ne profile rastvorljivosti. Ujedno i svi prikazani estri imaju slicne
profile rastvorljivosti. Profili pH zavisne rastvorljivosti dobijeni eksperimentalno
i in silico su uporedeni i pokazana je zadovoljavaju¢a podudarnost. Najveca
rastvorljivost kiselina se postiZe u izrazito baznoj i izrazito kiseloj sredini, dok je

rastvorljivost estara povecana u izrazito kiseloj sredini.
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4.2.2 Rezultati ispitivanja lipofilnosti

Nakon razvoja i validacije bioanaliticke metode u daljim istrazivanjima
preslo se na fizicko-hemijsku karakterizaciju svih 14 novosintetisanih supstanci,
za koje je u prethodnim istrazivanjima pokazana antiproliferativna aktivnost.

U sklopu ovog poglavlja prikazani su rezultati ispitivanja lipofilnosti
primenom shake-flask metode i primenom hromatografske metode. Ustanovljena
je zavisnost izmedu vrednosti particionog koeficijenta (logD74) dobijenih
primenom shake-flask metode i hromatografskih parametara (CHI, ¢o) dobijenih
UHPLC-MS metodom, kao i zavisnost izmedu logD74 i retencionog vremena.
Razvijen je matematicki model kojim se mogu predvideti vrednosti particionog
koeficijenta (logD74) za potencijalne metabolite ispitivanih supstanci ili za
novosintetisane supstance iz kategorije derivata (5,5)-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-
(3-cikloheksil)propanske  kiseline i  (5,5)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline.

U skladu sa preporukama Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) Guidelines for the Testing of Chemicals, Test No. 107 and Test
No. 117, shake-flask metoda je adekvatan izbor za odredivanje lipofilnosti
jedinjenja ¢iji particioni koeficijent n-oktanol/voda ima vrednosti u rasponu od -
2 do 4, dok se HPLC metoda moZze primeniti za odredivanje lipofilnosti jedinjenja

¢iji particioni koeficijent n-oktanol/voda ima vrednosti u rasponu od 0 do 6.120

4.2.2.1 Vrednosti particionog koeficijenta (logD74) dobijene primenom shake-
flask metode
Vrednosti particionog koeficijenta LogD74 ispitivanih supstanci odredene su
primenom shake-flaisk metode. Metoda je izvedena u skladu sa OECD
smernicama.!? Polarnu fazu, odnosno vodenu fazu predstavljao je 0,1 M rastvor
natrijum-fosfatnog pufera pH=7,4. Nepolarnu fazu, odnosno organsku fazu
predstavljao je organski rastvara¢ n-oktanol. Svaka od ispitivanih supstanci

rastvarana je u vodenoj fazi do postizanja zasi¢enog rastvora. Potom je u
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staklenoj viali izme$an 1 ml zasi¢enog vodenog rastvora ispitivane supstance sa
1 ml n-oktanola i postupano je na nacin opisan u poglavlju 3.3.1.1.

Nakon sprovedenog postupka, kvantitativna analiza ispitivanih supstanci u
polarnoj i nepolarnoj fazi sistema, uradena je primenom razvijene i validirane
UHPLC/MS-MS metode. Dobijene vrednosti particionog koeficijenta (LogD7,4)
krec¢u se u rasponu 0,03 - 3,40 (tabela 4.10) i pokazuju da lipofilnost supstanci
raste sa produzavanjem alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama. Ujedno,
vrednosti za LogD74 kod derivata 1,3-propandiamina veée su u odnosu na

odgovarajuce analoge 1,2-etandiamina zbog 1C atoma vise u diaminskom mostu.

Tabela 4.10: Vrednost paricionog koefcijenta n-oktanol-voda odreden shake-flask

metodom (logD7.4)

Ispitivana supstanca LogDy7,4 (shake-flask)

EDCP 0,03
DM-EDCP 1,32
DE-EDCP 1,68
DP-EDCP 1,77
DB-EDCP 1,80
DIB-EDCP 2,95
PDCP 0,57
DM-PDCP 1,93
DE-PDCP 2,90
DP-PDCP 3,00
DB-PDCP 3,04
DIB-PDCP 3,15
DPE-PDCP 3,29
DIPE-PDCP 3,40
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4.2.2.2 Vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti dobijene primenom
UHPLC-MS metode
Za odredivanje hromatografskih parametara lipofilnosti primenjena je

metoda izokratskog eluiranja i metoda gradijentnog eluiranja.

4.2.2.2.1 Vrednosti hromatografskog parametra logk dobijene metodom
izokratskog eluiranja

Primenom metode izokratskog eluiranja izra¢unava se retencioni faktor k
(logk). Naziv retencioni proizilazi iz c¢injenice da se navedeni parametar
izratunava na osnovu dobijenog retencionog vremena ispitivane supstance u
primenjenim hromatografskim uslovima (fr) i retencionog vremena mobilne faze
(o) na osnovu jednacine 2 iz poglavlja 1.4.2.

Vrednosti retencionog faktora (logk) za svaku od 14 ispitivanih supstanci
izra¢unate su na osnovu retencionih vremena dobijenih primenom 6 razli¢itih
sastava mobilne faze:
= pufer A:pufer B =10:90; 20:80; 30:70; 35:65; 40:60 i 50:50 (v/v).

Rastvori derivata 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina injektovani su u
triplikatu za svaki od navedenih sastava mobilne faze. Vrednost retencionog
vremena za svaku od ispitivanih supstanci i za svaki od sastava mobilne faze
dobijena je kao prose¢na vrednost iz tri merenja.

Vrednost retencionog parametra logkw dobijena je ekstrapolacijom linearne
krive. Kriva predstavlja zavisnosti izmedu logk i procentualne zastupljenosti
organske faze (metanola) u sastavu mobilne faze (slika 4.19).

Ispitivane supstance: DP-EDCP, DB-EDCP, DIB-EDCP, DB-PDCP, DPE-
PDCP, DIB-PDCP i DIPE-PDCP izuzete su iz merenja retencionog vremena u
uslovima kada je % metanola u mobilnoj fazi bio 50 % iz razloga $to je duzina

run-a bila vise od 150 minuta.
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Tabela 4.11: Vrednosti retencionih vremena ispitivanih supstanci derivata 1,2-

etandiamina metodom izokratskog eluiranja

%

Dol Retenciono vreme tg (min)
u

mobilnoj DE- DB- DIB-

fazi EDCP DM-EDCP EDCP DP-EDCP EDCP EDCP
90% 1,17 1,23 1,24 1,28 1,42 1,42
80% 1,20 1,40 1,61 2,12 3,07 3,07
70% 1,45 2,41 3,60 6,98 15,52 14,96
65% 1,79 3,89 6,91 16,32 43,22 41,32
60 % 2,33 6,51 13,54 38,41 121,35 114,25
50% 5,07 25,49 72,16

Tabela 4.12: Vrednosti retencionih vremena ispitivanih supstanci derivata 1,3-

propandiamina metodom izokratskog eluiranja
%

metanola

Retenciono vreme tg (min)

u

mobilnoj PDCP

DM- DE- DP- DB- DPE- DIB- DIPE-
PDCP PDCP PDCP PDCP PDCP PDCP PDCP

fazi
90% 1,12 1,2 1,21 1,23 1,23 1,28 1,23 1,28
80% 1,22 1,22 1,29 1,50 1,89 2,71 1,89 2,71
70% 1,39 1,64 2,16 3,51 6,78 15,15 6,57 14,48
65% 1,69 217 3,40 6,93 16,74 4540 1596 45,19
60% 222 3,33 6,37 16,25 4793 156,53 45,36 151,45
50% 494 11,17 31,56 117,95
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4.2.2.2.2 Vrednosti hromatografskog parametra CHI dobijene metodom
gradijentnog eluiranja

Metodu gradijentnog eluiranja karakteriSe gradijent mobilne faze koji je
unapred definisan na nacin da % organske faze (metanola, odnosno pufera B)
linearno raste od 5 % do 95 % tokom prvih 15 minuta, a onda da se linearno
smanjuje do 40 % metanola u periodu od 17,20 min do 20 min. Ukupno vreme
run-a je 20 minuta ukljucujuéi i vreme za re-ekvilibraciju kolone.

Od podataka dobijenih primenom metode izokrastkog eluiranja izracunate
su vrednosti za hromatografski parametar @o. Indeks hidrofobnosti (CHI)
izra¢unat je na osnovu vrednosti retencionog vremena ispitivanih supstanci

dobijenih primenom metode gradijentnog eluiranja (Slika 4.20 i 4.21).
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Slika 4.21: Hromatogram derivata 1,3-propandiamina (gradijent)
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Znacajna korelacija postignuta je izmedu vrednosti retencionog vremena (tr)
i vrednosti hromatografskog parametra @o za sve ispitivane supstance (slika 4.22
i 4.23). Na osnovu dobijenih krivi zavisnosti za svaku ispitivanu supstancu

izra¢unat je indeks hidrofobnosti (CHI) (jednacina 4, poglavlje 1.4.2).
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Slika 4.22: Linearna zavisnot ¢o od tr za derivate 1,2-etandiamina
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Slika 4.23: Linearna zavisnot ¢o od tr za derivate 1,3-propandiamina
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Retenciono vreme ispitivanih supstanci DP-EDCP, DB-EDCP, DIB-EDCP,
DB-PDCP, DPE-PDCP, DIB-PDCP i DIPE-PDCP imalo je vrednosti preko 120
minuta, odnosno 150 minuta kada je pri opisanim uslovima gradijentnog
eluiranja uces¢e metanola u mobilnoj fazi bilo 50 %. Za njih je logk izra¢unat na
osnovu ucesé¢a metanola u mobilnoj fazi od 60 %, 65 %, 70 %, 80 % 190 %.

Hromatografski parametri lipofilnosti ispitivanih supstanci logk (izokratsko
eluiranje), logkw, ¢o i CHI (gradijentno eluiranje) dobijeni primenom UHPLC-MS
metode dati su u tabeli 4.13.
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Tabela 4.13: Pregled hromatografskih parametara lipofilnosti ispitivanih supstanci

y=a*x+Db Metoda izokratskog eluiranja Metoda gradijentnog eluiranja
Supstanca

y=logk; x=¢™** logkw™™  -s r2 Po tr CHI
EDCP Y=-0,0431+x+2,639 2,64 0,04 09671 61,23 6,06 61,73
DM-EDCP Y=-0,0562*x+4,0832 4,08 0,06 09880 72,65 9,34 71,16
DE-EDCP Y=-0,0664 *x+5,0671 5,07 0,07 09954 76,31 10,80 75,37
DP-EDCP Y=-0,0763 *x+6,152 6,12 0,08 09997 80,15 12,35 79,82
DB-EDCP Y=-0,0855x+7,148 7,15 0,09 09986 83,60 13,64 83,53
DIB-EDCP Y=-0,0845+x+7,0567 7,06 0,08 0,9988 83,51 13,60 83,42
PDCP Y=-0,0486*x+2,9408 2,94 0,05 0,9953 60,51 5,99 61,53
DM-PDCP Y=-0,0503 *x+3,3426 3,34 0,05 09524 66,45 7,69 66,42
DE-PDCP Y=-0,0612*x+4,3702 4,37 0,06 09705 71,41 9,28 70,99
DP-PDCP Y=-0,0729 *x+5,5447 5,54 0,07 09865 76,06 10,87 75,56
DB-PDCP Y=-0,0832x+6,5805 6,58 0,08 09978 79,09 12,23 79,48
DIB-PDCP Y=-0,0821x+6,4873 6,49 0,08 09981 79,02 12,17 79,30
DPE-PDCP Y=-0,0956*x+7,8438 7,84 0,10 09989 82,05 13,42 82,90
DIPE-PDCP Y=-0,095x+7,7955 7,80 0,10 0,9989 82,06 13,42 82,90

****p=koncentracija organske faze u mobilnoj fazi (vol %); a=nagib (-S); b=odsecak (logkw)

*****logk izrac¢unat je na osnovu retencionog vremena ispitivane supstance i retencionog vremena mobilne faze (jednacina 2, poglavlje 1.4.2)
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U tabeli 4.14. dat je prikaz vrednosti particionog koeficijenta (LogP)
izra¢unatog na osnovu hromatografskog parametra ¢o i prema jednacini 5 iz
poglavlja 1.4.2. Vrednosti particionog koeficijenta za ispitivane supstance,
dobijenog shake-flask metodom (LogD74) uporedene su sa vrednostima
particionog koeficijenta dobijenog na osnovu hromatografskog parametra

lipofilnosti (LogP). U tabeli 4.14 pokazana je pomenuta razlika.

Tabela 4.14: Vrednost paricionog koefcijenta n-oktanol-voda odreden shake-flask

metodom (LogD74) i vrednost LogP izracunata na osnovu hromatografskih

parametara
Supstanca  LogD74 (shake-flask) LogP Razlika LogD74 - LogP
EDCP 0,03 1,48 -1,45
DM-EDCP 1,32 2,36 -1,04
DE-EDCP 1,68 2,64 -0,96
DP-EDCP 1,77 2,93 -1,16
DB-EDCP 1,80 3,20 -1,4
DIB-EDCP 2,95 3,19 -0,24
PDCP 0,57 1,50 -0,93
DM-PDCP 1,93 1,88 0,05
DE-PDCP 2,90 2,26 0,64
DP-PDCP 3,00 2,62 0,38
DB-PDCP 3,04 2,85 0,19
DIB-PDCP 3,15 2,85 0,3
DPE-PDCP 3,29 3,08 0,21
DIPE-PDCP 3,40 3,08 0,32

U reverzno-faznoj te¢noj hromatografiji raspodela supstance izmedu
stacionarne faze (nepolarne) i mobilne faze (polarne) zavisi od hidrofobnosti
supstance, kao i njenog kapaciteta za ostvarivanjem interakcija sa funkcionalnim

grupama stacionarne faze.
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Za derivate 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline
razlika ima negativni predznak, odnosno, vrednosti za LogP vise su od vrednosti
za LogD74. Ova razlika je najdominatnija kod neesterifikovanog derivata 1,2-
etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (EDCP), ali je primetna i
kod neesterifikovanog derivata 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline (PDCP). ViSe vrednosti za LogP ukazuju na duze
zadrzavanje ispitivanih supstanci na stacionarnoj fazi reverzno-fazne
hromatografije, odnosno na duZze retenciono vreme. Razlog za navedeno moze
biti veci broj interakcija koje se ostvaruju izmedu 1,2-etandiaminskih derivata i
silanolnih grupa stacionarne faze, u poredenju sa brojem interakcija koje
ostvaruju derivati 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske
kiseline, osim PDCP-a. Zbog veceg broja interakcija sa silanolnim grupama
stacionarne faze ispitivane supstance se duze zadrZzavaju na koloni i retenciono
vreme im je duZze.

Razlika izmedu vrednosti LogD74 i LogP za derivate 1,3-propandiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline je pozitivna, osim za supstancu
PDCP. Ovo ukazuje da ispitivane supstance koje su derivati 1,3-propandiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline ostvaruju manji broj interakcija sa
stacionarnom fazom, na njoj se krac¢e zadrzavaju i imaju krace retenciono vreme.

Razlog manjeg broja interakcija sa stacionarnom fazom moZe biti sterne
prirode, jer se 1,2-etandiaminski derivati od 1,3-propandiaminskih derivata
razlikuju samo u broju ugljenikovih atoma izmedu dve amino grupe. Derivati
1,3-propandiamina su visi homolozi 1,2-etandiamina. MoZe se pretpostaviti da
upravo rastojanje izmedu dve amino grupe utice na broj interakcija ispitivanih
jedinjenja sa funkcionalnim grupama stacionarne faze.

Kada je u pitanju apsolutna vrednost razlike LogD7,4 - LogP ista je niza kod

derivata 1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline.
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Takode, uoc¢eno je da su vrednosti LogP jako sli¢ne kod dipentil i diizopentil
estara: DPE-PDCP i DIPE-PDCP, kao i kod dibutil i diizobutil estara: DB-PDCP i
DIB-PDCP i DB-EDCP i DIB-EDCP. To pokazuje da ra¢vanje pentil, odnosno
butil radikala ne uti¢e na broj interakcija ispitivanog jedinjenja sa silanolnim
grupama stacionarne faze, jer se retenciono vreme ne menja, pa time ni vrednost
za LogP. Rac¢vanje pentil, odnosno butil radikala utice na vrednost n-
oktanol/voda particionog koeficijenta dobijenog shake-flask metodom, odnosno,
uti¢e na raspodelu supstance izmedu organske i vodene faze. Izopentil i izobutil
estri 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline imaju niZe
vrednosti n-oktanol/voda particionog koeficijenta (LogD74) u odnosu na n-butil
i n-pentil estre 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline.

Sagledavajuci vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti moze se
primetiti da derivati 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline
imaju viSe vrednosti CHI i @o u odnosu na odgovarajuce derivate 1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline. Sa ciljem da se
objasni navedena razlika ukljucen je uticaj razli¢itih faktora, odnosno deskriptora
koji proizilaze iz strukturnih razlika izmedu derivata 1,2-etandiamina i 1,3-
propandiamina, kao Sto su: zapremina molekula, povrsina molekula, molekulska
masa itd. Razlog uocenih i pokazanih razlika mozZe biti u broju ugljenikovih
atoma izmedu dve amino grupe: 2C kod 1,2-etandiaminskih derivata i 3C kod
1,3-propandiaminskih derivata. Rastojanje izmedu dve amino grupe uti¢e na broj

interakcija ispitivanih jedinjenja sa funkcionalnim grupama stacionarne faze.
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4.2.3 Razvoj i validacija matematickog modela

Navedena hipoteza zasnovana je na utvrdenoj korelaciji izmedu vrednosti
hromatografskih parametara lipofilnosti (CHI i ¢o) i vrednosti particionog
koeficijenta LogD74, kao i izmedu vrednosti retencionih vremena i vrednosti
particionog koeficijenta LogD74, koja je postignuta kada je u regresionu analizu
ukljucen broj ugljenikovih atoma izmedu dve amino grupe (slike 4.24-4.26)

Uspostavljena korelacija prikazana je u tri razvijena matematicka modela:
Model 1, Model 2 i Model 3. Modeli su razvijeni sa ciljem predvidanja particionog
koeficijenta potencijalnih metabolita ispitivanih supstanci i novih derivata 1,2-
etandiamina i 1,3-propandiamina koji mogu biti sintetisani, a na osnovu
vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti dobijenih UHPLC-MS
metodom. Sva tri razvijena modela validirana su primenom cross-validacije,

leave-one-out (LOO) tehnikom.
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Slika 4.24: Matematicki model - Model 1
gornji grafikon prikazuje krivu zavisnosti uspostavljenu izmedu vrednosti
dobijenih za hromatografski parametar CHI (primenom UHPLC-MS/MS
metode) i particioni koeficijent LogD74 (primenom shake-flask metode) - plava
linija se odnosi na derivate 1,2-etandiamina, a narandZasta na derivate 1,3-

propandiamina
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Slika 4.25: Matematic¢ki model - Model 2

gornji grafikon prikazuje krivu zavisnosti uspostavljenu izmedu vrednosti

dobijenih za hromatografski parametar ¢ (primenom UHPLC-MS/MS metode)

i particioni koeficijent LogD7,4 (primenom shake-flask metode) - plava linija se

odnosi na derivate 1,2-etandiamina, a narandZasta na derivate 1,3-

propandiamina
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Slika 4.26: Matematic¢ki model - Model 3

gornji grafikon prikazuje krivu zavisnosti uspostavljenu izmedu vrednosti

retencionog vremena - fr (primenom UHPLC-MS/MS metode) i particionog

koeficijenta LogD74 (primenom shake-flask metode) - plava linija se odnosi na

derivate 1,2-etandiamina, a narandZasta na derivate 1,3-propandiamina
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Validacija razvijenih matematickih modela vrsi se radi ocene njihove
robustnosti (stabilnost parametara modela), kao i prediktivne modi.
Prediktivnost modela ocenjuje se u odnosu na vrednosti parametara: PRESS i Q2.
Statisticki parametri korelacije i prediktivne moc¢i Modela 1, Modela 2 i Modela 3
dati su u tabeli 4.15.
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Tabela 4.15: Kalibracioni i statisti¢ki parametri razvijenih matematickih modela, uz statisticke parametre leave-one-out za validaciju

prediktivne moc¢i modela

Model Kalibracioni i statisticki parametri Leave-one-out
validacija
Kalibraciona kriva (LogD74izra¢unata vrednost) r2 r F  Significance F PRESS Q?
Model1 LogD74=(0,11£0,01) CHI+(1,17+0,22) e N - (8,84+1,28)  0,8738 00,9348 38,09 1,14x10°5 3,28 0,78
Model 2 logD74 = (0,11£0,01)* o + (1,25£0,20) ¢ N - (9,19£1,18)  0,8969 00,9470 47,84 3,74x10-6 1,62 0,89
Model 3 logD74 = (0,31£0,04)*tr + (1,17£0,22) ¢ N - (4,11£0,76) ~ 0,8738 00,9348 38,09 1,14x10°5 3,28 0,78

*e*Ne=broj ugljenikovih atoma izmedu dve amino grupe (Nc=2 za 1,2-etandiaminske i Nc=3 za 1,3-propandiaminske derivate)
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Model 1 pokazuje ustanovljenu korelacija izmedu hromatografskog
parametra CHI i LogD74 (slika 4.24).

Model 3 pokazuje ustanovljenu pozitivhu korelaciju izmedu vrednosti
retencionog vremena ispitivanih supstanci dobijenih primenom reverzno-fazne
te¢ne hromatografije pod ultra-visokim pritiskom (fr) i vrednosti particionog
koeficijenta n-oktanol-voda (LogDz7,4) dobijenog shake-flask metodom (slika 4.26).

Najbolji statisti¢ki parametri dobijeni su za Model 2, korelaciju ustanovljenu
izmedu vrednosti particionog koeficijenta n-oktanol-voda (LogD74) i
hromatografskog parametra ¢o dobijenog primenom UHPLC-MS metode (slika
4.25). Za ovaj model je zaklju¢eno da ima najbolju prediktivnu mo¢, a na osnovu
vrednosti dobijene za Q? = 0,89.

Rezultati ispitivanja lipofilnosti ispitivanih supstanci, predstavljeni u ovom
odeljku pokazuju da duZina alkil radikala na estarskim grupama ima uticaj na
lipofilnost/hidrofobnost istih.

Takode, vrednosti parametara lipofilnosti dobijeni primenom shake-flask
metode i UHPLC-MS metode u saglasnosti su sa in vitro rezultatima citotoksi¢ne
aktivnosti ispitivanih supstanci. EDCP i PDCP imaju najmanje izrazeni lipofilni
karakter i najmanju aktivnost in vitro na Celijskim linijjama.!

MoZe se pretpostaviti da supstance sa najve¢om citotoksi¢cnom aktivnoscu,
koja je ustanovljena u ranijim istraZivanjima DE-EDCP i DB-PDCP, aktivnost
ostvaruju na membranskom nivou ili u intracelularnom prostoru.

Razvijen i odabran matematicki model (Model 2) pokazuje dobre
karakteristike i visoku prediktivnhu moé. MoZe se primeniti za predvidanje
vrednosti particionog koeficijenta (LogD74) novosintetisanih derivata 1,2-
etandiamina i 1,3-propandiamina, kao i potencijalnih metabolita ispitivanih

supstanci, na osnovu vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti.
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4.3 PERMEABILNOST DERIVATA 1,2-ETANDIAMINA 11,3-
PROPANDIAMINA

U ovom poglavlju predstavljeno je ispitivanje membranske permeabilnosti
derivata 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i 1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa ciljem predvidanja
njihove bioraspoloZzivosti.

Prikazani su rezultati dobijeni na vestackoj membrani - modelu za
gastrointestinalnu (GIT) resorpciju i na vestackoj membrani - modelu krvno-
mozdane barijere (BBB).

Za sve ispitivane supstance izracunati su sledeéi parametri membranske
permeabilnosti:

= Papp (koeficijent permeabilnosti);

= Caw/ Cp(o) (parametar permeabilnosti);

= Pe (koeficijent efektivne permeabilnosti);

= %R (retencija, odnosno zadrzavanje ispitivane supstance u membrani);

= J-flux (proticanje - brzina prenosa).

4.3.1 Rezultati ispitivanja permeabilnosti na vestackoj memrani GIT-a
Rezultati ispitivanja permeabilnosti ispitivanih supstanci dobijenih
primenom PAMPA metode na vestackoj membrani - modelu GIT-a (1% lecitin u
dedekanu) dati su u tabeli 4.16.
Na osnovu prikazanih rezultata uraden je graficki prikaz zavisnosti %

Ca()/Cp) 1 %R (slika 4.27).
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Tabela 4.16: Vrednosti parametara membranske permeabilnosti ispitivanih supstanci dobijenih primenom PAMPA metode na

vestac¢koj membrani GIT-a

Koncentracija rastvora

Jedinjenje Papp Pe Ca®/Cpo) % R J - flux
ispitivane supstance

EDCP 21 uM 2749,9+10° 1930,4+10° 7,73 2,61 13744,7 10
DM-EDCP 17 uM 11540,010° 4710,010° 22,00 59,78 -6248,910-¢
DE-EDCP 20 uM 419,3+10° 13423,110° 1,32 95,83 25,6210
DP-EDCP 19 uM 555,810-¢ 2626,5+10° 1,74 82,46 403,110
DB-EDCP 20 uM 20,610 7560,010-¢ 0,07 99,89 -0,0510
DIB-EDCP 20 uM 293,910 776,110 0,93 70,94 442,6210°
PDCP 20 uM 810,610 1269,710-¢ 2,50 51,08 1956,0¢10¢
DM-PDCP 20 uM 1335,1+10° 7140,0#10° 4,02 81,64 672,4210°
DE-PDCP 20 uM 686,010 14117,010° 2,13 93,43 61,7106
DP-PDCP 20 uM 376,410 1225,810¢ 1,19 76,01 447,310
DB-PDCP 20 uM 9,6210° 11,710 0,03 38,07 33,410
DIB-PDCP 23 uM 33,6210 47,2010 0,11 46,50 115,410
DPE-PDCP 17 uM 37,1210 39,8210 0,12 30,09 126,710

DIPE-PDCP 22 uM 38,6010 31,510¢ 0,12 8,25 217,610
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Slika 4.27: Klase permeanata ispitivanih derivata 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline i 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline na GIT membrane

Na osnovu grafickog prikaza zavisnosti retencije u membrani i parametra
permeabilnosti (slika 4.27) utvrdeno je da sve ispitivane supstance pripadaju
klasi III permeanata (visok % zadrzavanja u membrani, a nizak % prolaznosti
kroz membranu), osim ispitivanih supstanci EDCP, DPE-PDCP i DIPE-PDCP
koje pripadaju klasi I permeanata (nizak % zadrzavanja u membrani i nizak %
prolaznosti kroz membranu).

Poredenjem rezultata, utvrdeno je da se derivati 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-
(3-cikloheksil)propanske kiseline u ve¢em % zadrzavaju u membrani, kao i da
imaju vise vrednosti Papp u odnosu na derivate 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline. Najvise vrednosti za parametre %R i Pe dobijene
su za dietil estre (DE-EDCP i DE-PDCP). Najveca antiproliferativna aktivnost u
in vitro testovima na kulturama celija odredena je za navedene derivate.!
Navedeno ukazuje da se potencijalno ciljno mesto delovanja nalazi na nivou

membrana malignih celija.
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4.3.2 Rezultati ispitivanja permeabilnosti na vestackoj memrani BBB-a
Dobijene vrednosti za parametre membranske permeabilnosti primenom

PAMPA-e na vestackoj membrani koja je u svom sastavu ima polarne lipide
svinjskog mozga i kojom se simulira krvno-moZdana barijera (BBB) dati su u

tabeli 4.17.
Na osnovu prikazanih rezultata uraden je graficki prikaz zavisnosti %

Cawm/Cp)i %R (slika 4.28).
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Slika 4.28: Klase permeanata ispitivanih derivata 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline i 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline na BBB membrani
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Tabela 4.17: Vrednosti parametara membranske permeabilnosti ispitivanih supstanci dobijenih primenom PAMPA metode na

vestac¢koj membrani BBB-a

Koncentracija rastvora

Jedinjenje Papp Pe Ca®/Cp() % R J - flux
ispitivane supstance

EDCP 100 uM 7,7¢107 84107 0,01 1,59 2,110°5
DM-EDCP 100 uM 79104 2,5¢1073 4,19 63,66 6,2¢103
DE-EDCP 100 uM 0 0 <0,01 93,15 0
DP-EDCP 100 uM 0 0 <0,01 86,48 0
DB-EDCP 100 uM 3,8¢107 8,8¢107 0,01 54,21 4,910
DIB-EDCP 100 uM 3,110 1,310° 0,017 75,49 2,1+107
PDCP 100 uM 1,0#10°5 1,3210° 0,06 15,74 2,510+
DM-PDCP 100 uM 0 0 <0,001 53,38 0
DE-PDCP 100 uM 0 0 <0,01 92,45 0
DP-PDCP 100 uM 0 0 <0,01 58,25 0
DB-PDCP 100 uM 0 0 <0,01 36,74 0
DIB-PDCP 100 pM 1,210 0 37,75 62,25 0
DPE-PDCP 100 pM 0 0 <0,01 43,91 0
DIPE-PDCP 22 uM 1,5¢10°5 9,010 0,08 82,33 7,3+10°5
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Na osnovu grafickog prikaza zavisnosti koeficijenta permeabilnosti i retencije
u membrani ustanovljeno je da ispitivane supstance pripadaju klasi III
permeanata (visok % zadrzavanja u membrani i nizak % prolaznosti kroz
membranu), osim supstanci EDCP i PDCP koje pripadaju klasi I permeanata
(nizak % zadrZavanja u membrani i nizak % prolaznosti kroz membranu) i
supstance DIB-PDCP za koju je odredeno da pripada klasi IV permeanata (visok
% zadrzavanja u membrani i visok % prolaznosti kroz membranu).

Najvise vrednosti za %R dobijene su za DE-EDCP i DE-PDCP, za DIB-EDCP
i DIPE-PDCP. Sa produZavanjem alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama
ne postiZe se veci % zadrZavanja u membrani ili permeabilnosti. Uoceno je da su
vrednosti zadrzavanja ispitivanih supstanci u membrani vise kod derivata 1,2-
etandiamina nego kod derivata 1,3-propandiamina. Takode, ispitivane supstance
sa racvastim alkil nizom u estarskoj funkcionalnoj grupi imaju veci %
zadrZavanja u membrani u odnosu na iste sa normalnim alkil nizom.

Obe kiseline (EDCP i PDCP) pokazuju nisku permeabilnost i mali % retencije
na obe ispitane veStacke membrane (klasa I permeanata). Esterifikacijom
karboksilnih grupa dobijaju se viSe vrednosti parametara permeabilnosti. Kod
dietilestra obe kiseline (DE-EDCP i DE-PDCP) znacajno se povecava zadrZavanje
u membrani, a raste i efektivna membranska permeabilnost. Medutim, sa daljim
produzavanjem alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama nije zabeleZeno
povecanje zadrzavanja u membrani ili povecanje permeabilnosti.

Navedeni rezultati ukazuju da ispitivane supstance svoj citotoksi¢ni efekat
potencijalno mogu ostvarivati na nivou Cdelijske membrane, membrane
mitohondrija ili na nivou transmembranskih receptora.

Treba ista¢i visok stepen i permeabilnosti i prolaska kroz membranu za
supstancu DIPE-PDCP, sto je posebno izrazeno na vestackoj membrani BBB-a.

Pored toga, za supstancu DB-PDCP za koju je u in vitro testovima na celijskim
linijama pokazana zapaZena citotoksi¢na aktivnost na glioma ¢éelijama, pokazan

je visok stepen prolaznosti kroz membranu.
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Dodatno, uraden je paralelni prikaz dobijenih vrednosti parametra Papp na
vestackim membranama GIT-a i BBB-a (tabela 4.18).
Tabela 4.18: Paralelni prikaz dobijenih vrednosti parametra Papp na vestackim

membranama GIT-a i BBB-a

Jedinjenje Papp (GIT) Papp (BBB)
EDCP 2749,9¢10¢ 7,7°107
DM-EDCP 11540,0+10-¢ 7,910+
DE-EDCP 419,310 0
DP-EDCP 555,810¢ 0
DB-EDCP 20,6°10° 3,8¢107
DIB-EDCP 293,910 3,1+10°
PDCP 810,6°10-° 1,010
DM-PDCP 1335,1+10 0
DE-PDCP 686,0210-¢ 0
DP-PDCP 376,410° 0
DB-PDCP 9,610 0
DIB-PDCP 33,6210 1,2¢102
DPE-PDCP 37,1210 0
DIPE-PDCP 38,610 1,510

Rezultati pokazuju da ispitivane supstance imaju bolju membransku

permeabilnost na vestackoj membrani GIT-a, u odnosu na BBB. Na vestackoj
membrani BBB-a ispitivane supstance DIB-EDCP, PDCP i DIPE-PDCP pokazuju
visoku permeabilnost, kao i sve ispitivane supstance na vestackoj membrani GIT-
a (prema kriterijumu iz poglavlja 1.4.3, Papp > 20010-6).77,147,148

Na osnovu navoda da permeabilnost u rasponu 3-20210-¢ cm/s 77147148 ykazuje
da supstanca moze biti kandidat za prolazak kroz krvno-moZdanu barijeru,

medu ispitivanim supstancama kandidati su DIB-EDCP, PDCP i DIPE-PDCP.
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4.4 IN SILICO BIOFARMACEUTSKA KARAKTERIZACIJA
DERIVATA 1,2-ETANDIAMINA 11,3-PROPANDIAMINA
Uporedo sa in vitro biofarmaceutskom karakterizacijom ispitivanih supstanci
pristupilo se primeni odgovarajuc¢ih ra¢unarskih programa za njihovu in silico
biofarmaceutesku karakterizaciju. Primenom racunarskih programa izvrsena su
predvidanja najverovatnijih metabolickih reakcija (primenom Metabolizer-a);
apsorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije, toksi¢nosti (primenom
ADME(T) predictor-a) i molekularnog mehanizma dejstva ispitivanih supstanci

(primenom Molekulskog docking-a).

4.4.1 Rezultati predvidanja primenom Metabolizer-a

Metabolizam ispitivanih supstanci predviden je primenom programa
Metabolizer.

Najverovatnija metaboli¢ka reakcija i kod derivata 1,2-etandiamina i kod
derivata 1,3-propandiamina je hidroliza jedne ili obe estarske grupe pri ¢emu se

dobija odgovarajuca kiselina (slika 4.29 i slika 4.30).
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Slika 4.29: Dominantni metabolic¢ki put za derivate 1,2-etandiamina
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H
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Slika 4.30: Dominantni metaboli¢ki put za derivate 1,3-propandiamina

Primenom racunarskog programa Metabolizer za derivate 1,2 etandiamina
predvidena su jo$ dva metabolicka puta. Radi se o metaboli¢koj reakciji kojoj
podleze kiselina EDCP, kao potencijalni metabolit svih estarskih derivata 1,2-
etandiamina (slika 4.31). Tokom ove metabolicke reakcije dolazi do
intramolekulske ciklizacije i nastaje laktam-alkilestar, odnosno, daljom

hidrolizom i druge estarske grupe nastaje laktam-karboksilat (slika 4.32).
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Slika 4.31: Dominantni metaboli¢ki put EDCP-a (nastanak laktam-karboksilata)
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Slika 4.32: Dominantni metabolic¢ki put za nastanak odgovarajuceg laktam-

alkilestra od alkilestra derivata 1,2-etandiamina

Metaboliti predvideni primenom racunarskog programa Metabolizer i
prikazani na slikama 4.29-4.32, ukljuceni su u predvidanje primenom ADME(T)

predictor-a i u Molekulsku docking studiju.
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4.4.2 Rezultati predvidanje primenom ADME(T) predictor-a

Primenom ADME(T) predictor-a odredeni su biofarmaceutski parametri,
parametri metabolizma, toksi¢nosti i ukupnog ADMET rizika za ispitivane
supstance, potencijalne metabolite i oficinalne lekove - citostatike iz grupe
platinskih derivata: cisplatin, karboplatin, oksaliplatin i satraplatin.

Rezultati dobijeni za ispitivane supstance i potencijalne metabolite

uporedeni su sa rezultatima dobijenim za navedene oficinalne lekove.

Biofarmaceutski parametri (tabela 4.19):

a) logP -particioni koeficijent LogP;

b) BBB_Filter - verovatnoca prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru;

c) LogBBB - particioni koeficijent krvno-mozdane barijere log(Cmozak/ Ckiv);
d) PrUnbnd - procenat (%) supstance koji nije vezan za proteine plazme;
e) Vd - zapremina distribucije (L/kg);

f) RBP - odnos koncentracija leka u krvi i plazmi;

g) Pgp - verovatnoca izlaska posredstvom P-glikoproteina.
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Tabela 4.19: Pregled vrednosti biofarmaceutskih parametara odredenih

primenom ADME(T) predictor-a

Ispitivana supstanca logP EEZ; LogBBB PrUnbnd Vd RBP Pgp
EDCP 1,31 nizak -1,2 31,04 029 0,70 Ne
DM-EDCP 4,27 visok 049 45,36 098 0,76 Ne
DE-EDCP 508 visok 0,44 44,59 081 0,79 Ne
DP-EDCP 582 nizak 0,46 40,83 0,84 0,76 Ne
DB-EDCP 6,57 nizak 0,55 38,86 0,79 0,72 Ne
DIB-EDCP 6,56 visok 0,80 36,78 1,57 0,67 Da
PDCP 093 nizak -1,03 47,46 0,64 084 Ne
DM-PDCP 4,62 nizak 0,46 45,49 08 074 Ne
DE-PDCP 542 nizak 0,39 45,05 0,76 0,77 Ne
DP-PDCP 6,14 nizak 0,41 41,38 0,76 0,74 Ne
DB-PDCP 6,87 nizak 0,51 39,51 1,01 0,71 Ne
DIB-PDCP 6,88 visok 0,75 42,31 1,41 0,65 Da
DPE-PDCP 6,92 visok 0,81 37,56 1,31 0,67 Da
DIPE-PDCP 6,90 visok 0,88 42,01 1,53 0,65 Da
laktam-karboksilata 0,67 visok -0,81 49,22 0,75 090 Ne
laktam-metilestarP 4,03 wvisok 0,58 48,6 094 0,79 Ne
laktam-etilestarc 4,49 visok 0,56 48,31 1,0 0,84 Ne
laktam-propilestard 4,93 visok 0,57 45,93 1,09 0,82 Ne
laktam-butilestare 537 wvisok 0,61 44,53 1,06 0,79 Ne
Cisplatin -0,60 wvisok 0,52 100,00 081 1,99 Ne
Karboplatin -1,40 visok 0,31 100,00 0,89 1,52 Ne
Oksaliplatin -0,95 wvisok 0,60 100,00 093 1,64 Da
Satraplatin 0,31 wvisok 0,89 67,47 1,66 1,07 Da

a = potencijalni metabolit EDCP-a; b = potencijalni metabolit DM-EDCP-a; ¢ = potencijalni metabolit DE-EDCP-a;

d = potencijalni metabolit DP-EDCP-a i e = potencijalni metabolit DB-EDCP-a
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U tabeli 4.19 dati su rezultati predvidanja biofarmaceutskih parametara za
ispitivane supstance, potencijalne metabolite i posmatrane oficinalne lekove.
Predvidene vrednosti particionog koeficijenta za obe kiseline (EDCP i PDCP)
kao i za potencijalni metabolit laktam-karboksilat niZe su u odnosu na ostale
ispitivane supstance i potencijalne metabolite. Sa povecanjem alkil niza u
estarskim funkcionalnim grupama rastu i vrednosti odgovarajucih particionih
koeficijenata. Svi posmatrani oficinalni lekovi imaju niZe vrednosti particionog
koeficijenta u odnosu na ispitivane supstance i potencijalne metabolite.
Verovatnocéa prolaska krvno-mozdane barijere (BBB) visoka je za sledece
ispitivane supstance: DM-EDCP, DE-EDCP, DIB-EDCP, DIB-PDCP, DPE-PDCP
i DIPE-PDCP. Od nabrojanih supstanci jedino za DM-EDCP i DE-EDCP ne
postoji verovatnoca izlaska posredstvom P-glikoproteina (Pgp), koji uti¢e na
razvoj rezistencije. Za potencijalne metabolite predvidena je visoka verovatnoca
prolaska BBB i odsustvo verovatnoce izlaska posredstvom Pgp. Za posmatrane
oficinalne lekove predvidena je visoka verovatnoca prolaska BBB. Za cisplatin i
karboplatin predvideno je odsustvo verovatnoce izlaska posredstvom Pgp, dok
je za oksaliplatin i satraplatin predvidena verovatnoca izlaska posredstvom Pgp.
Ispitivane supstance i potencijalni metaboliti vezuju se za proteine plazme, ali
ne u visokom % (oko 50%), za razliku od oficinalnih lekova (cisplatin,
karboplatin, oksaliplatin) koji se ne vezuju za proteine plazme. Ispitivane
supstance i potencijalni metaboliti raspodeljuju se izmedu krvi i plazme na nacin
da su zastupljeniji u plazmi, za razliku od oficinalnih lekova koji su zastupljeniji

u krvi.
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Parametri metabolizma (tabela 4.20):

ADME(T) predictor-om predviden je metabolizam ispitivanih supstanci
posredstvom enzima iz familije citohroma P450: CYP_1A2, CYP_2A6, CYP_2De6,
CYP_3A4. Odredeni su sledeci parametri:

a)

b)

MET_1A2_Inh - inhibitorna aktivnost ispitivane supstance prema CYP1A2;
CYP_1A2_Substr - verovatnoca da je ispitivana supstanca supstrat za CYP
1A2;

CYP_2A6_Substr - verovatnoca da je ispitivana supstanca supstrat za
CYP2A6;

MET_2D6_Inh - inhibitorna aktivnost ispitivane supstance prema CYP2D6;
CYP_2D6_Substr - verovatnoca da je ispitivana supstanca supstrat za
CYP2D¢;

MET _3A4_Inh - inhibitorna aktivnost ispitivane supstance prema CYP3A4;
CYP_3A4_Substr - verovatnoda da je ispitivana supstanca supstrat za
CYP3A4;

CYP-Risk - rizik od oksidacije ispitivanih jedinjenja posredstvom enzima
P450. Vrednost parametra oznacava se brojem potencijalnih problema, koji
mogu biti izazvani metabolizmom ispitivane supstance posredstvom enzima
iz familije citohroma P450 ili pak inhibicijom enzima iz familije citohroma
P450 od strane ispitivane supstance;

CYP-Code - ukupni rizik koji je vezan za metabolizam ispitivane supstance.
Cifrom i slovom oznacen je enzim koji ucestvuje u rizi¢noj metaboli¢koj
reakciji - oznaka 3A potice od enzima CYP3A4, a 1A poti¢e od enzima
CYP1A2 dok oznaka CL ukazuje na znacajan uticaj klirensa u metabolizmu

ispitivane supstance, odnosno da je klirens > 30 %.
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Tabela 4.20: Pregled vrednosti metaboli¢kih parametara odredenih primenom ADME(T) predictor-a

(broj u zagradi oznacava stepen verovatnoce prikazanog predvidanja)

CYP_1A2_ CYP_2A6 CYP_2D6_ CYP_3A4_ CYP_
Ispitivana supstanca ~ MET_Inh Substr _Substr MET__Inh Substr MET__Inh Substr Risk Code
EDCP Ne (98%) Ne (95%) Ne Ne Ne (88%) Ne (77%)  Ne (87%) 0 -
DM-EDCP Ne (64%) Ne (96%) Ne Da Ne (74%) Da (57%)  Ne (53%) 0 -
DE-EDCP Ne (84%) Ne (97%) Ne Da Ne (82%) Da (56%)  Da (79%) 1 3A
DP-EDCP Ne (84%) Ne (97%) Ne Da Ne (86%) Da (57%)  Da (92%) 1 3A
DB-EDCP Ne (88%) Ne (97%) Ne Da Ne (88%) Da (58%)  Da (92%) 1 3A
DIB-EDCP Ne (90%) Ne (98%) Ne Da Ne (88%) Da (60%)  Da (91%) 3 3A, CL
PDCP Ne (98%) Ne (97%) Ne Ne Ne (79%) Ne (77%)  Ne (66%) 0 -
DM-PDCP Ne (64%) Ne (96%) Ne Da Ne (72%) Da (56%)  Ne (52%) 0 -
DE-PDCP Ne (84%) Ne (97%) Ne Da Ne (82%) Da (56%)  Da (76%) 1 3A
DP-PDCP Ne (84%) Ne (99%) Ne Da Ne (86%) Da (57%)  Da (90%) 1 3A
DB-PDCP Ne (88%) Ne (97%) Ne Da Ne (86%) Da (58%)  Da (90%) 1 3A
DIB-PDCP Ne (90%) Ne (96%) Ne Da Ne (86%) Da (56%)  Da (89%) 3 3A, CL
DPE-PDCP Ne (88%) Ne (97%) Ne Da Ne (88%) Da (57%)  Da (88%) 3 3A, CL
DIPE-PDCP Ne (92%) Ne (96%) Ne Da Ne (86%) Da (58%)  Da (92%) 3 3A, CL
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CYP_1A2_ CYP_2A6 CYP_2D6_ CYP_3A4_ CYP_

Ispitivana supstanca ~ MET_Inh Substr _Substr MET__Inh Substr MET__Inh Substr Risk Code
laktam-karboksilatt  Ne (98%) Ne (96%) Ne Ne Ne (71%) Ne (83%)  Da (60%) 1 3A
laktam-metilestart ~ Ne (80%) Ne (97%) Ne Da Da (65%) Ne (65%) Da (69%) 1 3A
laktam-etilestar® Ne (98%) Ne (97%) Ne Da Da (67%) Ne (65%)  Da (90%) 1 3A
laktam-propilestard  Ne (98%) Ne (99%) Ne Da Ne (71%) Ne (63%)  Da (95%) 1 3A
laktam-butilestare Ne (98%) Ne (99%) Ne Da Ne (71%) Da (61%)  Da (94%) 1 3A
Cisplatin Ne Da (81%) Ne Ne Ne (95%) Ne (92%) Da 0 -
Karboplatin Ne (98%) Da (81%) Ne Ne Ne (88%) Ne (92%)  Da (98%) 1 1A
Oksaliplatin Ne (98%) Da (61%) Da Ne Ne (84%) Ne (92%)  Da (99%) 0 -
Satraplatin Ne (98%) Da (71%) Ne Ne Ne Da (57%)  Da (99%) 1 1A

a = potencijalni metabolit EDCP-a; b = potencijalni metabolit DM-EDCP-a; ¢ = potencijalni metabolit DE-EDCP-a; d = potencijalni metabolit DP-EDCP-a i

e = potencijalni metabolit DB-EDCP-a
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U tabeli 4.20 dati su rezultati predvidanja parametara metabolizma za
ispitivane supstance, potencijalne metabolite i posmatrane oficinalne lekove.

Prema izvrSenom predvidanju, ispitivane supstance i potencijalni metaboliti
nemaju inhibitornu aktivnost prema enzimu CYP1A2, a ujedno nisu ni supstrat
za enzim CYP1A2. I navedeni oficinalni lekovi nemaju inhibitornu aktivnost
prema posmatranom enzimu, ali su supstrati za isti.

Kada je u pitanju enzim CYP2AG6 ispitivane supstance, potencijalni metaboliti
i navedeni oficinalni lekovi nisu supstrat za isti.

Ispitivane supstance i potencijalni metabolit sa najniZim vrednostima
particionog koeficijenta (EDCP, PDCP i laktam-karboksilat) nemaju inhibitornu
aktivnost prema CYP2D6 enzimu. Kao Sto je ranije naglaseno i posmatrani
oficinalni lekovi imaju niske vrednosti particionog koeficijenta i, takode, nemaju
inhibitornu aktivnost prema CYP2D6 enzimu. Medutim, supstrat za navedeni
enzim su sve ispitivane supstance, oficinalni lekovi i potencijalni metaboliti, osim
laktam-metilestara i laktam-etilestara.

Ispitivane supstance sa najnizim vrednostima particionog koeficijenta,
(EDCP i PDCP) kao i potencijalni metaboliti (osim laktam-butilestra) i svi
oficinalni lekovi (osim satraplatine) nemaju inhibitornu aktivnost prema enzimu
CYP3A4. Nadalje, EDCP, PDCP i DM-EDCP nisu supstrat za CYP3A4. Sa
povecanjem lipofilnih karakteristika ispitivanih supstanci one postaju supstrat za
CYP 3A4. Svi potencijalni metaboliti i posmatrani oficinalni lekovi takode su
supstrat za enzim CYP3A4.

Rizik od oksidacije ispitivanih jedinjenja posredstvom enzima P450 je nizak,
osim za ispitivane supstance sa izobutil, pentil i izopentil estarskim
funkcionalnim grupama. Rizik od oksidacije posredstvom enzima P450 nizak je
i za sve posmatrane oficinalne lekove i potencijalne metabolite.

Sve ispitivane supstance osim onih koje imaju izobutil-, pentil- ili izopentil
alkil niz na estarskim funkcionalnim grupama pokazuju nizak broj potencijalnih
problema, koji su u vezi sa metabolickim reakcijama. Nizak broj je predvideni za

sve potencijalne metabolite i oficinalne lekove.
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Rezultati predvidanja ukupnog metabolickog rizika pokazuju da za
ispitivane supstance: EDCP, DM-EDCP, PDCP i DM-PDCP ne postoji
metabolicki rizik. Za ostale ispitivane supstance sa viSim vrednostima
particionog koeficijenta, kao i za sve potencijalne metabolite predviden je
metabolic¢ki rizik posredovan enzimom CYP3A4. Za ispitivane supstance sa
izobutil-, pentil- ili izopentil alkil nizom na estarskim funkcionalnim grupama uz
navedeno u ukupnom metabolickom riziku dominira i klirens. Kod oficinalnih

lekova dominira metabolizam posredstvom enzima CYP1A2.

Parametri toksi¢nosti (tabela 4.21):

a) Tox_hERG_Filter - potencijalna inhibitorna aktivnost ispitivanih supstanci
prema hERG humanim kalijumovim kanalima;

b) TOX_hERG - mera afiniteta ispitivanih supstanci za hERG kalijumove (K*)
kanale i potencijalna kardotoksi¢nost izraZzena kao pICso (mol/L) (pICso je
negativni logaritam od vrednosti ICsp);

c) Tox_Risk - broj potencijalnih problema koje sa toksi¢nos¢u mogu imati
ispitivane supstance;

d) Tox_Code - Ukupni rizik kada je toksi¢nost u pitanju (oznaka Hp oznacava
hepatotoksi¢nost; oznaka hE oznacava afinitet za kalijumove kanale; oznaka
ra oznacava akutnu toksi¢nost merenu na pacovima; oznaka Xr oznacava

kardiotoksi¢nost kod pacova; oznaka Mu oznac¢ava mutagenost).
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Tabela 4.21: Pregled vrednosti parametara toksi¢nosti odredenih primenom

ADME ( T) predi ctor-a (broj u zagradi oznacava stepen verovatnoce prikazanog

predvidanja)

Ispitivana supstanca

TOX_hERG_Filter

TOX_hERG TOX Risk TOX Code

EDCP Netoksican (97 %) 3,94 1 Hp
DM-EDCP Toksican (76 %) 541 1 Hp
DE-EDCP Toksic¢an (80%) 5,62 1 Hp
DP-EDCP Toksican (83%) 5,72 1 Hp
DB-EDCP Toksican (93%) 6,02 2 hE, Hp
DIB-EDCP Toksic¢an (94 %) 6,03 2 hE, Hp
PDCP Netoksican (82%) 4,11 1 Hp
DM-PDCP Toksican (80%) 5,51 1 Hp
DE-PDCP Toksic¢an (85%) 5,73 0

DP-PDCP Toksican (88%) 5,82 1 Hp
DB-PDCP Toksican (96%) 6,12 2 hE, Hp
DIB-PDCP Toksican (97 %) 5,89 1 hE, Hp
DPE-PDCP Toksic¢an (94%) 6,02 2 hE, Hp
DIPE-PDCP Toksic¢an (96%) 6,12 2 hE, Hp
laktam-karboksilat* Netoksi¢an (82% 3,42 1 Hp
laktam-metilestar®  Netoksican (67 % 5,0 1 Hp
laktam-etilestar® Netoksic¢an (67 % 5,16 1 Hp
laktam-propilestard Netoksican (67 % 5,22 1 Hp
laktam-butilestare ~ Toksican (71%) 5,38 1 Hp
Cisplatin Netoksican (98%) 4,03 3 ra, Hp, Mu
Karboplatin Netoksican (97%) 2,61 3 ra, Xr, Mu
Oksaliplatin Netoksic¢an (97 %) 2,87 3 ra, Hp, Mu
Satraplatin Toksic¢an (96%) 4,36 2 ra, Mu

a = potencijalni metabolit EDCP-a; b = potencijalni metabolit DM-EDCP-a; ¢ = potencijalni metabolit DE-EDCP-a;
d = potencijalni metabolit DP-EDCP-a i e = potencijalni metabolit DB-EDCP-a
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U tabeli 4.21 dati su rezultati predvidanja parametara toksi¢nosti za ispitivane
supstance, potencijalne metabolite i posmatrane oficinalne lekove.

Rezultati predvidanja ukazuju da ispitivane supstance karakterise
toksi¢nost, medutim, ADME(T) predictor-om za iste nije predviden visok stepen
rizika.

Za vedinu ispitivanih supstanci, kao i za potencijalni metabolit laktam-
butilestar predvidena je inhibitorna aktivnhost prema hERG humanim
kalijumovim kanalima. Za kiseline EDCP i PDCP, potencijalne metabolite (osim
laktam-butilestra) i oficinalne lekove (osim leka satraplatin) nije predvidena
navedena inhibotorna aktivnost.

Kada je u pitanju mera afiniteta ispitivanih supstanci za hERG kalijumove
(K*) kanale i potencijalna kardotoksi¢nost, uoc¢ava se da su za oficinalne lekove
karboplatin i oksaliplatin predvidene najnize vrednosti parametra pICso.
Predvidene su niZe vrednosti ovog parametra i za ispitivane supstance i
potencijalne metabolite sa niskim vrednostima particionog koeficijenta: EDCP,
PDCP i laktam-karboksilat.

Broj potencijalnih problema koje sa toksi¢no$¢u mogu imati ispitivane
supstance i potencijalni metaboliti je nizak i niZi je u odnosu na posmatrane
oficinalne lekove. Ovo ukazuje na potencijalno vecu bezbednost ispitivanih
supstanci u odnosu na oficinalne lekove, odnosno na manji broj neZeljenih
efekata Sto predstavlja prednost u odnosu na opste prihvacéen princip
odobravanja lekova risk-based approach.

Rezultati predvidanja ukupnog rizika ukazuju na hepatotoksi¢nost svih
ispitivanih supstanci i potencijalnih metabolita, osim ispitivane supstance DE-
PDCP. Takode, rezultati ukazuju na interakciju sa kalijumovim kanalima i hERG
toksi¢nost, odnosno na poremecaj sréanog ritma koji mogu izazvati supstance sa
butil-, izobutil-, pentil- i izopentil estrom: DB-EDCP, DIB-EDCP, DB-PDCP, DIB-
PDCP, DPE-PDCP i DIPE-PDCP. Za sve posmatrane oficinalne lekove predviden
je visi stepen ukupnog rizika u odnosu na ispitivane supstance i potencijalne

metabolite.
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Ujedno, za sve oficinalne lekove predvidena je i akutna toksi¢nost merena na
pacovima. Za karboplatin je predvidena i kardiotoksi¢nost, a za cisplatin i

oksaliplatin hepatotoksi¢nost.

= Parametri ukupnog ADMET-a (tabela 4.22):
a) ADMET_Risk - broj potencijalnih rizika u ukupnom ADMET-u;
b) ADMET Code - ukupni ADMET rizik (oznake 1A, 3A, hE, ra, Hp, Mu su

napred objasnjene).

Tabela 4.22: Pregled vrednosti ukupnih ADMET parametara odredenih
primenom ADME(T) predictor-a

Ispitivana supstanca ADMET Risk ADMET Code
EDCP 1 Hp
DM-EDCP 1 Hp
DE-EDCP 2 3A, Hp
DP-EDCP 2 3A, Hp
DB-EDCP 3 3A, hE, Hp
DIB-EDCP 3 3A, hE, Hp
PDCP 1 Hp
DM-PDCP 1 Hp
DE-PDCP 1 3A
DP-PDCP 2 3A, Hp
DB-PDCP 3 3A, hE, Hp
DIB-PDCP 3 3A, hE, Hp
DPE-PDCP 3 3A, hE, Hp
DIPE-PDCP 3 3A, hE, Hp
laktam-karboksilat? 2 3A, Hp
laktam-metilestar® 2 3A, Hp
laktam-etilestarc 2 3A, Hp
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Ispitivana supstanca ADMET Risk ADMET Code
laktam-propilestard 2 3A, Hp
laktam-butilestare 2 3A, Hp
Cisplatin 3 ra, Hp, Mu
Karboplatin 4 1A, ra, Xr, Mu
Oksaliplatin 3 ra, Hp, Mu
Satraplatin 3 1A, ra, Mu

a = potencijalni metabolit EDCP-a; b = potencijalni metabolit DM-EDCP-a; ¢ = potencijalni metabolit DE-EDCP-a;
d = potencijalni metabolit DP-EDCP-a i e = potencijalni metabolit DB-EDCP-a

U tabeli 4.22 dati su rezultati predvidanja ukupnih ADMET parametara za
ispitivane supstance, potencijalne metabolite i posmatrane oficinalne lekove.

Predvideni broj ADMET rizika za ispitivane supstance i potencijalne
metabolite nije visok i krece se u rasponu 1-3, a raste uz porast duzine alkil niza
na estarskim funkcionalnim grupama ispitivanih supstanci - najvisi je za
ispitivane supstance sa butil-, izobutil-, pentil- i izopentil alkil radikalima: DB-
EDCP, DIB-EDCP, DB-PDCP, DIB-PDCP, DPE-PDCP i DIPE-PDCP. Za
posmatrane oficinalne lekove predviden broj ADMET rizika je 3 i 4.

Kada je u pitanju ukupni ADMET rizik, sve ispitivane supstance i
potencijalni metaboliti pokazuju hepatotoksi¢nost, osim DE-PDCP. Ujedno,
ispitivane supstance i potencijalni metaboliti, osim onih sa najnizim vrednostima
particionog koeficijenta (EDCP, DM-EDCP, PDCP i DM-PDCP) pokazuju rizik u

metaboli¢kim reakcijama povezan sa enzimom CYP3A4.
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4.4.3 Rezultati molekulskih docking studija

Docking studijama su bile obuhvacene sve ispitivane supstance i potencijalni
metaboliti predvideni primenom Metabolizer-a.

Cilj docking studija bio je da se otkrije ciljno mesto putem kojeg ispitivane
supstance ostvaruju citotoksi¢ni efekat.

Odabir ciljnih mesta vrsen je u odnosu na rezultate prethodno izvedenih in
vitro ispitivanja na celijskim linijama sa ispitivanim supstancama (¢elijska linija
akutne promijelocitne leukemije HL-60 i ¢elijska linija humanog glioma U251 su
se pokazale kao najosetljivie na citotoksicno delovanje novosintetisanih
supstanci) i na osnovu podataka iz literature o ostvarivanju antiproliferativnhog
dejstva dostupnih terapeutika.

Ispitana su ciljna mesta cije su kristalografske strukture dostupne u
proteinskoj bazi podataka (PDB). Iz navedene baze podataka preuzimane su
kristalografske strukture odgovarajuceg ciljnog mesta u pdb formatu, a potom
su obradivane. Prvi korak u obradi bio je razdvajanje strukture liganda koji je
kokristalisao sa ciljnim mestom u preuzetoj kristalografskoj strukturi i ciljnog
mesta. Razdvojene strukture liganda i ciljnog mesta sacuvane su u pdbgqt
formatu. Grid box je definisan na osnovu pozicije liganda u strukturi kokristala.
Prikazane koordinate su kori$éene za docking studiju svih ispitivanih supstanci i
predvidenih metabolita.

Primeceno je da je afinitet vezivanja medu ispitivanim supstancama najveci
za kiseline ili estre sa ra¢vastim alkil nizom, a posebno visok afinitet vezivanja za
ispitana ciljna mesta pokazali su potencijalni metaboliti laktam-karboksilat i
laktam-izobutil estar. Afinitet vezivanja je bio vrlo sli¢an ligandima, a za matriks-
metaloproteaze pokazan je vedi afinitet vezivanja ispitivanih supstanci nego sto
je afinitet vezivanja liganada iz kokristalografske strukture.

Navedena ciljna mesta grupisana su na sledeci nacin:
= ciljna mesta ukljucena u signalne celijske puteve (razlic¢ite protein kinaze),
= ciljna mesta - matriks-metaloproteaze i

= ciljna mesta uklju¢ena u mitohondrijalni put smrti (tabela 4.23).
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Ispitivane supstance, koje su u interakciji sa posmatranim ciljnim mestima
pokazale najveci afinitet vezivanja (binding affinity < - 8 kcal/mol) uz
zadovoljavajuéu vrednost validacionog parametra (RMSD < 2 A) date su u tabeli
4.23. Vrednost RMSD predstavlja meru preklapanje konformacije liganda iz
kokristala sa ciljnim mestom (koja je odredena primenom X-ray difrakcije) sa
konformacijom iz docking-studije (dokovana poza).

Sa ciljem otkrivanja znacajnih interakcija i farmakofora koje u njima
ucestvuju uradena je vizuelizacija uz pomo¢ ra¢unarskog programa Discovery
Studio Visualizer-a. Za vizuelizaciju su odabrane interakcije izmedu ispitivanih
supstanci i ciljnog mesta, koje imaju najvisi afinitet vezivanja. Paralelno, u cilju
poredenja, uradena je vizuelizacija interakcije izmedu ciljnog mesta i liganda iz
kokristalografske strukture.

Na slikama koje slede mogu se videti navedene interakcije uz sledece
podatke: koje funkcionalne grupe na ispitivanim supstancama i na ligandu ulaze
u interakciju sa odgovaraju¢im ciljnim mestom, kao i koji aminokiselinski ostaci

na ciljnom mestu ucestvuju u interakciji.
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Tabela 4.23: Rezultati docking-studija
binding binding binding
Ispitivana Metabolit
PDB Ligand affinity affinity affinity RMSD
supstanca (Metabolizer)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Signalni putevi
3IK3 Ponatinib -11,3 PDCP -8,1 / / 14
PDCP -8,7
2HYY Imatinib -12,6 EDCP -8,5 Laktam-karboksilat -10,3 11
DM-PDCP -8,4
PDCP -8,1
10PK Ligand -11,1 Laktam-karboksilat 9,0 0,9
EDCP -8,1
PDCP 9,2
3CS9 Nilotinib -14,6 Laktam-karboksilat 9.1 0,2
DIB-PDCP -8,9
PDCP -8,7
3MS9 Imatinib -14,0 Laktam-karboksilat -10,2 0,3
DM-PDCP -8,7
4R5Y Ligand -14,1 DIPE-PDCP -8,2 / / 0,4
3096 Ligand -14,3 DIB-EDCP -8,7 Laktam-izobutilestar 99 0,4
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binding binding binding
Ispitivana Metabolit
PDB Ligand affinity affinity affinity RMSD
supstanca (Metabolizer)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Signalni putevi
PDCP -8,2
3HEC Imatinib -12,2 DE-EDCP -8,1 / / 1,9
DIB-PDCP -8,1
DM-PDCP -8,3
3BV2 Ligand -14,8 / / 0,5
DIB-PDCP -8,3
EDCP 7,1 Laktam-metilestar 77
2QYQ Ligand -7,0 1,9
PDCP/DP-PDCP -7,0 Laktam-karboksilat -7,6
DIB-PDCP -8,7
30G7 Ligand -11,5 / / 0,4
DIPE-PDCP -8,6
DIB-EDCP -8,6
4XEO Idelalisib -10,8 Laktam-izobutilestar 99 1,2
EDCP -8,7

Matriks-metaloproteaze

EDCP -8,7
2JIH Marimastat -7,6 / / 1,9
PDCP -8,6
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binding binding binding
Ispitivana Metabolit
PDB Ligand affinity affinity affinity RMSD
supstanca (Metabolizer)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Matriks-metaloproteaze

EDCP -8,7

1RMZ Ligand -5,2 Laktam-karboksilat 9,8 1,2
PDCP -8,5

1GKD Ligand -6,8 EDCP -8,5 / / 1,1
PDCP -8,8

1GKC Ligand -7,0 / / 1,6
EDCP -8,4
PDCP -9,2

5CUH Ligand 9,9 / / 1,2
EDCP -8,7

Mitohondrijalni put apoptoze

1Me61 Ligand -14,6 DIB-EDCP -8,7 Laktam-izobutilestar 9,2 0,6
PDCP -8,4

4BV6 Ligand -14,5 Laktam-izobutilestar 9.8 0,8
DIPE-PDCP -8,5
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4.4.3.1 Signalni put

a) Ciljno mesto PDB: 2HYY (proto-onkogen tirozin kinaze) - medu ispitivanim
supstancama i potencijalnim metabolitima najjaci afinitet vezivanja za navedeno
cilino mesto ima laktam-karboksilat, koji je predvideni metabolit derivata 1,2-
etandiamina. U interakciji sa ciljnim mestom, laktam-karboksilat ostvaruje
vodonicne veze izmedu slobodne karboksilne grupe i aminokiselinskih ostataka
ALA269 i LYS271, kao i izmedu sekundarnog amina koji nije sterno zaklonjen i
aminokiselinskog ostatka GLU286 (slika 4.33). Ostalih 6 interakcija su hidrofobne
alkil i m-alkil interakcije koje se ostvaruju izmedu cikloheksanskih prstenova i
aminokiselinskih ostataka: MET290, VAL256, LEU248, LEU370, TYR253,
PHE382. Od 6 ostvarenih hidrofobnih interakcija 5 su na sterno dostupnijem

cikloheksanskom prstenu.

GLTT286

TYR252
"Lt .o56
| = v h LEU248
= ALAZGY
L¥5
AZTL e
. A58
‘GLU s RR
AZES PR T
- H* "]
MET i .
AZ90 '._ A\ . AL;S,JS LEU
- — — A3
. /
B
AN /N Neal el

PHE
A382

Slika 4.33: Laktam-karbolksilat u interakciji sa ciljnim mestom PDB 2HYY
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Ligand - Imatinib ima nesto jaci afinitet vezivanja u odnosu na laktam-

karboksilat. Vodoni¢ne veze ostvaruju se izmedu amidskih i aminskih grupa ili

izmedu azota (N) u aromati¢nom prstenu liganda i aminokiselinskih ostataka

GLU286, ALA269 i LYS271, kao i kod laktam-karboksilata. Hidrofobna C-H

interakcija ostvaruje se izmedu ugljenikovog atoma na poziciji C2 piperidina i

aminokiselinskog ostatka HIS361. Kod imatiniba je primetan veci broj

hidrofobnih interakcija: m-alkil interakcije sa aminokiselinskim ostacima

MET290, LEU248, ALA269, LYS271, VAL289 i mn-m interakcije
aminokiselinskim ostacima TYR253, PHE317 i m-sigma interakcije

aminokiselinksim ostacima VAL256, LEU370 (slika 4.34).
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Slika 4.34: Imatinib u interakciji sa ciljnim mestom PDB 2HYY
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b) Ciljno mesto PDB: 3CS9 (proto-onkogen tirozin kinaze) - medu ispitivanim
supstancama najjac¢i afinitet vezivanja pokazale su PDCP i DIB-PDCP. U
interakciji sa ciljnim mestom, PDCP ostvaruje vodoni¢ne veze izmedu slobodne
karboksilne grupe i aminokiselinskih ostataka GLU286 i LYS271, kao i izmedu
sekundarnog amina koji nije sterno zaklonjen i aminokiselinskih ostataka
MET290 i GLU286 (slika 4.35). Aminokiselinski ostatak GLU286 ostvaruje
vodoni¢ne veze i sa karboksilnom grupom i sa sekundarnim aminom
istovremeno. Ostalih 8 interakcija su hidrofobne m-alkil interakcije koje se
ostvaruju izmedu cikloheksanskih prstena i aminokiselinskih ostataka: LEU298,
HIS361 iLE293, LEU370, VAL256, PHE38, ALA269 i hidrofobne m-sigma

interakcije sa aminokiselinskim ostatkom TYR253.
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Slika 4.35: PDCP u interakciji sa ciljnim mestom PDB 3CS9
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Izmedu ispitivane supstance DIB-PDCP i posmatranog ciljnog mesta
ostvaruju se vodoni¢ne veze izmedu sekundarnog amina i aminokiselinskog
ostatka GLU286 i izmedu kiseonika na estarskoj vezi i aminokiselinskog ostatka
THR325. Potom, ostvaruje se hidrofobna C-H interakcija izmedu alfa C atoma
estraske veze i aminokiselinskog ostatka ASP381. Prisutno je ukupno 10
hidrofobnih alkil i m-alkil interakcija sa aminokiselinskim ostacima: LEU298 i
LE293, HIS361, LEU248, ALA269, LEU370, PHE382, TYR253, LYS271, VAL256
(slika 4.36).
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Slika 4.36: DIB-PDCP u interakciji sa ciljnim mestom PDB 3CS9
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Nilotinib ima veci broj interakcija sa posmatranim ciljnim mestom (slika
4.37). Vodonic¢ne veze uspostavljaju se izmedu azota na amidskoj grupi i izmedu
kiseonika na istoj amidskoj grupi sa aminokiselinskim ostacima GLU286 i
ASP381, potom, izmedu azota na sekundarnom aminu i aminokiselinskog
ostatka THR315 i izmedu azota na piridinu i aminokiselinskog ostatka MET318.
Prisutne su dve halogene interakcije izmedu fluora i aminokiselinskih ostataka
ALA380 i HIS361, potom hidrofobne interakcije alkil i m-alkil sa
aminokiselinskim ostacima: ILE293, LEU298, ALA269, LEU370, LYS271,
MET290, LYS285, zatim hidrofobne alkil i m-sigma interakcije sa
aminokiselinskim ostacima VAL289, VAL256 i LEU248 i m-m interakcije sa
aminokiselinskim ostacima PHE382, TYR253 i PHE317 (slika 4.37).
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Slika 4.37: Nilotinib u interakciji sa ciljnim mestom PDB 3CS9

165



Biljana Tubi¢ - Doktorska disertacija REZULTATI I DISKUSIJA

4.4.3.2 Matriks-metaloproteaze

a) Ciljno mesto makrofagna metaloelastaza (PDB:1RMZ) - medu ispitivanim
supstancama najjaci afinitet vezivanja pokazao je potencijalni metabolit laktam-
karboksilat. U interakciji sa posmatranim ciljnim mestom ostvaruje vodoni¢nu
vezu izmedu slobodne karboksilne grupe i aminokiselinskog ostatka PRO232.
Ostale interakcije sa ciljnim mestom su hidrofobne: nepovoljna akceptor-
akceptor interakcija sa aminokiselinskim ostatkom ALA234, potom m-sigma
interakcija sa aminokiselinskim ostatkom HIS218 i alkil interakcije sa LEU181,

VAL243 i LYS233 (slika 4.38).
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Slika 4.38: Laktam karboksilat u interakciji sa ciljnim mestom PDB 1RMZ
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Ligand izdvojen iz kristalografske strukture sa ciljnim mestom ostvaruje
vodoni¢nu vezu sa aminokiselinskim ostatkom THR210, potom hidrofobnu m-nt
interakciju sa aminokiselinskim ostatkom TYR240 i jonsku interakciju sa

aminokiselinskim ostatkom GLU201 (slika 4.39).
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Slika 4.39: Ligand u interakciji sa ciljnim mestom PDB 1RMZ

Laktam-karboksilat ostvaruje veci broj interakcija sa ciljnim mestom i ima
vedi afinitet vezivanja za ciljno mesto u odnosu na ligand koji je sa ciljnim

mestom kokristalisao.
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b) Ciljno mesto matriks-metaloproteaza MMP-9 (PDB:5CUH) - medu
ispitivanim supstancama najjaci afinitet vezivanja pokazuju PDCP i EDCP. PDCP
pokazuje veci afinitet vezivanja iako ne ostvaruje vodoni¢ne veze sa ciljnim
mestom. Ostvaruje jednu hidrofobnu alkil inetrakciju sa aminokiselinskim
ostatkom HIS118 i dve energetski nepovoljne interakcije sa aminokiselinskim
ostacima PRO196 i ASP165 (slika 4.40).
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Slika 4.40: PDCP u interakciji sa ciljnim mestom PDB 5CUH
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EDCP ostvaruje vodoni¢ne veze izmedu karboksilne grupe i
aminokiselinskog ostatka MET247, odnosno TYR245. Hidrofobne alikil
interakcije ostvaruju se izmedu cikloheksanskog prstena i aminokiselinskog
ostatka ARG249, odnosno, izmedu sterno dostupnijeg cikloheksanskog prstena i

aminokiselinskih ostataka: VAL223, HIS226 i LEU188 (slika 4.41).
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Slika 4.41: EDCP u interakciji sa ciljnim mestom PDB 5CUH
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Ligand izdvojen iz kristalografske strukture sa ciljnim mestom ostvaruje van
der Valsove interakcije sa aminokiselinskim ostatkom VAL223, potom hidrofilne
vodoni¢ne interakcije sa aminokiselinskim ostacima LEU188 i ALA189.
Hidrofobnu n-sigma interakciju ostvaruje sa aminokiselinskim ostatkom HIS226,

amidsku ni-interakciju sa aminokiselinskim ostatkom LEU222 i i-alkil interakciju

sa aminokiselinskim ostatkom HIS236 (slika 4.42).

. HI5226
LEU222
o VRN %/ LEUISS
‘.lll ;‘/ i £ .-":.'f
;:. "o ’/ ! \ — _'rj
/= \ 7\
) ,..-(____QLUEE?I:\: —
= - ’
LEU
VAL ; .
etk A223 2
llllll .:II I-
¥ o [/ ! _I."-. ; :
— .;" 47 m
s - - 4 . 4 —-\..1
- o 3
& AFN N S WY B
/’D ] y f]
L0 : : ‘r "j
| 2 a ‘_" §
[ w L P
£ . - _‘.r
. - all
Bh (0 4B

Slika 4.42: Ligand u interakciji sa ciljnim mestom PDB 5CUH
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4.4.3.3 Mitohondrijalni put

Ispitan je afinitet vezivanja za ciljno mesto AIF (PDB: 4BV6) zbog
pretpostavljenog mitohondrijalnog puta apoptoze od strane autora koji su
ispitivali citotoksicnu aktivnost novosintetisanih supstanci na celijskim
linjjama.1?> Medu ispitivanim supstancama, najveci afinitet vezivanja pokazao je
predvideni metabolit laktam-izobutilestar (predvideni metabolit ispitivane
supstance DIB-EDCP). Ovo jedinjenje ostvaruje vodoni¢ne veze sa
aminokiselinskim ostatkom HIS455, a u ovim interakcijama ucestvuju azot iz
laktamskog prstena i kiseonik iz karboksilne grupe. Ostale interakcije su
hidrofobne alkil i m-alkil interakcije sa slede¢im aminokiselinskim ostacima:

ALAA458, ALA142, ARG172, LEU311 i PHE482 (slika 4.43).
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Slika 4.43: Laktam izobutilestar u interakciji sa ciljnim mestom PDB 4BV6
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Kiselina PDCP takode pokazuje afinitet vezivanja za posmatrano ciljno
mesto. U interakciji PDCP i ciljnog mesta ostvaruju se vodoni¢ne veze izmedu
obe karboksilne grupe i aminokiselinskih ostataka GLU453, HIS455 i TRP483.
Hidrofobne alkil i m-alkil interakcije ostvaruju se izmedu cikloheksanskih prstena

i slede¢ih aminokiselinskih ostataka: LEU311, ARG172 i PRO173 (slika 4.44).
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Slika 4.44: PDCP u interakciji sa ciljnim mestom PDB 4BV6
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Ispitivana supstanca DIPE-PDCP pokazala je specificnu permeabilnost na
vestackoj membrane BBB-a. U sprovedenim docking studijama pokazala je visok
afinitet vezivanja za posmatrano ciljno mesto (PDB 4BV6). U interakciji sa
navedenim ciljnim mestom ostvaruje vodoni¢ne veze sa aminokiselinskim
ostacima LYS177, LEU311 i PHE310. Takode, ostvaruje i hidrofobne alkil i -alkil
interakcije sa slede¢im aminokiselinskim ostacima: ARG172, LEU400, ALA397,
HIS454 i LE343 i m-sigma interakciju sa aminokiselinskim ostatkom PHE482
(slika 4.45).
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Ligand izdvojen iz kristalografske strukture ostvaruje brojne interakcije sa
cijnim mestom. Vodoni¢ne veze uspostavlja sa slede¢im aminokiselinskim
ostacima: TRP483, THR141, ALA142, VAL233, ASP438, GLU164, GLY139 i
HIS455. Energetski nepovoljne interakcije ostvaruje sa aminokiselinskim
ostacima LYS177 i ASP165. Hidrofilne mn-donor interakcije ostvaruje sa
aminokiselinskim ostacima LYS231, THR260, GLY140, GLY?261. Hidrofobne alkil
i m-alkil interakcije ostvaruje sa slede¢im aminokiselinskim ostacima: PRO173,

LEU175, LEU311, PHE284, 1.YS232 (slika 4.46).
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Slika 4.46: Ligand u interakciji sa ciljnim mestom PDB 4BV6
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U izvedenim docking studijama identifikovane su klju¢ne interakcije:
= Vodoni¢ne veze karboksilnih grupa i sekundarnog amina sa
aminokiselinskim ostacima na ciljnim mestima;
= Hidrofobne alkil i m-alkil interakcije izmedu cikloheksil funkcionalne
grupe i aminokiselinskih ostataka na ciljnim mestima;
= Nespeci¢ne interakcije izmedu CH- grupa i aminokiselinskih ostataka na
ciljnim mestima.
Na osnovu prikazanih rezultata dobijenih u sprovedenim docking studijama
moze se pretpostaviti da ispitivane supstance antiproliferativno dejstvo
ostvaruju putem vise mehanizama (Celijski signalni put, matriks-metaloproteaze

i mitohondprijalni put).

44.4 Predvidanje bioraspolozivosti i molekularnog mehanizma
citotoksicnog dejstva ispitivanih suspstanci na osnovu rezultata in
vitro/in silico karakterizacije

U ranije sprovedenim ispitivanjima sa 1,2-etandiaminskim derivatima nije

pokazana direktna veza izmedu antiproliferativnog/citotoksi¢nog potencijala i

duZine alkil radikala na estarskoj funkcionalnoj grupi (DB-EDCP ima istu

aktivnost kao i EDCP).138
Kod derivata 1,3-propandiamina u ranije sprovedenim istraZivanjima,

zapazena je direktna zavisnost antiproliferativnog/citotoksi¢nog potencijala i

duZine alkil radikala na estarskoj funkcionalnoj grupi sve do n-butil radikala.

Daljim produzavanjem alkil radikala na estarskoj funkcionalnoj grupi aktivnost

je opadala.280

Na osnovu izvedenih ispitivanja u sklopu ove doktorske disertacije i
dobijenih rezultata, moze se pretpostaviti da je esterifikacija ispitivanih supstanci
neophodna kako bi se osigurala njihova optimalna lipofilnost. ProduZzetak niza

radikala na estarskoj funkcionalnoj grupi otezava hidrolizu, estri su stabilniji, a

aktivnost takvih jedinjenja je manja.
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Ujedno, ni membranska permeabilnost ispitivanih supstanci ne raste sa

uvecanjem duzine alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama. Navedeno

ukazuje na hipotezu da su aktivne kiseline i neki od potencijalnih metabolita

(laktam-karboksilat i laktam-alkilestar), a estri su pro drug supstance.

Na oba membranska modela (GIT i BBB) ispitivane supstance DE-EDCP i
DE-PDCP pokazale su znacajno zadrZavanje u membrani (299%), a u niskom
procentu su prolazile kroz membranu. U ranijim istraZivanjima pokazano je
njihovo citotoksi¢no dejstvo na celijskoj liniji HL-60. Navedeno ukazuje na
mehanizam dejstva na membranskom nivou ¢éelija ili membranskom nivou
mitohondrija ili pak na transmembranskom nivou.

U sprovedenim docking studijama pokazano je sledece:

a) Sa ciljnim mestima u celijskim signalnim putevima najjace interakcije
ostvaruju EDCP, DE-EDCP i DIB-EDCP (medu derivatima 1,2-etandiamina),
potom PDCP, DM-PDCP, DP-PDCP, DIB-PDCP i DIPE-PDCP (medu
derivatima 1,3-propandiamina), kao i Metabolizer-om predvideni metaboliti
derivata 1,2-etandiamina: laktam karboksilat i laktam-izobutilestar.

b) Sa ciljnim mestom AIF u mitohondrijalnom putu apoptoze najjace interakcije
ostvaruju DIB-EDCP (medu derivatima 1,2-etandiamina) i njegov potencijalni
metabolit laktam-izobutilestar, kao i PDCP i DIPE-PDCP (medu derivatima
1,3-propandiamina).

c) Sa ciljnim mestima matriks-metaloproteaze najjace interakcije ostvaruju
kiseline PDCP, EDCP i potencijalni metabolit 1,2-etandiaminskih derivata:
laktam-karboksilat.

Afinitet vezivanja ispitivanih supstanci za posmatrana ciljna mesta je visok
Sto ukazuje na hipotezu da ispitivane supstance svoje antiproliferativno
delovanje ispoljavaju putem nekoliko mehanizama. Treba naglasiti i
ogranicenost docking studija, jer u PDB bazi nisu dostupne kristalografske

strukture svih potencijalnih ciljnih mesta.
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Primenom pravila iz poglavlja 1.1.2 za predvidanje CNS aktivnosti, sve
ispitivane supstance imaju po 6 atoma azota i kiseonika (2N +2x20) sto ukazuje
na njihovu manju CNS aktivnost. Ujedno, razlika: LogP - (broj atoma kiseonika
i azota u molekuli) nije pozitivna Sto takode ukazuje na manju CNS aktivnost
ispitivanih supstanci. Medutim, poznato je da su ispitivane supstance pokazale
citotoksi¢nu aktivnost u in vitro ispitivanjima na celijskim linijama glioma.

U buducdim istrazivanjima potrebno je:
= ispitati citotoksi¢nu aktivnost derivata 1,2-etandiamina na ¢elijskoj liniji U251;
= ispitati citotoksicnu aktivnost svih derivata 1,3-propandiamina na

posmatranim celijskim linijama, posebno derivata DIPE-PDCP na celijskim

linjjama glioma;

= ispitati postojanje metabolita laktam-karboksilata i laktam-alkilestra u
bioloskom materijalu;

= izvrsiti pretklinicka ispitivanja sa dietilestarskim derivatima 1,2-etandiamina

i 1,3-propandiamina.
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Izvrsen je razvoj i validacija bioanaliticke metode za fazu pretklinickih
ispitivanja dietil estra 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske
kiseline i potencijalnog metabolita 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline uz primenu internog standarda dibutil
estra 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline:
Ispitano je viSe nacina za ekstrakciju ispitivanih supstanci iz bioloskog
materijala i odabrana je metoda precipitacije proteina, koja je i primenjena u
postupku njihove kvalitativne i kvantitativne analize;

Razvijena je i validirana nova UHPLC-ESI-MS/MS bioanaliticka metoda za
kvalitativnu i kvantitativnu analizu ispitivanih supstanci.

Dobijene vrednosti ispitanih cross-validacionih parametara i vrednosti
statistickih parametara Passing and Bablok regresione analize pokazuju da je
razvijena i validirana UHPLC-MS/MS bioanaliticka metoda robusna i
transferabilna.

Ispitana je rastvorljivost i odredeni su parametari lipofilnosti za
derivate 1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i
1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil) propanske kiseline:

Razvijena metoda uspesno je primenjena za ispitivanje rastvorljivosti
ispitivanih supstanci. Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata
rastvorljivosti i rezultata rastvorljivosti dobijenih primenom racunarskog
programa MarvinSketch date su krive zavisnosti kojima je pokazan uticaj pH
vodenog rastvora na stepen rastvorljivosti ispitivanih supstanci. Profili
rastvorljivosti kiselina i njihovih estara se znacajno razlikuju. Kiseline imaju
sli¢cne profile rastvorljivosti i dobro se rastvaraju u izrazito kiseloj sredini i
izrazito baznoj sredini. Profili rastvorljivosti svih estara su takode sli¢ni i estri
se dobro rastvaraju u izrazito kiseloj sredini.

Vrednosti particionog koeficijenta n-oktanol-voda (LogD74) odredene su
primenom shake-flask metode, a kvantitativna analiza u polarnoj i nepolarnoj
fazi sistema uradena je primenom razvijene i validirane UHPLC-MS/MS

metode.
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Hromatografski parametri lipofilnosti (CHI, logk i ¢o) odredeni su primenom
razvijene i validirane UHPLC-MS metode.

Uspostavljena je linearna zavisnost izmedu vrednosti particionog koeficijenta
koje su dobijene primenom shake-flask metode (LogD74) i vrednosti
particionog koeficijenta koje su izra¢unate na osnovu prethodno odredenih
hromatografskih parametara lipofilnosti (LogP). Razvijen je matematicki
model kojim se mogu predvideti vrednosti particionog koeficijenta (LogD7,4)
za potencijalne metabolite ispitivanih supstanci ili za novosintetisane derivate
(5,5)-1,2-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline i (S,5)-1,3-
propandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske  kiseline na osnovu
hromatografskih parametara lipofilnosti. Validacija modela izvrSena je
primenom [eave-one-out metode i pokazana je dobra prediktivna mo¢ istog (Q?
=0,89).

Odredeni su parametri membranske permeabilnosti ispitivanih supstanci:
Ispitana je membranska permeabilnost na vestackim membranama GIT-a i
BBB-a primenom PAMPA testa. Obe kiseline (EDCP i PDCP) pokazuju nisku
permeabilnost i nizak % zadrZavanja na obe ispitane vesStatke membrane
(klasa I permeanata). Esterifikacijom karboksilnih grupa dobijaju se vise
vrednosti parametara permeabilnosti. Kod dietilestra obe kiseline (DE-EDCP
i DE-PDCP) znacajno se povecava zadrzavanje u membrani, a raste i efektivna
membranska permeabilnost. Medutim, sa daljim produZzavanjem alkil niza na
estarskim funkcionalnim grupama nije zabeleZeno povecanje zadrzavanja u
membrani ili povecanje permeabilnosti.

IzvrSena je in silico biofarmaceutska karakterizacija ispitivanih supstanci:
Primenom racunarskog programa Metabolizer predvideni su dominatni
metaboliti i metabolicki putevi. Dobijeni potencijalni metaboliti su ukljuceni
u docking studiju;

Primenom programa ADME(T)-predictor odredeni su parametri apsorpcije,

distribucije, metabolizma, eliminacije, toksi¢nosti, kao i ukupnog ADMET
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rizika za ispitivane supstance, potencijalne metabolite i oficinalne lekove

(cisplatin, karboplatin, oksaliplatin i satraplatin).

Utvrdena je toksi¢nost ispitivanih supstanci, ali bez visokog stepena rizika.

Najmanje lipofilne supstance su okarakterisane kao netoksicne.

Za ostale ispitivane supstance predvidena je hepatotoksi¢nost. Za ispitivane

supstance sa butil radikalima na estraskim funkcionalnim grupama

predvidena je interakcija sa kalijumovim kanalima i hERG toksi¢nost. Ukupni

ADMET rizik nije visok i krece se u rasponu 1-3, a uvecava se sa produzetkom

alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama ispitivanih supstanci.

U izvedenim docking studijama identifikovane su klju¢ne interakcije:

= Vodoni¢ne interakcije karboksilnih grupa i sekundarnog amina sa
aminokiselinskim ostacima na ciljnim mestima;

= Hidrofobne alkil i m-alkil interakcije izmedu cikloheksil funkcionalne
grupe i aminokiselinskih ostataka na ciljnim mestima;

= Nespeci¢ne interakcije izmedu CH-grupa i aminokiselinskih ostataka na
ciljnim mestima.

Za ispitivane supstance je na osnovu dobijenih rezultata postavljen

hipoteticki mehanizam antiproliferativnog dejstva putem vise mehanizama:

celijski signalni put, matriks-metaloproteaze i mitohondrijalni put.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se pretpostaviti da je esterifikacija

ispitivanih supstanci neophodna kako bi se osigurala njihova optimalna

lipofilnost. Produzavanje alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama nije

znacajno uticalo ni na membransku peremabilnost ni na citotoksi¢nu

aktivnost. Navedeno ukazuje na hipotezu da citotoksi¢nu aktivnost ostvaruju

kiseline i potencijalni metaboliti derivata 1,2-etandiamina (laktam-karboksilat

i laktam-alkilestar), a da su estri pro drug supstance. Supstanca DIPE-PDCP

pokazala je specifi¢énu retenciju u membrani BBB-a, kao i interakcije sa ciljnim

mestima u docking studijama pa bi trebalo njenu aktivnost ispitati i na glioma

¢elijama.
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Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da u daljim istrazivanjima treba
ispitati postojanje metabolita laktam-karboksilata i laktam-alkilestra u bioloskom
materijalu. Takode, rezultati opravdavaju inicijativu da se izvrSe pretklinicka
ispitivanja sa dietilestarskim derivatima 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina.
Za derivate 1,3-propandiamina, posebno za DIPE-PDCP, utvrden je tokom in
vitro ispitivanja zadovoljavajucdi stepen prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru,
Sto ukazuje da treba detaljno ispitati njihovu citotoksi¢nu aktivnost na glioma
¢elijama.

Ujedno, dobijeni rezultati predstavljaju adekvatne smernice za dalji
pretklinicki razvoj ispitivanih supstanci u cilju razumevanja mehanizma
citotoksi¢nog dejstva, selekcije najboljih kandidata za nastavak I faze klini¢kih
ispitivanja, za proucavanje metabolita u in vivo uslovima, kao i za sintezu novih

derivata 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina.
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PRILOG 2: Biografija

Biljana Tubi¢ je rodena u Kragujevcu 1974. Diplomirala je 1999. na
Farmaceutskom fakultetu u Beogradu sa prose¢nom ocenom 8,65. Magistrirala je
2007. sa tezom: , Ispitivanje nimesulida, njegovih necistoca i pracenje stabilnosti
u farmaceutskim preparatima RP-HPLC metodom". Zdravstvenu specijalizaciju
iz ispitivanja i kontrole kvaliteta lekova zavrsila je 2013. sa specijalisti¢kim radom
na temu: ,Razvoj HPLC metode za odredivanje brzine rastvaranja nimesulida u
farmaceutskim preparatima”.

Nakon obavljenog pripravnickog staza i trogodisnjeg rada u apoteci, od 2002.
zivi u Banjaluci i radi u Agenciji za lijekove i medicinska sredstva. Istovremeno
od skolske 2002/03. radi kao asistent/visi asistent u prakti¢noj nastavi na
predmetu Farmaceutska hemija II na Medicinskom fakultetu - studijski program
Farmacija, Univerziteta u Banjaluci.

Koautor je 17 stru¢nih knjiga, autor i koautor je 6 radova objavljenih u celini
u casopisima medunarodnog znacaja, 1 rada objavljenog u celini u ¢asopisu
nacionalnog znacaja, 12 radova saopstenih na medunarodnim nauc¢nim
skupovima koji su Stampani u izvodu u knjizi izvoda ili u posebnom broju
naucnog c¢asopisa i 15 radova usmeno saopstenih na medunarodnim stru¢nim
skupovima koji su $tampani u izvodu u knjizi izvoda ili u posebnom broju
nauc¢nog c¢asopisa.

Bila je ¢lan mnogih radnih grupa za kreiranje zakonskih i podzakonskih
akata iz oblasti lekova i medicinskih sredstava. Radi kao spoljni ekspert u oceni
dokumentacije za aktivnu supstancu u postupku izdavanja CEP-a (certificate of
suitability) pri Evropskom direktorijatu za kvalitet lekova i zdravstvenu zastitu
(EDQM) od 2015.

Bila je ¢lan komisije za odbranu 15 diplomskih radova na Medicinskom
fakultetu - studijski program Farmacija, Univerziteta u Banjoj Luci.

Majka je jednog deteta.



PRILOG 3.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a: Biljana Tubi¢

Broj upisa //

Izjavljujem

Da je doktorska disertacija pod naslovom

,Derivati etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa

potencijalnim citotoksi¢nim dejstvom - in silico / in vitro fizicko-hemijska i

ADME karakterizacija”

e Rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e Da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za
dobijanje bilo koje diplome prema studijskim programima drugih
visokoskolskih ustanova,

e Da su rezultati korektno navedeni i

e Da nisam krsila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica

U Beogradu, 08.11.2017. Potpis doktoranda




PRILOG 4.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Biljana Tubi¢

Broj upisa: //
Studijski program: Farmacija
Naslov rada: ,Derivati etilendiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline sa potencijalnim

citotoksi¢nim dejstvom - in silico / in vitro fizi¢ko-

hemijska i ADME karakterizacija”

Mentor: Vanredni profesor Bojan Markovié

Potpisani: Biljana Tubi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna
elektronskoj verziji koju sam predala za objavljivanje na portalu Digitalnog
repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢cni podaci vezani za dobijanje
akademskog zvanja doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto

rodenja i datum odbrane rada.

U Beogradu, 08.11.2017. Potpis doktoranda




PRILOG 5.

Izjava o koriSéenju
Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni
repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod

naslovom:

,Derivati etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa

potencijalnim citotoksi¢nim dejstvom - in silico / in vitro fizicko-hemijska i

ADME karakterizacija”

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom
za trajno arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu
licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

. Autorstvo

. Autorstvo - nekomercijalno

Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade

1
2
3
4. Autorstvo - nekomercijalno - dati pod istim uslovima
5. Autorstvo bez prerade

6

. Autorstvo deliti pod istim uslovima

U Beogradu, 08.11.2017. Potpis doktoranda
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