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IZVESTAJ
1 PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE
Doktorska disertacija mr sc. Biljane Tubi¢ pod nazivom ,,Derivati etilendiamin-/V, V'-di-

2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa potencijalnim citotoksi¢nim dejstvom — in silico/in

vitro fizicko-hemijska i ADME Kkarakterizacija® napisana je na 226 strana standardnog



formata (prored 1,5; font Book Antiqua - 12). Doktorska disertacija sadrzi Rezime na srpskom
i Abstract na engleskom jeziku, a sastoji se iz slede¢ih poglavlja: 1. Uved, 2. Cilj rada, 3.
Eksperimentalni deo, 4. Rezultati i diskusija, 5. Zakljucak, 6. Literatura, 7. Prilozi.

Disertacija sadrzi 58 slika, 35 tabela i 163 literaturna navoda.

2 OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U ovoj doktorskoj disertaciji opisan je razvoj i validacija savremene separacione
hromatografske metode UHPLC (visoko efikasne tecne hromatografije — eng. Ultra High
Performance Liquid Chromatography) u sprezi sa MS/MS tandem masenom detekcijom (eng.
Tandem Mass Spectrometry). Razvijena i validirana bioanaliticka UHPLC-MS/MS metoda
namenjena je za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje (S,5)-O,O-dietil-1,2-etandiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoata (DE-EDCP) i potencijalnog metabolita (S,S)-etandiamin-
N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline (EDCP) u bioloskom materijalu (komercijalni
serum misa) uz primenu (S,5)-0, O-dibutil-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanoata (DB-PDCP) kao internog standarda. Navedene supstance
ekstrahovane su iz bioloskog materijala primenom metode precipitacija proteina. Razvijena
bioanaliticka metoda validirana je ispitivanjem sledecih validacionih parametara: selektivnost,
linearnost, tacnost, preciznost, limit kvantifikacije, recovery, efekat matriksa i stabilnost
rastvora ispitivanih supstanci. Dobijene su zadovoljavaju¢e vrednosti validacionih
parametara. IzvrSen je i medulaboratorijski transfer bioanaliticke metode, pri cemu je ispitana
ponovljivost i robusnost. Na osovu vrednosti cross-validacionih parametara i Passing and
Bablok regresione analize pokazano je da je metoda robusna.

U okviru fizicko-hemijske karakterizacije ispitivanih supstanci, razvijena i validirana
UHPLC-MS/MS metoda upotrebljena je za ispitivanje rastvorljivosti. Rastvorljivost supstanci
DE-EDCP i EDCP eksperimentalno je ispitana u vodenim rastvorima slede¢ih pH vrednosti:
3, 5, 9 i 12. Rastvorljivost navedenih supstanci izraunata je i primenom raCunarskog
programa MarvinSketch. Profili pH zavisne rastvorljivosti dobijeni eksperimentalno i in silico
su uporedeni i pokazana je zadovoljavajuc¢a podudarnost. Najveca rastvorljivost kiseline
(EDCP) se postize u izrazito baznoj i izrazito kiseloj sredini, dok je rastvorljivost estra (DE-
EDCP) povecana u izrazito kiseloj sredini.

U okviru fizicko-hemijske karakterizacije ispitana je lipofilnost 14 jedinjenja. Ispitana je
(S,5)-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska kiselina (EDCP) i odgovarajudi estri sa
metanolom (DM-EDCP), etanolom (DE-EDCP), propanolom (DP-EDCP), butanolom (DB-



EDCP) i izobutanolom (DIB-EDCP). Ispitana je i (S,5)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanska kiselina i odgovaraju¢i estri sa metanolom (DM-PDCP), etanolom
(DE-PDCP), propanolom (DP-PDCP), butanolom (DB-PDCP), izobutanolom (DIB-PDCP),
pentanolom (DPE-PDCP) i izopentanolom (DIPE-PDCP). Lipofilnost je ispitana primenom
shake-flask metode. Eksperimentalno odredene vrednosti particionih koeficijenta n-oktanol-
voda (LogD74) ukazuju da lipofilnost supstanci raste sa povecanjem duzine alkil niza na
estarskim funkcionalnim grupama, kao i da je lipofilnost derivata 1,3-propandiamina veca u
odnosu na odgovaraju¢e analoge 1,2-etandiamina. Razvijena je i1 brza hromatografska
UHPLC-MS/MS metoda za ispitivanje lipofilnosti. Odredene su vrednosti hromatografskih
parametara lipofilnosti primenom metode izokratskog eluiranja (retencioni faktor £ (logk) i
retenciono vreme (fg)) i primenom metode gradijentnog eluiranja (indeks hidrofobnosti
(CHI)).

Ustanovljena je direktna zavisnost izmedu vrednosti particionih koeficijenata (LogD74)
odredenih shake-flask metodom i hromatografskih parametara (CHI, ¢o) dobijenih UHPLC-
MS metodom, kao i zavisnost izmedu logD;4 i1 retencionih vremena. Na osnovu
hromatografskih parametara lipofilnosti razvijen je matematicki model kojim se mogu
predvideti vrednosti particionih koeficijenata (LogD-4) za potencijalne metabolite ispitivanih
supstanci ili za novosintetisane derivate EDCP i PDCP. Razvijeni model je validiran
primenom [leave-one-out metode i pokazana je dobra prediktivna mo¢ predlozenog
matematickog modela (Q2 =0,89).

U okviru biofarmaceutske karakterizacije in vitro je procenjena gastrointestinalna
permeabilnost i permeabilnost kroz krvno-mozdanu barijeru primenom vestackih membrana —
PAMPA test (eng. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Prikazani su rezultati
dobijeni na veStackoj membrani koju ¢ini 1% lecitin u dodekanu — modelu za
gastrointestinalnu (GIT) resorpciju i na vestackoj membrani koju ¢ine polarni lipidi svinjskog
mozga — modelu permeabilnosti kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB). Za sve ispitivane
supstance izracunati su slede¢i parametri membranske permeabilnosti: P,,, (koeficijent
permeabilnosti), Caw/Cpo) (parametar permeabilnosti), Pe (koeficijent efektivne
permeabilnosti), %R (retencija, odnosno zadrzavanje ispitivane supstance u membrani) i J-
flux (proticanje - brzina prenosa).

Na osnovu grafickog prikaza zavisnosti %R 1 Ca/Cp) na vesStatkoj membrani GIT-a
utvrdeno je da sve ispitivane supstance pripadaju klasi III permeanata (visok % zadrzavanja u
membrani, a nizak % prolaznosti kroz membranu), osim supstanci EDCP, DPE-PDCP i

DIPE-PDCP koje pripadaju klasi I permeanata (nizak % zadrzavanja u membrani i nizak %



prolaznosti kroz membranu). Poredenjem dobijenih rezultata, utvrdeno je da se derivati 1,2-
etandiamin-N, N-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline u vecem % zadrzavaju u membrani,
kao i1 da imaju viSe vrednosti P,,, u odnosu na derivate 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline. Najvise vrednosti za parametre %R 1 Pe dobijene su za dietil
estre (DE-EDCP i DE-PDCP).

Na osnovu grafickog prikaza zavisnosti %R 1 Ca)/Cp(o) na vesStatkoj membrani BBB-a
ustanovljeno je da ispitivane supstance pripadaju klasi III permeanata (visok % zadrzavanja u
membrani 1 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). Obe kiseline (EDCP i
PDCP) pokazuju nisku permeabilnost i nizak % 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 povecéanje
zadrzavanja u membrani ili poveéanje permeabilnosti.

Uporedo sa in vitro biofarmaceutskom karakterizacijom ispitivanih supstanci uradena je
njihova in silico biofarmaceutska karakterizacija primenom odgovarajuc¢ih racunarskih
programa. IzvrSena su predvidanja najverovatnijih metabolickih reakcija primenom
racunarskog programa Metabolizer. Najverovatnija metabolicka 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. Za derivate 1,2-etandiamina predvidena su jo$s dva
metabolicka puta, kojima podleze kiselina EDCP, kao potencijalni metabolit svih estarskih
derivata 1,2-etandiamina. Tokom ove metabolicke reakcije dolazi do intramolekulske
ciklizacije i nastaje laktam-alkilestar, odnosno, daljom hidrolizom i druge estarske grupe
nastaje laktam-karboksilat.

Predvidanje apsorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije i1 toksicnosti za sve
ispitivane supstance, potencijalne metabolite i oficinalne lekove - citostatike iz grupe
platinskih derivata: cisplatin, karboplatin, oksaliplatin i satraplatin, uradeno je primenom
racunarskog programa ADME(T) predictor. Sve ispitivane supstance i potencijalni metaboliti
pokazuju hepatotoksicnost, osim DE-PDCP. Za sve ispitivane supstance i potencijalne

metabolite, osim onih sa najnizim vrednostima particionog koeficijenta (EDCP, DM-EDCP,



PDCP i DM-PDCP) utvrden je rizik da se u velikoj meri mogu metabolisati uz pomo¢ enzima
CYP3AA4.

Molekulski docking na raCunarskom programu Autodock Vina upotrebljen je za
predvidanje molekularnog mehanizma dejstva ispitivanih supstanci. Odabir ciljnih mesta na
kojima je raden docking vrSen je u odnosu na rezultate prethodno izvedenih in vitro
ispitivanja na celijskim linijjama sa ispitivanim supstancama (¢elijska linija akutne
promijelocitne leukemije HL-60 i ¢elijska linija humanog glioma U251 su se pokazale kao
najosetljivije na citotoksicno delovanje novosintetisanih supstanci) i na osnovu podataka iz
literature o ostvarivanju antiproliferativnog dejstva dostupnih hemioterapeutika. Docking
studija je izvedena za ciljna mesta uklju¢ena u signalne celijske puteve (razli¢ite protein
kinaze), ciljna mesta - matriks-metaloproteaze i ciljna mesta uklju¢ena u mitohondrijalni put
smrti. Rezultati izvedene docking studije ukazali su na sledece kljucne interakcije:
= Vodonic¢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;
= Nespecificne 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 (¢elijski 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. ProduZetak niza radikala koji ulaze u
sastav estarskih funkcionalnih grupa otezava hidrolizu. Ujedno, membranska permeabilnost
ispitivanih supstanci nije direktno zavisna od duzine ovih radikala. Navedeni podaci ukazuju
na hipotezu da su aktivne kiseline i neki od potencijalnih metabolita: laktam-karboksilat i

laktam-alkilestar, a estri su pro drug supstance.

3 UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA I1Z LITERATURE

Ispitivane supstance su derivati (S,S)-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske
kiseline &ija sinteza je opisana u literaturi'™ i derivati (S,S)-1,3-propandiamin-N, N"-di-2-(3-
cikloheksil)propanska kiselina &ija sinteza je takode opisana u literaturi®* In vitro

citotoksi¢na aktivnost derivata 1,2-etandiamina ispitana je na humanim leukemijskim



¢elijama i mononuklearnim ¢elijama 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).” U sprovedenim ispitivanjima najvecu 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 éelijska linija pokazala se kao
najosetljivija na citotoksi¢no dejstvo ispitivanih jedinjenja. Citotoksi¢nost etil-estarskog
derivata 1,2-etandiamina ispitana na HL-60 celijskoj liniji iznosi 1Csp=10,7—45,4 uM $to je
bilo statisticki 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 ¢elija, 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 celije u
odnosu na zdrave.’

In vitro citotoksicna 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).* 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 ¢elijska linija fibroblasta iz plu¢a (MRC-5) i
humana ¢elijska linija endotela (EA.hy 926)."

U cilju sprovodenja pretklinickih ispitivanja sa novosintetisanim jedinjenjima i
ispitivanja citotoksicne aktivnosti u in vivo uslovima bilo je potrebno razviti bioanalitiCku
metodu za kvalitativnu i1 kvantitativnu analizu supstanci iz bioloSkog materijala. Da bi se
bioanaliticka metoda primenila, potrebno je aktivnu supstancu ekstrahovati iz bioloskog
materijala. U literaturi su opisane metode za ekstrakciju analita iz bioloskog materijala.®’ Za
sprovodenje ekstrakcije derivata 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina odabrana je metoda
precipitacija proteina, primenom pet zapremina acetonitrila (ACN) i ultracentrifugiranjem na
niskoj temperaturi. [spitivane supstance su estarske prirode i prisustvo kiselina ili baza, koje
se koriste kod drugih vidova ekstrakcije mogu izazvati hidrolizu. U literaturi su opisane
sledec¢e bioanaliticke metode za farmaceutske supstance:
= klasi¢ne hromatografske tehnike udruzene sa masenom spektrometrijom:

= gasna hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom (GC-MS),



= teCna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) ili pod ultra visokim pritiskom

(UHPLC) spregnuta sa masenom spektrometrijom (LC-MS/MS),
= tehnike vezivanja liganada (RIA, ELISA).

Bioanaliticka metoda koja je razvijena i validirana za ispitivane supstance je UHPLC-
MS/MS. U razvoju metode upotrebljen je model analiticke metode odredivanja etambutola u
bioloskom materijalu.® Etambutol kao i ispitivane supstance imaju u molekulskoj strukturi
diaminski most. Validacija metode izvr§ena je prema smernicama EMA’ i FDA.' U sklopu
validacije metode uraden je i medulaboratorijski transfer.'''* Bilo je znagajno pokazati da je
razvijena UHPLC-MS/MS metoda robusna i ponovljiva, jer je namenjena za pracenje
ispitivanih supstanci u iz vivo uslovima tokom pretklinickih ispitivanja.

Razvijena metoda validirana je i u rastvoru, u fosfatnom puferu pH=7,4, a potom
upotrebljena za ispitivanje rastvorljivosti DE-EDCP i EDCP. Ispitivanje rastvorljivosti je
vazan korak u biofarmaceutskoj karakterizaciji aktivnih supstanci. Rastvorljivost je ispitana
na osnovu metoda OECD smernica,”” a dobijeni razultati su ocenjeni prema podacima iz
poglavlja ,,General Notice* vaze¢e 9. Evropske Farmakopeje (Ph.Eur) i poglavlja ,,Opsti
podaci V Jugoslovenske Farmakopeje (Ph.Jug). Eksperimentalno dobijeni rezultati su
uporedeni sa rezultatima dobijenim primenom programa MarvinSketch 1 uocena je
zadovoljavajuca podudarnost.

Za biofarmaceutsku karakterizaciju supstanci bitno je odrediti parametre lipofilnosti.
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.'® Shake-flask metoda predstavlja
klasi¢énu proceduru za direktno odredivanje LogP i LogD.17 Za odredivanje lipofilnosti
farmaceutskih supstanci razvijene su nove in vifro metode: imobilisane hromatografske
tehnike, vestatke membrane, ili raspodela lipozom-voda.'*** U ovoj doktorskoj disertaciji za
odredivanje particionog koeficijenta LogD;4 ispitivanih supstanci upotrebljena je
tradicionalna shake-flask metoda. Za odredivanje hromatografskih parametera lipofilnosti
(logk’, CHI, @) razvijena je UHPLC-MS/MS metoda. Matematicki modeli, koji predstavljaju
korelaciju parametara lipofilnosti dobijenih primenom shake-flask metode i primenom
hromatografskih parametara se validiraju. Ukoliko trening set supstanci nije veliki, najcesce
primenjivana validaciona tehnika je leave-one-out (LOO).” Pomenuta tehnika je primenjena
za validaciju razvijenog matematickog modela kojim je uspostavljena korelacija izmedu
parametara lipofilnosti dobijenih primenom shake-flask metode i primenom UHPLC-MS/MS

metode ¢ime su stvorene mogucénosti za predvidanje particionog koeficijenta za potencijalne



metabolite 1 novosintetisane derivate 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina na osnovu
hromatografskih parametara. Rezultati ispitivanja pokazuju da parametri lipofilnosti
ispitivanih supstanci imaju vise vrednosti sa porastom alkil niza na estarskim funkcionalnim
grupama.

Permeabilnost farmaceutske supstance je veoma znacajan parametar na osnovu kojeg se
predvida bioraspolozivost. Za ispitivanje permeabilnosti koristi se PAMPA tehnika, koju su
prvi put uveli Kansy i saradnici, a koristi se za brzu procenu permeacije lekova, koja se
uglavnom odvija pasivnom difuzijom i transcelularnim transportom. Metoda ima veliku
primenu u postupku ocene kandidata za buduéi lek.?**° U doktorskoj disretaciji primenjena je
PAMPA tehnika u jednostavnim uslovima (jednokomponentna membrane, izokratski pH,
sobna temperatura). Kao veStatka membrana upotrebljen je 1 % rastvor lecitina jajeta kojim
se simulira membrana GIT-a i u drugom eksperimentu polarni svinjski lipidi kojima se
simulira. BBB. Rezultati ispitivanja pokazuju da parametri membranske permeabilnosti
ispitivanih supstanci nemaju porast vrednosti sa porastom alkil niza na estarskim
funkcionalnim grupama.

In silico tehnike se koriste za predvidanje biofarmaceutskih karakteristika molekula:
lipofilnost, permeabilnost, apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija, toksi¢nost, nacin
vezivanja za ciljna mesta, kao i za odredivanje odnosa strukture i dejstva. Njihovom
primenom mogucée je predvideti ponaSanje analiziranih supstanci u in vivo uslovima. U
pojedinim situacijama mogu biti adekvatna zamena za Zivotinjske eksperimentalne modele.
Imaju prednost u pretklini¢kim ispitivanjima, jer se njihovom primenom izbegava nekriti¢no
i prekomereno koriS¢enje zivotinjskih eksperimentalnih modela. Znacajne su zbog
racionalizacije primene eksperimentalnih Zivotinja u razvoju lekova. Russell je sa saradnicima
prvi put uveo 3R princip 1959. godine. 3R princip daje dobru osnovu i podrSku razvoju i
primeni in silico tehnika.*® Za in silico biofarmaceutsku karakterizaciju supstanci koriste se
razli¢iti raCunarski programi: ADME(T) predictor, Metabolizer, AutoDock Vina i dr.
AutoDock Vina je raCunarski 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.®’ U radu su primenjeni Metabolizer za predvidanje najverovatnijih
metabolickih reakcija i metabolita, ADME(T)-predictor za predvidanje apsorpcije,
distribucije, metabolizma, eliminacije i toksi¢nosti i Molekulski docking za predvidanje

molekularnog mehanizma citotoksi¢nog dejstva.
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4 OBJAVLJENI I SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE SASTAVNI DEO
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Sabo, Highly sensitive UHPLC-MS/MS method for quantification of ethylenediamine-
N,N'-di-2-(3-cyclohexyl) propanoic acid derivatives in mouse serum, Acta

Chromatographica 2017 (29)2: 235-252. (M23)
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402-409.
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5 ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Hemioterapija malignih oboljenja koja su znacajan uzrok mortaliteta, predstavlja veliki
izazov u medicini. Lecenje obolelih sa malignim tumorima sprovodi se prema standardnim
klinickim protokolima, koji obuhvataju hirurSko lecenje, radio-, hemio-, ciljanu i 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. Nedostaci u farmakoterapiji malignih
tumora su nedovoljna selektivnost - posledi¢no visoka toksi¢nost, kao i razvoj rezistencija na
terapiju i otezano dopremanje leka kroz krvno-mozdanu barijeru. Intenzivno se radi na
otkrivanju novih terapijskih opcija, koje bi umanjile razvoj rezistencije, vecu selektivnost,
zaustavljanje rasta celije u GO/G fazi, ¢ime bi leCenje malignih tumora bilo uspesnije.

Estri (S,5)-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa metanolom,
etanolom, propanolom, butanolom i izobutanolom kao i estri (S,S)-1,3-propandiamin-N, N'-di-
2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa metanolom, etanolom, propanolom, butanolom,
izobutanolom, pentanolom i izopentanolom dizajnirani su kao ligandi za Pt(IV) komplekse,
ali su i u nevezanom obliku pokazali znacajan citotoksicni efekat.

U ovoj doktorskoj disertaciji opisan je razvoj i validacija nove UHPLC-MS/MS
bioanaliticke metode za buduca pretklinicka ispitivanja dietil estra (S,S)-1,2-etandiamin-N,N'-
di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline koji je u in vitro ispitivanjima pokazao najvecu
citotoksi¢nu aktivnost, kao i njegovog potencijalnog metabolita (S,S)-1,2-etandiamin-N, N'-di-
2-(3-cikloheksil)propanske kiseline. Ispitana je medulaboratorijska ponovljivost razvijene
metode $to je od znacaja za buduca pretklinicka ispitivanja i pokazano je da je metoda
robusna. Potom je na osnovu in silico i in vitro testiranja sveobuhvatno sagledan potencijal
Cetrnaest supstanci - derivata 1,2-etandiamina i derivata 1,3-propandiamina. Razvijena
metoda je primenjena za in vitro biofarmaceutsku karakterizaciju ispitivanih supstanci.
Ispitana je i ocenjena rastvorljivost primenom in vitro i in silico metoda, a zatim su odredeni
parametri lipofilnosti primenom shake-flask metode (particioni koeficijent LogD;4), kao i
koriS¢enjem tecne hromatografije, odnosno razvijene UHPLC-MS/MS metode
(hromatografski parametri lipofilnosti: logk’, CHI, ¢¢). Razvijen je i validiran matematicki
model koji predstavljaju korelaciju parametara lipofilnosti dobijenih primenom shake-flask
metode i primenom hromatografske tehnike. Razvijen matematicki model pruza moguénost

da se mogu predvideti vrednosti particionog koeficijenta (LogD74) za potencijalne metabolite
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ispitivanih supstanci ili za novosintetisane supstance derivate (S,S)-1,2-etandiamin-N, N'-di-2-
(3-cikloheksil)propanske kiseline i (S,9)-1,3-propandiamin-N, N'-di-2-(3-
cikloheksil)propanske kiseline na osnovu hromatografskih parametara lipofilnosti.
Gastrointestinalna apsorpcija, kao i permeabilnost kroz krvno-mozdanu barijeru je procenjena
in vitro koris¢enjem PAMPA metode. In silico predvidanje metabolickih reakcija i metabolita
izvrSeno je primenom racunarskog programa Metabolizer i utvrdeno je da su glavne
metabolicke reakcije hidrolize estara i naknadno intramolekulska ciklizacija (gradenje
laktama). In silico predvidanje apsorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije i toksi¢nosti
za sve ispitivane supstance, potencijalne metabolite i oficinalne lekove izvrSeno je primenom
programa ADME(T) predictor. Na osnovu rezultata dobijenih primenom molekulskog
docking-a moze se pretpostaviti da ispitivane supstance antiproliferativno dejstvo ostvaruju
putem viSe mehanizama, a da su aktivne kiseline i potencijalni metaboliti: laktam-karboksilat
i laktam-alkilestar, dok su estri verovatno pro drug supstance sa povoljnim osobinama da
osiguraju dovoljnu bioraspolozivost na ciljnim mestima delovanja

Dobijeni rezultati predstavljaju adekvatne smernice za dalji pretklinicki razvoj ispitivanih
supstanci u cilju razumevanja mehanizma citotoksi¢nog dejstva, selekcije najboljih kandidata
za nastavak | faze klinickih ispitivanja, za prouc¢avanje metabolita u in vivo uslovima, kao i za
sintezu novih derivata 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da treba da se istrazi postojanje metabolita
laktam-karboksilata i laktam-alkilestra u bioloSkom materijalu i da se izvrSe pretklinicka
ispitivanja sa dietilestarskim derivatima 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina. Bolji prolazak
kroz krvno-mozdanu barijeru utvrden u in vitro ispitivanjima za derivate 1,3-propandiamina

ukazuje da treba detaljno ispitati citotoksicnu aktivnost na glioma ¢elijama.

Predlog Komisije

Na osnovu izlozenog, Komisija zakljucuje da je kandidat mr sc. Biljana Tubi¢ uspesno
realizovala postavljene ciljeve istrazivanja i da rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji
predstavljaju znacajan naucni doprinos u oblasti Farmaceutske-medicinske hemije i strukturne
analize.

Rezultati doktorske disertacije publikovani su u 2 rada u Casopisima medunarodnog
znacaja (jedan rad u medunarodnom casopisu (M23), jedan rad u istaknutom medunarodnom

¢asopisu (M22)), 1 predavanje po pozivu sa medunarodnog skupa Stampano u celini (M31), 1
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saopStenje na medunarodnom nau¢nom skupu Stampano u celini (M33), 5 saopStenja na

medunarodnim nau¢nim skupovima Stampana u izvodu (M34).

Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjuje doktorsku disertaciju mr sc. Biljane

Tubi¢ i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

da prihvati ovaj Izvestaj o zavrSenoj doktorskoj disertaciji i uputi ga Vecu nau¢nih oblasti

medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod

nazivom:

wDerivati etilendiamin-/V, N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske Kkiseline sa potencijalnim

citotoksi¢nim dejstvom — in silicolin vitro fizicko-hemijska i ADME Kkarakterizacija”

U Beogradu, 16. 11. 2017.

Clanovi Komisije:

1.
Dr sc. Bojan Markovi¢, vanredni profesor,
mentor, predsednik komisije,
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

2.
Dr sc. Sote Vladimirov, redovni profesor,
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

3.
Dr sc. Tibor Sabo, redovni profesor,
Univerzitet u Beogradu — Hemijski fakultet

4.

Dr sc. Svjetlana Stojisavljevié¢ Satara, redovni profesor,

Univerzitet u Banjoj Luci — Medicinski fakultet

Dr sc. Vladimir Dobri¢i¢, docent,

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet
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