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I Z V E Š T A J 

 

1 PRIKAZ SADRŽAJA DOKTORSKE DISERTACIJE 

 

Doktorska disertacija mr sc. Biljane Tubić pod nazivom „Derivati etilendiamin-N,N'-di-

2-(3-cikloheksil)propanske kiseline sa potencijalnim citotoksičnim dejstvom – in silico/in 

vitro fizičko-hemijska i ADME karakterizacija“ napisana je na 226 strana standardnog 
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formata (prored 1,5; font Book Antiqua - 12). Doktorska disertacija sadrži Rezime na srpskom 

i Abstract na engleskom jeziku, a sastoji se iz sledećih poglavlja: 1. Uvod, 2. Cilj rada, 3. 

Eksperimentalni deo, 4. Rezultati i diskusija, 5. Zaključak, 6. Literatura, 7. Prilozi.  

Disertacija sadrži 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 tečne hromatografije – eng. Ultra High 

Performance Liquid Chromatography) u sprezi sa MS/MS tandem masenom detekcijom (eng. 

Tandem Mass Spectrometry). Razvijena i validirana bioanalitička UHPLC-MS/MS metoda 

namenjena je za kvalitativno i kvantitativno određivanje (S,S)-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 biološkom materijalu (komercijalni 

serum miša) uz primenu (S,S)-O,O-dibutil-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanoata (DB-PDCP) kao internog standarda. Navedene supstance 

ekstrahovane su iz biološkog materijala primenom metode precipitacija proteina. Razvijena 

bioanalitička metoda validirana je ispitivanjem sledećih validacionih parametara: selektivnost, 

linearnost, tačnost, preciznost, limit kvantifikacije, recovery, efekat matriksa i stabilnost 

rastvora ispitivanih supstanci. Dobijene su zadovoljavajuće vrednosti validacionih 

parametara. Izvršen je i međulaboratorijski transfer bioanalitičke metode, pri čemu 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 fizičko-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 sledećih pH vrednosti: 

3, 5, 9 i 12. Rastvorljivost navedenih supstanci izračunata je i primenom računarskog 

programa MarvinSketch. Profili pH zavisne rastvorljivosti dobijeni eksperimentalno i in silico 

su upoređeni i pokazana je zadovoljavajuća podudarnost. Najveća rastvorljivost kiseline 

(EDCP) se postiže u izrazito baznoj i izrazito kiseloj sredini, dok je rastvorljivost estra (DE-

EDCP) povećana u izrazito kiseloj sredini. 

U okviru fizičko-hemijske karakterizacije ispitana je lipofilnost 14 jedinjenja. Ispitana je 

(S,S)-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanska kiselina (EDCP) i odgovarajući estri sa 

metanolom (DM-EDCP), etanolom (DE-EDCP), propanolom (DP-EDCP), butanolom (DB-
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EDCP) i izobutanolom (DIB-EDCP). Ispitana je i (S,S)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanska kiselina i odgovarajući 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 određene vrednosti particionih koeficijenta n-oktanol-

voda (LogD7,4) ukazuju da lipofilnost supstanci raste sa povećanjem dužine alkil niza na 

estarskim funkcionalnim grupama, kao i da je lipofilnost derivata 1,3-propandiamina veća u 

odnosu na odgovarajuće analoge 1,2-etandiamina. Razvijena je i brza hromatografska 

UHPLC-MS/MS metoda za ispitivanje lipofilnosti. Određene su vrednosti hromatografskih 

parametara lipofilnosti primenom metode izokratskog eluiranja (retencioni faktor k (logk) i 

retenciono vreme (tR)) i primenom metode gradijentnog eluiranja (indeks hidrofobnosti 

(CHI)).  

Ustanovljena je direktna zavisnost između vrednosti particionih koeficijenata (LogD7,4) 

određenih shake-flask metodom i hromatografskih parametara (CHI, φ0) dobijenih UHPLC-

MS metodom, kao i zavisnost između logD7,4 i retencionih vremena. Na osnovu 

hromatografskih parametara lipofilnosti razvijen je matematički model kojim se mogu 

predvideti vrednosti particionih koeficijenata (LogD7,4) 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 moć predloženog 

matematičkog modela (Q2 = 0,89). 

U okviru biofarmaceutske karakterizacije in vitro je procenjena gastrointestinalna 

permeabilnost i permeabilnost kroz krvno-moždanu barijeru primenom veštačkih membrana – 

PAMPA test (eng. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Prikazani su rezultati 

dobijeni na veštačkoj membrani koju čini 1% lecitin u dodekanu  – modelu za 

gastrointestinalnu (GIT) resorpciju i na veštačkoj membrani koju čine polarni lipidi svinjskog 

mozga – modelu permeabilnosti kroz krvno-moždanu barijeru (BBB). Za sve ispitivane 

supstance izračunati su sledeći parametri membranske permeabilnosti: Papp (koeficijent 

permeabilnosti), CA(t)/CD(0) (parametar permeabilnosti), Pe (koeficijent efektivne 

permeabilnosti), %R (retencija, odnosno zadržavanje ispitivane supstance u membrani) i J-

flux (proticanje - brzina prenosa).  

Na osnovu grafičkog prikaza zavisnosti %R i CA(t)/CD(0) na veštačkoj membrani GIT-a 

utvrđeno je da sve ispitivane supstance pripadaju klasi III permeanata (visok % zadržavanja u 

membrani, a nizak % prolaznosti kroz membranu), osim supstanci EDCP, DPE-PDCP i 

DIPE-PDCP koje pripadaju klasi I permeanata (nizak % zadržavanja u membrani i nizak % 
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prolaznosti kroz membranu). Poređenjem dobijenih rezultata, utvrđeno je da se derivati 1,2-

etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline u većem % zadržavaju u membrani, 

kao i da imaju više vrednosti Papp u odnosu na derivate 1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline. Najviše vrednosti za parametre %R i Pe dobijene su za dietil 

estre (DE-EDCP i DE-PDCP).  

Na osnovu grafičkog prikaza zavisnosti %R i CA(t)/CD(0) na veštačkoj membrani BBB-a 

ustanovljeno je da ispitivane supstance pripadaju klasi III permeanata (visok % zadržavanja u 

membrani i nizak % prolaznosti kroz membranu), osim supstanci EDCP i PDCP koje 

pripadaju klasi I permeanata (nizak % zadržavanja u membrani i nizak % prolaznosti kroz 

membranu) i supstance DIB-PDCP za koju je određeno da pripada klasi IV permeanata (visok 

% zadržavanja u membrani i visok % prolaznosti kroz membranu). Obe kiseline (EDCP i 

PDCP) pokazuju nisku permeabilnost i nizak % retencije na obe ispitane veštačke membrane 

(klasa I permeanata). Esterifikacijom karboksilnih grupa dobijaju se više vrednosti parametara 

permeabilnosti. Kod dietilestra obe kiseline (DE-EDCP i DE-PDCP) značajno se povećava 

zadržavanje u membrani, a raste i efektivna membranska permeabilnost. Međutim, sa daljim 

produžavanjem alkil niza na estarskim funkcionalnim grupama nije zabeleženo povećanje 

zadržavanja u membrani ili povećanje permeabilnosti.  

Uporedo sa in vitro biofarmaceutskom karakterizacijom ispitivanih supstanci urađena je 

njihova in silico biofarmaceutska karakterizacija primenom odgovarajućih računarskih 

programa. Izvršena su predviđanja najverovatnijih metaboličkih reakcija primenom 

računarskog programa Metabolizer. Najverovatnija metabolička reakcija i kod derivata 1,2-

etandiamina i kod derivata 1,3-propandiamina je hidroliza jedne ili obe estarske grupe pri 

čemu se dobija odgovarajuća kiselina. Za derivate 1,2-etandiamina predviđena su još dva 

metabolička puta, kojima podleže kiselina EDCP, kao potencijalni metabolit svih estarskih 

derivata 1,2-etandiamina. Tokom ove metaboličke reakcije dolazi do intramolekulske 

ciklizacije i nastaje laktam-alkilestar, odnosno, daljom hidrolizom i druge estarske grupe 

nastaje laktam-karboksilat.  

Predviđanje apsorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije i toksičnosti za sve 

ispitivane supstance, potencijalne metabolite i oficinalne lekove - citostatike iz grupe 

platinskih derivata: cisplatin, karboplatin, oksaliplatin i satraplatin, urađeno je primenom 

računarskog programa ADME(T) predictor. Sve ispitivane supstance i potencijalni metaboliti 

pokazuju hepatotoksičnost, osim DE-PDCP. Za sve ispitivane supstance i potencijalne 

metabolite, osim onih sa najnižim vrednostima particionog koeficijenta (EDCP, DM-EDCP, 
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PDCP i DM-PDCP) utvrđen je rizik da se u velikoj meri mogu metabolisati uz pomoć enzima 

CYP3A4.  

Molekulski docking na računarskom programu Autodock Vina upotrebljen je za 

predviđanje molekularnog mehanizma dejstva ispitivanih supstanci. Odabir ciljnih mesta na 

kojima je rađen docking vršen je u odnosu na rezultate prethodno izvedenih in vitro 

ispitivanja na ćelijskim linijama sa ispitivanim supstancama (ćelijska linija akutne 

promijelocitne leukemije HL-60 i ćelijska linija humanog glioma U251 su se pokazale kao 

najosetljivije na citotoksično delovanje novosintetisanih supstanci) i na osnovu podataka iz 

literature o ostvarivanju antiproliferativnog dejstva dostupnih hemioterapeutika. Docking 

studija je izvedena za ciljna mesta uključena u signalne ćelijske puteve (različite protein 

kinaze), ciljna mesta - matriks-metaloproteaze i ciljna mesta uključena u mitohondrijalni put 

smrti. Rezultati izvedene docking studije ukazali su na sledeće ključne interakcije: 

� Vodonične veze karboksilnih grupa i sekundarnog amina sa aminokiselinskim ostacima na 

ciljnim mestima; 

� Hidrofobne alkil i π-alkil interakcije između cikloheksil funkcionalne grupe i 

aminokiselinskih ostataka na ciljnim mestima; 

� Nespecifične interakcije između CH- grupa i aminokiselinskih ostataka na ciljnim 

mestima. 

Na osnovu prikazanih rezultata dobijenih u sprovedenim docking studijama može se 

pretpostaviti da ispitivane supstance antiproliferativno dejstvo ostvaruju putem više 

mehanizama (ćelijski signalni put, matriks-metaloproteaze i mitohondrijalni put). Na osnovu 

dobijenih rezultata može se pretpostaviti da je esterifikacija ispitivanih supstanci neophodna 

kako bi se osigurala njihova optimalna lipofilnost. Produžetak niza radikala koji ulaze u 

sastav estarskih funkcionalnih grupa otežava hidrolizu. Ujedno, membranska permeabilnost 

ispitivanih supstanci nije direktno zavisna od dužine 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 IZ LITERATURE 

 
Ispitivane supstance su derivati (S,S)-etandiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanske 

kiseline čija sinteza je opisana u literaturi1-3 i derivati (S,S)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanska kiselina čija sinteza je takođe opisana u literaturi.3,4 In vitro 

citotoksična aktivnost derivata 1,2-etandiamina ispitana je na humanim leukemijskim 
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ćelijama i mononuklearnim ćelijama 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).5 U sprovedenim ispitivanjima najveću aktivnost je 

pokazao dietilestar (DE-EDCP), a sa povećavanjem alkil niza uočeno je smanjenje aktivnosti: 

etil-estar>metil-estar>propil-estar>butil-estar=kiselina.5 HL-60 ćelijska linija pokazala se kao 

najosetljivija na citotoksično dejstvo ispitivanih jedinjenja. Citotoksičnost etil-estarskog 

derivata 1,2-etandiamina ispitana na HL-60 ćelijskoj liniji iznosi IC50=10,7−45,4 μM što je 

bilo statistički značajno (p<0,05) i istog je reda veličine kao i citotoksičnost cisplatine iako 

DE-EDCP ne sadrži platinu.5 U subtoksičnim dozama DE-EDCP dovodi do diferencijacije 

HL-60 ćelija, a poznato je da viši stepen diferencijacije maligne ćelije znači i manji stepen 

njene agresivnosti. Objavljeni rezultati dosadašnjih ispitivanja ukazuju i na selektivno 

delovanje DE-EDCP jedinjenja, jer su na citotoksično dejstvo osetljivije maligne ćelije u 

odnosu na zdrave.5 

In vitro citotoksična aktivnost jedinjenja PDCP, DM-PDCP, DE-PDCP, DP-PDCP, DB-

PDCP i DIB-PDCP ispitana je na pet tumorskih ćelijskih linija: gliom pacova (C6) i humani 

gliom (U251), mišji fibrosarkom (L929), humani neuroblastom (SHSY-5Y) i humana 

promijelocitna leukemija (HL-60).4 In vitro citotoksična aktivnost jedinjenja DIB-PDCP, 

DPE-PDCP, DIPE-PDCP ispitana je na šest tumorskih ćelijskih linija: karcinom grlića 

materice (HeLa), alveolarni bazalni adenokarcinom (A549), karcinom dojke (MDA-MB-231), 

kolorektalni adenokarcinom (LS-174), humana ćelijska linija fibroblasta iz pluća (MRC-5) i 

humana ćelijska linija endotela (EA.hy 926).4  

U cilju sprovođenja pretkliničkih ispitivanja sa novosintetisanim jedinjenjima i 

ispitivanja citotoksične aktivnosti u in vivo uslovima bilo je potrebno razviti bioanalitičku 

metodu za kvalitativnu i kvantitativnu analizu supstanci iz biološkog materijala. Da bi se 

bioanalitička metoda primenila, potrebno je aktivnu supstancu ekstrahovati iz biološkog 

materijala. U literaturi su opisane metode za ekstrakciju analita iz biološkog materijala.6,7 Za 

sprovođenje ekstrakcije derivata 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina odabrana je metoda 

precipitacija proteina, primenom pet zapremina acetonitrila (ACN) i ultracentrifugiranjem na 

niskoj temperaturi. Ispitivane supstance su estarske prirode i prisustvo kiselina ili baza, koje 

se koriste kod drugih vidova ekstrakcije mogu izazvati hidrolizu. U literaturi su opisane 

sledeće bioanalitičke metode za farmaceutske supstance: 

� klasične hromatografske tehnike udružene sa masenom spektrometrijom: 

� gasna hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom (GC-MS), 
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� tečna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) ili pod ultra visokim pritiskom 

(UHPLC) spregnuta sa masenom spektrometrijom (LC-MS/MS), 

� tehnike vezivanja liganada (RIA, ELISA). 

Bioanalitička metoda koja je razvijena i validirana za ispitivane supstance je UHPLC-

MS/MS. U razvoju metode upotrebljen je model analitičke metode određivanja etambutola u 

biološkom materijalu.8 Etambutol kao i ispitivane supstance imaju u molekulskoj strukturi 

diaminski most. Validacija metode izvršena je prema smernicama EMA9 i FDA.10 U sklopu 

validacije metode urađen je i međulaboratorijski transfer.11-14 Bilo je značajno pokazati da je 

razvijena UHPLC-MS/MS metoda robusna i ponovljiva, jer je namenjena za praćenje 

ispitivanih supstanci u in vivo uslovima tokom pretkliničkih 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 

važan korak u biofarmaceutskoj karakterizaciji aktivnih supstanci. Rastvorljivost je ispitana 

na osnovu metoda OECD smernica,15 a dobijeni razultati su ocenjeni prema podacima iz 

poglavlja „General Notice“ važeće 9. Evropske Farmakopeje (Ph.Eur) i poglavlja „Opšti 

podaci“ V Jugoslovenske Farmakopeje (Ph.Jug). Eksperimentalno dobijeni rezultati su 

upoređeni sa rezultatima dobijenim primenom programa MarvinSketch i uočena je 

zadovoljavajuća podudarnost.  

Za biofarmaceutsku karakterizaciju supstanci bitno je odrediti parametre lipofilnosti. 

Lipofilnost supstance izražava 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.16 Shake-flask metoda predstavlja 

klasičnu proceduru za direktno određivanje LogP i LogD.17 Za određivanje lipofilnosti 

farmaceutskih supstanci razvijene su nove in vitro metode: imobilisane hromatografske 

tehnike, veštačke membrane, ili raspodela lipozom-voda.18-24 U ovoj doktorskoj disertaciji za 

određivanje particionog koeficijenta LogD7,4 ispitivanih supstanci upotrebljena je 

tradicionalna shake-flask metoda. Za određivanje hromatografskih parametera lipofilnosti 

(logk’, CHI, φ0) razvijena je UHPLC-MS/MS metoda. Matematički modeli, koji predstavljaju 

korelaciju parametara lipofilnosti dobijenih primenom shake-flask metode i primenom 

hromatografskih parametara se validiraju. Ukoliko trening set supstanci nije veliki, najčešće 

primenjivana validaciona tehnika je leave-one-out (LOO).25 Pomenuta tehnika je primenjena 

za validaciju razvijenog matematičkog modela kojim je uspostavljena korelacija između 

parametara lipofilnosti dobijenih primenom shake-flask metode i primenom UHPLC-MS/MS 

metode čime su stvorene mogućnosti za predviđanje particionog koeficijenta za potencijalne 
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metabolite i novosintetisane derivate 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina na osnovu 

hromatografskih parametara. Rezultati ispitivanja pokazuju da parametri lipofilnosti 

ispitivanih supstanci imaju više vrednosti sa porastom alkil niza na estarskim funkcionalnim 

grupama.  

Permeabilnost farmaceutske supstance je veoma značajan parametar na osnovu kojeg se 

predviđa bioraspoloživost. 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 budući lek.26-29 U doktorskoj disretaciji primenjena je 

PAMPA tehnika u jednostavnim uslovima (jednokomponentna membrane, izokratski pH, 

sobna temperatura). Kao veštačka 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 predviđanje biofarmaceutskih karakteristika molekula: 

lipofilnost, permeabilnost, apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija, toksičnost, način 

vezivanja za ciljna mesta, kao i za određivanje odnosa strukture i dejstva. Njihovom 

primenom moguće je predvideti ponašanje analiziranih supstanci u in vivo uslovima. U 

pojedinim situacijama mogu biti adekvatna zamena za životinjske eksperimentalne modele. 

Imaju prednost u pretkliničkim ispitivanjima,  jer se njihovom primenom izbegava nekritično 

i prekomereno korišćenje životinjskih eksperimentalnih modela. Značajne su zbog 

racionalizacije primene eksperimentalnih životinja u razvoju lekova. Russell je sa saradnicima 

prvi put uveo 3R princip 1959. godine. 3R princip daje dobru osnovu i podršku razvoju i 

primeni in silico tehnika.30 Za in silico biofarmaceutsku karakterizaciju supstanci koriste se 

različiti računarski programi: ADME(T) predictor, Metabolizer, AutoDock Vina i dr. 

AutoDock Vina je računarski program u kojem se izvodi molekulski docking i virtual 

screening. Molekulski docking ili metoda uklapanja je široko korišćena metoda kojom se 

objašnjavaju molekularni mehanizmi dejstva lekova, a koristi se i za racionalizaciju odnosa 

strukture i dejstva.31 U radu su primenjeni Metabolizer za predviđanje najverovatnijih 

metaboličkih reakcija i metabolita, ADME(T)-predictor za predviđanje apsorpcije, 

distribucije, metabolizma, eliminacije i toksičnosti i Molekulski docking za predviđanje 

molekularnog mehanizma citotoksičnog dejstva.  
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UHPLC-MS/MS method, The 9th International Working Conference - Total quality 

management – advanced and intelligent approaches, Belgrade, 5th – 7th June 2017: 

a. Total quality management - advanced and intelligent approaches – proceedings; 2017: 

59-63 (UDC 005.334;615),  

b. International Journal of advanced quality; 2017 (45)2: 49-53.  
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5 ZAKLJUČAK - OBRAZLOŽENJE NAUČNOG DOPRINOSA DOKTORSKE 

DISERTACIJE 

 

Hemioterapija malignih oboljenja koja su značajan uzrok mortaliteta, predstavlja veliki 

izazov u medicini. Lečenje obolelih sa malignim tumorima sprovodi se prema standardnim 

kliničkim protokolima, koji obuhvataju hirurško lečenje, radio-, hemio-, ciljanu i biološku 

terapiju. Odabir terapijskog modaliteta vrši se na osnovu lokaliteta malignog tumora, 

stadijuma razvijenosti, stepena diferencijacije malignih ćelija, dostupnosti nabrojanih 

terapijskih opcija i karakteristika samog pacijenta. Nedostaci u farmakoterapiji malignih 

tumora su nedovoljna selektivnost - posledično visoka toksičnost, kao i razvoj rezistencija na 

terapiju i otežano dopremanje leka kroz krvno-moždanu barijeru. Intenzivno se radi na 

otkrivanju novih terapijskih opcija, koje bi umanjile razvoj rezistencije, veću selektivnost, 

zaustavljanje rasta ćelije u G0/G fazi, čime bi lečenje malignih tumora bilo uspešnije.  

Estri (S,S)-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 značajan citotoksični efekat.  

U ovoj doktorskoj disertaciji opisan je razvoj i validacija nove UHPLC-MS/MS 

bioanalitičke metode za buduća pretklinička ispitivanja dietil estra (S,S)-1,2-etandiamin-N,N'-

di-2-(3-cikloheksil)propanske kiseline koji je u in vitro ispitivanjima pokazao najveću 

citotoksičnu aktivnost, kao i njegovog potencijalnog metabolita (S,S)-1,2-etandiamin-N,N'-di-

2-(3-cikloheksil)propanske kiseline. Ispitana je međulaboratorijska ponovljivost razvijene 

metode što je od značaja za buduća pretklinička ispitivanja i pokazano je da je metoda 

robusna. Potom je na osnovu in silico i in vitro testiranja sveobuhvatno sagledan potencijal 

četrnaest 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 određeni 

parametri lipofilnosti primenom shake-flask metode (particioni koeficijent LogD7,4), kao i 

korišćenjem tečne hromatografije, odnosno razvijene UHPLC-MS/MS metode 

(hromatografski parametri lipofilnosti: logk’, CHI, φ0). Razvijen je i validiran matematički 

model koji predstavljaju korelaciju parametara lipofilnosti dobijenih primenom shake-flask 

metode i primenom hromatografske tehnike. Razvijen matematički model pruža mogućnost 

da se mogu predvideti vrednosti particionog koeficijenta (LogD7,4) 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,S)-1,3-propandiamin-N,N'-di-2-(3-

cikloheksil)propanske kiseline na osnovu hromatografskih parametara lipofilnosti. 

Gastrointestinalna apsorpcija, kao i permeabilnost kroz krvno-moždanu barijeru je procenjena 

in vitro korišćenjem PAMPA metode. In silico predviđanje metaboličkih reakcija i metabolita 

izvršeno je primenom računarskog programa Metabolizer i utvrđeno je da su glavne 

metaboličke reakcije hidrolize estara i naknadno intramolekulska ciklizacija (građenje 

laktama). In silico predviđanje apsorpcije, distribucije, metabolizma, eliminacije i toksičnosti 

za sve ispitivane supstance, potencijalne metabolite i oficinalne lekove izvršeno je primenom 

programa ADME(T) predictor. Na osnovu rezultata dobijenih primenom molekulskog 

docking-a može se pretpostaviti da ispitivane supstance antiproliferativno dejstvo ostvaruju 

putem više 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 bioraspoloživost na ciljnim mestima delovanja 

Dobijeni rezultati predstavljaju adekvatne smernice za dalji pretklinički razvoj ispitivanih 

supstanci u cilju razumevanja mehanizma citotoksičnog dejstva, selekcije najboljih kandidata 

za nastavak I faze kliničkih ispitivanja, za proučavanje 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 istraži postojanje metabolita 

laktam-karboksilata i laktam-alkilestra u biološkom materijalu i da se izvrše pretklinička 

ispitivanja sa dietilestarskim derivatima 1,2-etandiamina i 1,3-propandiamina. Bolji prolazak 

kroz krvno-moždanu barijeru utvrđen u in vitro ispitivanjima za derivate 1,3-propandiamina 

ukazuje da treba detaljno ispitati citotoksičnu aktivnost na glioma ćelijama. 

 

Predlog Komisije 

Na osnovu izloženog, Komisija zaključuje da je kandidat mr sc. Biljana Tubić uspešno 

realizovala postavljene ciljeve istraživanja i da rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji 

predstavljaju značajan naučni doprinos u oblasti Farmaceutske-medicinske hemije i strukturne 

analize.  

Rezultati doktorske disertacije publikovani su u 2 rada u časopisima međunarodnog 

značaja (jedan rad u međunarodnom časopisu (M23), jedan rad u istaknutom međunarodnom 

časopisu (M22)), 1 predavanje po pozivu sa međunarodnog skupa štampano u celini (M31), 1 
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saopštenje na međunarodnom naučnom skupu štampano u celini (M33), 5 saopštenja na 

međunarodnim naučnim skupovima štampana u izvodu (M34). 

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

Tubić i predlaže Nastavno-naučnom veću Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu 

da prihvati ovaj Izveštaj o završenoj doktorskoj disertaciji i uputi ga Veću naučnih oblasti 

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

nazivom:  

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

citotoksičnim dejstvom – in silico/in vitro fizičko-hemijska i ADME karakterizacija” 
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