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Ancrpakr

YBoa: OyHKUIMOHANMM3ALMjOM KapOOKCHIHE TpyIle HANpOKCeHa Yy THOYPEUIHY TpPYILY
OPUMEHOM CTEPHO BOJIYMHHO3HHMX M JIMMIO(QWIHMX apOMAaTHYHMX aMHHA M ecrapa
ApOMATHUYHUX AMHUHOKHCCIIMHA MOTr'y €€ CHUHTCTUCATH HOBH MOJICKYJIU KOjI/I HOTCHHI/IjaHHO
UMajy MCTY WIN CHAXHHUJY aHTUUH()IaMAlUjCKy U UTOTOKCHYHY aKTHBHOCT Y OIHOCY Ha
HOJTa3HHU HAITPOKCEH.

Matepujan u metone: Peakinjom HalipoKceHa, KajlijyM-THOIMjaHaTa U jeIUbEha ca aMUHO
TPyIIOM CHHTETHCAaHU Cy OJroBapajyhu THOypewaHW aepuBatu HampokceHa. CTpyKTypHa
aHaJM3a je U3BpIleHa ojapehuBameM TeMIepaType TOIUbEHa U CIEKTPOCKOIICKUM METOJ[aMa.
JIunodunHoct je ucnurana npumenom shake-flask merone, pesep3no-dasne xpomarorpaduje
Ha TankoMm ciojy (RP-TLC) u peep3no-(daszne BucokoedpukacHe teune xpomatorpaduje (RP-
HPLC). IIpotieHa racTpOMHTECTHHAIIHE aricopIiuje je cuposeacHa npumenom PAMPA Ttecta
u Ouomnapruirone mutienapue xpomarorpaduje (BMC). Besza usmel)y mapamerapa arcopriiuje
U XEMHJCKE CTPYKType HCIHMTUBAHUX jeJHWI-CHha YTBphCHA je aHaJM30M KBAaHTUTATHBHUX
onHoca cTtpykrype m mepmeabmimHoct (QSPR) m KBaHTUTAaTHBHHX OJHOCA CTPYKType M
perernuje (QSRR). HcnutuBanum jeaumemUMa je MPOLEHEHA aHTUMH(IaMalujcka |
UTOTOKCUYHA aKTUBHOCT, Kao u noreHyjan naxuounuje COX-2 u 5-LOX enzuma.

Pesyararu: Cunrerucano je 14 THoypewmHuX AepuBara HampokceHa. Mely ucnuraHum
jemumemnma HajBehe Bpeanoctn RP-TLC u RP-HPLC xpomartorpadcekux mapametapa
nocenyjy nepuBatu 6 w 7. Camo je ngepuBar 7 TOoKazao Behu cTeneH IacuBHE
racTPOMHTECTHHAIHE aIrlCOPIIHje Y OJHOCY Ha HANpOKCeH. Jenumema 2, 4 u 7 mokasana cy
HAjCHAKHUJH aHTUMH(IAManujcku mnoTteHnujas. CBa CHHTETHCAHA jEIHIbEHa IOCEAY)y
cnabujy COX-2 WHXMOUTOPHY AaKTHBHOCT y OJHOCY Ha HANpOKCEH, JOK je 3HadajHa
naxubmunuja 5-LOX eHzuma 3abenexena 3a jequmema 1-5. HajuspakeHUjU HUTOTOKCHUYHH
edexat ocTBapmiu cy nepusatu 3 U 8 Ha HelLa Tymopcky henujcky auHH]y.

Kibyune peun:  TuoypewpHu JepuBaTé  HANpPOKCEHa, JHUMOQWIHOCT, IacHUBHA
racTpOMHTECTHHAJIHA allCopIIMja, XeMOMETPH)CKa aHAIM3a, aHTUHH(IaMaIijcKa akTUBHOCT,
COX-2 u 5-LOX uHxubumnmja, MUTOTOKCUYHA aKTUBHOCT.



Abstract

Introduction: By functionalizing the carboxyl group of naproxen into a thiourea group using
sterically voluminous and lipophilic aromatic amines and esters of aromatic amino acids, novel
molecules can be synthesized that potentially have the same or stronger anti-inflammatory and
cytotoxic activity compared to the parent naproxen.

Material and methods: Corresponding thiourea derivatives of naproxen were synthesized by
the reaction of naproxen, potassium thiocyanate and compounds with an amino group.
Structural analysis was performed by determining the melting point and spectroscopic methods.
Lipophilicity was tested using the shake-flask, RP-TLC and RP-HPLC methods. Assessment
of gastrointestinal absorption was carried out using the PAMPA and BMC tests. The
relationship between the absorption parameters and the chemical structure of the tested
compounds was determined by analyzing quantitative structure-permeability ratios (QSPR) and
quantitative structure-retention ratios (QSRR). Anti-inflammatory and cytotoxic activity, as
well as the inhibition potential of COX-2 and 5-LOX enzymes, were evaluated with the
investigated compounds.

Results: Fourteen thiourea derivatives of naproxen were synthesized. Among the tested
compounds, derivatives 6 and 7 have the highest values of RP-TLC and RP-HPLC
chromatographic parameters. Only derivative 7 showed a higher degree of passive
gastrointestinal absorption compared to naproxen. Compounds 2, 4, and 7 showed the strongest
anti-inflammatory potential. All synthesized compounds have weaker COX-2 inhibitory
activity compared to naproxen, while significant inhibition of 5-LOX enzyme was observed for
compounds 1-5. Derivatives 3 and 8 had the most pronounced cytotoxic effect on the HelLa
tumor cell line.

Keywords: Thiourea derivatives of naproxen, lipophilicity, passive gastrointestinal absorption,
chemometric analysis, anti-inflammatory activity, COX-2 and 5-LOX inhibition, cytotoxic
activity.
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1. VBOJI



1.1. Hecreponanu anTunapaamanujcku jgexosu (HCANJI)

HCAWMIJI cy mely Hajuenrhe mponvucuBaHUM JIEKOBUMA HAMA-CHUM 32 Tepanujy 6oa
n nnduamanuje. Kox momynanuje crapuje ox 65 roauna npesanenna ynorpeoe HCAWUJI je
ckopo 96%. Tlopen anTumHpIamanujckor edekra, OBH JIEKOBU MOKA3yjy aTUIMUPETHYKA U
aHanreTnyka cBojctBa. CBoje J€jCTBO MPBEHCTBEHO OCTBApYyjy HHXHOWIIMjOM €H3MMa
nukiookcureHase (enrs. Cyclooxygenase - COX) koju Cy OIrOBOPHH 3a CHHTE3Y
MpOCTarJIiaHAMHA M OCTaIuX mpocraHouaa (1).

1.1.1. Knacupukxanmnja HCANUJI

HCAWJI ce Hajuemihe kimacu(duKyjy Ha OCHOBY XEMHJCKHX KapaKTEPUCTHKA Ha
JiepuBaTe CAUIMIIHE KHCEIUHE, apuil U XeTepoapul iepuBare cupheTHe KucenmHe, OKCUKaMe
(epuBaTe €HOJHE KHCEJIMHE), JACPUBATC AHTPAHWJIHE KUCEIMHE W JIEPUBATE MPOIUOHCKE
kucenmune (Cimuka 1). Ommra crpykrypa tunmunor HCAWMJI caummeHa je ox Kucene
¢byHKIIMOHATHE Tpyne (KapOOKCHIIHE KUCEIIMHE, CHOJM) BE3aHe 3a IUIAHAPHY apOMaTHUYHY
¢bynkunonanny rpyny. Canuuuiarti cy NpBH UACHTH()UKOBAHH JIEKOBU OBE TPYIE H30JI0BAaHU
u3 ekcrpakta kope BpOe (Salix alba, Salicaceae). Tepanujcka e(pUKaCHOCT CaTHIIAIHE
KHcenuHe To0oJblliaHa je ectepudukanujoM (EeHOJTHE TpyIe (ANeTUICATUIMIHA KUCSINHA)
WIM CYNCTUTYyHHjoM XxuapodoOHe rpyne Ha mnoijoxajy C5 (audaynucan). Baxny kinacy
HCAWJI gune apun u xerepoapuil aepuBatu cupherne kucenune. Ty cmanajy udympoden,
¢denonpodeH, HampokceH H okcampos3uH. Hajuemthe kopumiheHn nepuBaT aHTpaHUITHE
KHCeNMHE — TUKIO(GEHaK, HaJla3u ce y pasnduTuM (opmyrnamujamMa Kao ITo Cy Tabiere,
MacCTH ¥ CIIPEjeBU MPOTUB OosioBa. [TupokcHKamM M MEOKCHKaM YHHE IPyIy OKCHKaMa KOjy
KapakTepHIlie IPUCYCTBO 4-XUPOKCUOECH30THA3UHCKOT XeTepoLukiyca (2).
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XEMHU]CKE CTPYKTYpe
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Mertabonu3aM apaxWJOHCKE KHCEIMHE [0 MNPOWHGIAMAIM]CKIX MPOCTaHOMIA
(mpocrariaHauHa U npocTanukinHa) omoryhen je aktuBHoithy COX eH3uMa, KOju ce joIil
Ha3WBajy W ImpocrariananH engonepokcua-H cunrase (enrn. Prostaglandin endoperoxide-H
synthase - PGHS). I'otoo cBu HaBenenn HCAWJI unxubupajy o6e nuzodpopme COX ensuma y
TepanujckuM Jo3ama. lIpeTmocraBjba ce Ja Cy HeXeJbeHH e(eKkTH, Kao IITo je
racCTPOMHTECTUHAIIHA TOKCHYHOCT, MoBe3anu ca muxubunujom COX-1, nok je nHxuOUIuja
COX-2 oxaroBopHa 3a Tepamujcku edekaT, NMpu 4YeMy je 4YecTo MOTpeOaH BHCOK HHBO
MHUXUOWIIM]E CHHTE3e MPOCTarjaHanHa j1a Ou ce ocTBapro Tepanujcku edekar (3). Mehyrtum,
Behuna HCAWJI ce kopuctu y go3ama koje octBapyjy HewmTo Bumie oa 50% uHxuOuimje
CHHTE3e IpocTarjanauHa. Tako, Ha mpumep, 103a Jieka koja ou octBapwia nuaxuounnujy 80%
aktuBHocTH COX-2 Om y wucro Bpeme unxubupana 70% axtuBHoctu COX-1 mro Ou
Y3pPOKOBAJI0O M3Pa3UTy TaCTPOMHTECTHHAIHY TOKCHYHOCT. CamMuM THM, €(UKACHOCT HEKOT
HCAWJI Bapupa 3aBHCHO O] H€TOBE J03€, KOHIIEHTpaIMje Y KPBH, Ka0 M OJ MOJyBpeMeHa
enmuvuHanyje. Ha ocHOBY criocoOHOCTH aa ocTBape mHxuobunujy oapehene mzopopme COX
enzuma, HCAWJI ce mory nonenuTu Ha:

* gecenekruBHe nornyHe naxudutope COX-1 u COX-2,
= pormyHe uaxuourope COX-1 u COX-2,

= cHaxHe naxuourope COX-2 un

»  cnabe naxudbutope COX-1 u COX-2 (Cnuka 2) (4).
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Cuanka 2. Kareropuzanuja He-acnupuHckux HCANJI Ha 0CHOBY CelIEKTUBHOCTH MpemMa
uKI00KcureHasama (5)



VY 3aBUCHOCTH O] HauWHA WHTEpakuuje ca nubHUM eHzumom, HCAWJI ce mory
MOJICTIUTH Ha!
= cn060HO peBep3ubdmIIHe HHXHOUTOpE (MOYyIIpodeH),
" CHopo peBep3uOMIIHEe UHXUOUTOPE (MHIOMETAIlMH, TUKIOQEHAK, IeIEKOKCHO) U
"  yppeBep3uOMIIHE HHXHOUTOPE (aleTHIICATHIMIHA KucenuHa) (6).

Jom jenan nauwH knacudukanuje HCAWJI je Ha ocHOBY nyxuHe aejctBa. [Ipema Tom
KPUTEPHjYMY C€ MOTY MOJICITUTH Ha:
= kparkoxaenyjyhe (moimyBpeme enMMHHANM]Ee Mame o7 6 caTh) — aleTUICAIUIIMIIHA
KHCENMHA, TUKIo(peHaK U nOynpodeH u
= gnyrozenyjyhe (momyBpeme enuMuHanmje mayxe on 10 carm) — HampoKCeH H
LEJIEKOKCHO.

HCAWJI ca kpaTkuM TOTYyBpEMEHOM €IIMMUHAIM]je UMajy Op3 MOoYeTak JelioBama U
MOTOJIHU CY 3a JIeUeHhe aKyTHOT 00Jia, TOK Cy OHH Ca IyXHM MOJY)KHBOTOM e(pUKACHHjU Y
Tepanuju XpOHUYHUX CTama (7).

1.1.2. Tepanujcka npumena HCANJI

Haxkxon oTkprha MexaHn3Ma /iejcTBa alleTHIICAIUIIMIIHE KUcenuHe, 3a mra je [lon Beju
1982. romune nob6uo HoOenoBy Harpagy, omoryheH je Jajbu  pa3BOj HOBHUX
aHTUMH(IAMAIMCKUX ~ JIEKOBa.  300r  CBOT  AHAITETUYKOT, AHTHIUPETHYKOT U
antunHnamanujckor aejctea HCAWNJI ce yrmaBHOM KopucTe y Tepanuju 060a, HOBULIEHE
TEJICCHE TeMIepaType, 3amabermha, OCTeoapTpUTHCa W peymarckux mnopemehaja (8,9). C
0031MpOM Ha TO Jla OBHU JIEKOBU MMajy BHUILECTpyKe KOpHCHE edeKTe, cBe uenihe ce muxoBa
IpUMEHa MPOIIMpYje Ha MojeIuHa 030MIbHA 37JpaBCTBEHA CTamba. YTOTpeOa areTUIICATHINITHE
KHCEJIMHE Kao KapIMOMPOTEKTUBHOI areHca 3a MPEeBEHIN]y HaCTaHCKa aTepoCcKiIepo3e cMaTpa
ce HajctapujuM npumepom ynorpedbe HCAWNJII xox kapanoBackynapaux 6onectu. C 003upom
Ha TO OBU JIEKOBM OCTBapyjy CBOj€ /1€JCTBO MHXHMOMIMjOM CHHTE3€ MPOCTArJIaH/AKMHA, CBE je
JacHUJU BHUXOB 3Hayaj Kao HOBUX JieKoBa NMpoTuB KaHuepa (10). lbuxoB xemonpeBeHTUBHU U
XeMmoTepanujcku edekar objamrmaBa ce TMMe Aa ocuM uHXxuOuunuje COX eH3uma Mory
WHIYKOBATH aronTo3y TYMOPCKUX henja, HUCXOTHY peryianujy perentTopa enuaepMaIHor
¢dakTopa pacta, ycrnopaBamwe HeoaHrnoreHese u zamtury JHK (ne3okcupubonykienHcke
Kucenuue) oxa nasber omrehemwa (11). Ha mpeBeHTnBHY U Tepanujcky cnocoonoct HCANJI
yKa3yjy CTyauje y KojuMa je MoKa3aHo /1a OBU JIEKOBH PEIYKY]y PU3HK OJ1 pa3Boja KaplMHOMA,
Kao W TO Ja M3a3uBajy perpecjy Tymopcke mace. CamMuM THUM IITO je HH(pIAMAIN]CKO
MHUKPOOKPYKEH€ TOT0JHO 3a MPpEeXHBIbaBamke U nponudepanujy Manuraux henuja, HCANJI
MPEACTaB/bajy J€O0 OCHOBHE CTpaTervje Jedema 3aTo IITO HCIPIUBY]Y HH(MIaMaIN]jCKO
OKpyXXeHmhe W TUME YHMIITaBajy Tymopcke hemuje (12). Hekonuko cTyamja je HECYyMEHHBO
nokazano e¢ukacHoct mnpumeHe HCAWJI camocranHo wim y KoOMOMHamuju ca
XeMUOTEpanujoM 3axBajbyjyhl lbBHXOBOM BHUIIIECTPYKOM JI€JCTBY KOje 00yXBaTa CIpedyaBame
nponudepanuje TyMOPCKUX henmja, crpedaBamke aHTHOTEHE3e TYMOPCKOT TKHBa, Kao M
uHaykyjy anonrose (13). HCAWJI ciipeuaBajy arperaiiyjy TpoMOOIMTa U BbUXOBO IIPUAbhabe
Ha TymMopcke henyje mTo noMaxke y ”HBa3Mju MaJIMTHUX henuja 1 oakiaBa pa3Boj MeTacTase.
[lojenuuu JEKOBH M3 OBE TpyIe, KA0 IITO Cy HANPOKCEH, CYAMHJAK M aleTHIICATUIMIHA
KHCEJIMHA, CYPUMHPA]Y oapel)eHe enureHeTCKe mpoIiece MoBe3aHe ca MaJUTHUTETUMA, Kao U
excripecujy mukpoPHK (14).

Nako cenexktuBHa mHxubuimmja COX-2 mnpencraBiba NMOTEHLHUjaIHY CTpaTerdjy 3a
MIPEBEHIN]Y a/ICHOMATO3HUX MOJIHUIA, KapAHOBACKyJapHU PU3UIM MTOBE3aHH ca AYTOTPajHOM
ynotpebomM  Kokcuba oHemoryhwnim cy ®HXOBYy 1mmpy  ymotpedy. IloBehame
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KapJMOBAaCKYJIapHOT pH3HMKa 2-3 MyTa KOJ TalHjeHaTa KOju Cy KOPUCTHIIM podeKoKcuo,
y3POKOBAJIO je MPEBPEMEHHU MPEKH] CTYIMje U TIOBJIAYCHC JIeKa ca TpKuITa. Mako je BUCOK
KapJMOBAaCKYJIapHH PHU3UK MOTUCHYO XeMompeBeHTHBHY edukacHocT COX-2 CeleKTUBHUX
MHXHOUTOpA, 0BAj CH3UM j€ 0CTA0 MOTEHIIMjajTHa MEeTa 3a JIejCTBO aHTHHeoIu1acTuka. Ca npyre
CTpaHe, aleTHICATUIMIHA KUCEIIMHA C€ IMOKa3ajia Kao MOINPHINYHO Oe30elmaH JIeK KOju
HeceneKkTHBHOM nHxuomnuujom COX eH3umMa crpeyaBa arperamnujy TpoMOOoLuTa U Ipuambame
Ha Tymopcke henuje (14,15).

[TpernoctaBiba ce aa je maayknmja COX-2 moBe3aHa ca T0jaBOM EHIUICTITUIHHX
Hamana, na cy camMmuMm TEM uHXHOUTOpH COX-2 eH3uMa MpeUIoKEeHU Kao TMOTEHIIMjaTHa
Tepanuja 3a HeypowH(IIaMalujy Koja ce jaBjba TokoMm emnuiencuje (16). Ilpumena
Me(peHAMUHCKE KUCEITMHE MTOBE3aHa je ca HEeypOIPOTEKIIUjOM U MPEBEHIIMjOM KOTHUTHBHHUX
nmopemehaja chpeuaBameM akTUBanyje wuH(IaMazomMa 3aBUCHE O amMwiouaa B u
HeypouHpamanuje, mrTo Ou Moriao ga ykaxke Ha kopucHe edexre HCAMJI npoTtus
AnnxajmepoBe 6osectu (17). Ilopen Tora, mocroje JOKa3u jga WHIAOMETAI[MH MMa KOPHCHE
edekre kon nanujenata obonenux og COVID-19 360r cnocoOHOCTH Ja crpedyaBa CUHTE3Y
PHK (pubonykienHcke kucenune) kopoHasupyca (18).

1.1.3. Mexanu3am aejecrea HCANJI

[TocToju Hexonmmko Teopuja Kojuma ce objammasa nejcteo HCAWMJIL, a obuuno ce
KJ1acu(UKyjy Ha OCHOBY cyOhenujckux HuspHUX MecTa aejcrsa jeka. COX-3aBucau u COX-
HE3aBUCHHM MT CYy J1Ba Hajuemhe kopuirheHa MexaHn3Ma KOjuMa ce OIUCYje HauuH JIEJI0Bamba
HCAMJI. COX-3aBUCHM NIyT OAHOCH C€ HAa MEXaHU3aM KOJUM OBH JIEKOBM YTHUy Ha
MPOAYKIH]y MIPOCTArIaHIHA ¥ TUME PETYJIHINY POIIEC yIajie TKUBa. J{pyru HauuH nenoBama
3aCHOBAH je Ha TOKCUYHOM JI€JCTBY JIeKa Ha henuje oMeTameM HOpMallHUX OMOEHEPreTCKUX
poreca Koju ¢e 0JIBHjajy y MUTOXOHApHjama (4).

Naxo cy ce HCANJI kopuctiiin BekoBuMa yHazaj, 1971. roguna Ouiia je KJbydHa 3a
OIHCHUBAbE MEXaHM3Ma HBHXOBOT JIejoBama Kaja je uaentudurkonan ensum COX-1 (19). Tana
je yTBpheHo 1a OBHU JIEKOBH MHXUOWpajyhu HaBeJeHU €H3UM, 3alpaBo, CMamby]y MPOAYKIHU]Y
npocrarnagauHa (19,20). JIBajgecerak roauHa KacHUje je OBO OTKpuhe yNOTHyHEHO
uneHtudukamjom apyre uzodopme opor enzuma (COX-2). [lopen nBe HaBeneHe H30(hopme,
onucana je u Tpeha (COX-3) koja je JOMHUHAHTHO 3acCTYyIIJb€HA Y MOXKJAaHOM TKHBY MU Koja
MOKa3yje 3Ha4ajHy OCET/PHBOCT Ha JIejCTBO aretamuHo(deHa (mapameramona) (21). Mmak, asa
rnaBHa en3uMma mpeko kojux HCAWJI octBapyjy cBoje aenoBame cy COX-1 u COX-2. O6e
nzopopmMe Cy JIOMUHAaHTHO 3aCTYIUb€HE y EHJOIUIA3MATUYHOM PETHKYIyMy U
OM(QYHKIMOHAIHE Cy Yy KAaTaJUTHUYKO] aKTUBHOCTH 3aTo IUTO HMa)y (QyHKUIUJY
nukiookcurenase u nepoxcunaze. HCAWMJI cBoje mejcTBO OCTBapyjy Tako IUTO OMETajy
MPUCTYII apaXUAOHCKO] KUCEINHU aKTUBHOM MECTY LIUKJIOOKCUTeHase (22).

Kao mro je mnperxomgHo HaseneHo, HCAWJI mnokasyjy u ogapehen creneH
IUTOTOKCHYHOCTH. OBakBO  JIEJCTBO  OCTBapyjy  aKTHBAIMJOM  MHUTOXOHJIPHjATHOT
OKCHJAIIMOHOT CTpeca, IIUTONATOJIOIIKOT CTamka KOje ce KapaKTepHuille 3Ha4ajHUM omrehememM
MUTOXOHJIpHja YyCJeJ aKTUBAIHje JIaHYaHUX peakilfja KOojuMa Ce CTBapajy IITETHH PEIOKC
npousBoau. ['maBuo mecto aejcrBa HCANJI Ha 0BOM HMBOY j€ KOMIUIEKC MHUTOXOHJIPHUjaTHOT
TPAHCMOPTHOT JIaHIa eJeKTpoHa |, mTo MoBOAM 10 TYOMTKA €NEKTPOHA M3 PECIUPATOPHOT
naHua (23). OTOymTeHd eIeKTPOHU BpLIE PEAYKIH]y MOJEKYJICKOT KHUCEOHHMKa, MPHU 4eMy
HacTaje cymepokcuanu aHjoH pamukan (O27) koju He Moxe mpohu Kpo3 memOpany (24).
Mehytum, oH ce oamax mnperBapa y BojoHuk-mepokcua (H202) mocpenctBoM
MHUTOXOHJIpHjaliHe Cymepokcua aucmyrase (eHri. Superoxide Dismutase - SOD). Hacranu
BOJIOHMK-TIEPOKCH MOKe J1a mpohe kpo3 MeMmOpaHy, U3Ja3d U3 MUTOXOHApHja U H3a3MBa
okcuaannoHo omrehewe Makpomosekyna (JIHK, mporenna, nunua, yribeHUX Xuapara) yume
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WX YuHU (PYHKIIMOHAIHO HeakTUBHUM. CBM HaBeneHHU norahaju oMmerajy HopMaiaHy henujcky
XOMeoCTa3zy M JOBOJE 10 aKTUBAIMje YHyTpallmer myra amontoze. Hamme, omrehenu
MPOTEHMHH MHUTOXOHJpHjaTHe MeMOpane ociobahajy 1mroxpom-C koju  (opmupa
aronNTO30MCKH KOMITJIEKC HEOIXO0/IaH 3a aKTUBAIM]jy Kacmasa, mTo y3pokyje omreheme JJHK
u cmpt henuje. Tokom HaBemeHor mporeca, omreheHa mutoxonapujaaHa JIHK ce moxe
0CI000ANTH U3 HEKPOTUUHUX henmja 300r yera qo1a3u 10 IpuBIadekha hearja *MyHOJIOIIKOT
crcTeMa Koje cy oaroBopse 3a (aroruto uuninheme (Cnuka 3) (25).
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Cauka 3. MexaHn3aM HacTaHKa MUTOXOH/IPUJATHUX PEAKTUBHUX KMCEOHUYHUX BPCTa
n3as3BaH npumeHom HCANJI

1.1.4. Hexessena nejcrea HCANJI

[Tpunukom xponuuHe npumene jekosa u3 rpyne HCAWJI wnajuemhe ce pasBuja
omrtehewe ciy3HUIE XKelyla, ITO NpeJcTaB/ba HajBehe orpaHuyeme HUXOBE yHoTpeode.
["acTponHTECTHHAIHE KOMIUIMKALMjE jaBJbajy ce Koa oko 30% mnanujeHaTa, JOK ce MenTHUKU
ynkyc moBe3aH ca ynorpebom HCAWJI ucnospaBa xog rotoBo 15% manujenata Ha Tepanuju
HEKUM JIeKOM U3 oBe rpyme. Ca apyre cTpaHe, 4up Ha JIBAHAECTOMNAJIauHOM I[PEBY jaBJba ce ca
3Ha4ajHO BehoM uHIUACHIIOM (65%) (26). [{l03a mpuMemeHOT JieKa U y>KWHA H-eTOBE IPUMEHE
Cy TJIaBHHM MapaMeTpHu KOjU yTHUUYy Ha TEXHHY HCIOJBEHMX KOMIUIMKaluja. Y IOYeTKy ce
cmatpasio  na  TpagunuoHanHo — kopumthenn — HCAWJI  wnxubupajy  cuHTE3y
racTponpoTeKTUBHUX npocrarnanauHa (E2 u l2) u Tako noBoje mo omrehema ciy3HHIE
Kellylla, MITO je MOCTeNIIo Jajbu pa3Boj cenekTuBHUX COX-2 mnxubutopa (27). ['maBHa
xuroTe3a 3acHuBaia ce Ha Tome 1a HCAWJI cenextuBau 3a COX-2 cMamwyjy uH(pIamanujy u
6011, a 1a mpuToM He omeTajy akTUBHOCT COX-1 1 cuHTEe3y NPOTEeKTUBHUX MPOCTArIaH/IuHA.
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Nnak, BpemeHoM ce Jrouuio 10 fokasza ga COX-2, rakohe, ©Ma BeoMa BaXKHY YJIOT'Y Y CUHTE3U
MpocTarjiaHAnHA KOjU CIIPEYaBajy 3anabeke CIy3HUIe u oMoryhaBajy 3apacTtame ynupena (4).
CBe Behm Opoj uCTpakMBama IIOKazyje 3HAYajHy IIOBE3aHOCT wu3Mehy 1ojaBe
HEeXeJbeHUX KapauoBackynapHux edekara u npumene HCAWJIL. Mako ce anermicanuuuina
KHUCEJIMHA TPAJULIMOHAIHO KOPUCTH 3a MIPEBEHLM]Y UH(DAapKTa MUOKapia U MOKAAHOT yaapa,
OBaj JEeK He ociukaBa jacHy Bedy wusmehy mnpumene HCAWMJI u HexebeHUX
KapuoBackyaapHux jgorahaja. bes o63upa Ha To mTOo Ccy cenekTuBHU COX-2 MHXUOUTOpPH
IW3ajHUpaHd ca LWJbeM CIpevyaBama II0jaBe HEXeJbeHUX edexaTta Ha HUBOY
racTPOMHTECTUHAIIHE CIIy3HMIE, Koje cy wu3azuBanu HecenekTuBHHU COX uHXUOUTOPH,
BPEMEHOM je HHXOBa MPUMEHA jaCHO TOBE3aHa Ca I0jaBOM KapAMOBACKYJIapHUX 000JbeHa
(28). U3 naBenenor pasiora je podekokcu6, kao cenektuBHU COX-2 HHXHOUTOD, IIOBYUYEH ca
tpxkumTa 2004. ronune. Ctyauje cy mokasaie Ja je DyroTpajHa ImpuMeHa podeKokcuda y
KOpeJalyju ca JBOCTPYKO BehrM pHU3HMKOM OJ1 IojaBe CpYaHOT HIM MOXKIaHor yuapa (29,30).
Ca gpyre crpaHe, TpUMEHa IEIEKOKCHMOa He TmpeacraBba Behu pusmk 3a 1mojaBy
KapauoBacKyinapHux nopemehaja y onHocy Ha HampokceH u uOympoden (31).

[Topen racTpOMHTECTUHAIHUX M KapANOBACKYJIAPHUX HEXKEJHCHUX edeKaTa, IpUMeHa
HCAWJI ca cobom HOcM pu3uk u oxa omrehema OyOpera, koje obyxBaTa MHOroOpojHE
He(pOoJIOIIKEe KOMIUIMKAIIK]je Kao MTO cy aKkyTHO omrteheme OyOpera n xpoHn4Ha OyOpexHa
uncypunmjennuja (32). ['maBHe KapakTepUCTHKE OBUX 000Jbema cy mopemehaj paBHOTEXeE
SJIEKTPOJINTA, TIOMEPYJIOHEPPUTHC, OYOpekHa HEKpOo3a, XUIEPTCH3Mja, pPEHAIHA aluj03a,
XUIIOHaTpeMuja u xumnepkanemuja. Hakon amuuornukozuna, HCAWJI cy Hajuenthu
Y3pOUYHUIM HEPPOTOKCUIHOCTH M aKyTHE OyOpekHEe MHCY(DHUIMjEHIUje U3a3BaHe JICKOBHMA
(33). IIpouewyje ce nma je Bumie on 15% ciydajeBa akyTHe OyOpekHEe MHCY(DUIIMjEHIM]jE
noBe3aHo ca npexomeproMm npumeHoM HCAWJL. OHo mTo mpexacraBiba mocedaHn mpodieM
JECTe TO J1a je HaBeIeH! PU3UK UCTH YaK U KaJla Ce OBU JIEKOBU KOPUCTE y TEpaIMjCKUM Jl03ama
(34). IlpernocraBiba ce Ja MHXHOMIIMjA CHHTE3¢ MPOCTArIaHAWHA UMa KJbYYHY YJIOTY Y
pa3Bojy HedporokcuuHocTH. COX-1 je KOHCTUTYTHMBHO €KCIpUMHpaHa y CaOMpHUM
kaHanmhuMa u boymanoBoj karncynu 6yopera. Hacympot Tome, MmeaynapHe WHTEPCTHIIA]AJTHE
henuje OyOpexHuX nanuia u enutenHe henuje Xenneose nersse excnpumupajy COX-2. COX-
1 xoHTpONMIIE Op3UHY riaoMepynapHe dunrpamnuje, 1ok je COX-2 oaroBopHa 3a peTeHIU]Y
Bozie 1 Hatpujyma (34). Maxubunuja COX eH3uMa crpeyaBa IpOU3BOJIbY NMPOCTarjiaHuHa,
Mehy kojuma cy HajOuTHMju mpocrariaHauH Ez (TyOymapHu) u npocrarnaviauH |2
(Backymapuu) (4). IlpoctarmanavHy CBOJUM Ba30AMJIATALMjCKUM €()EKTOM KOHTPOJIUILY
roMepynapHy Guitpainujy u oApkaBajy 0yOpeHU MPOTOK KPBH IITO j€ MOCEOHO BAXKHO y
cTambuMa Koja cy npahena nedunurom tednoct (32,33). Ykomuko nohe 1o mHXHOUIM]jE
MIPOU3BOIHH-E IPOCTATIAHIMHA YTPOKEHA J€ HOpMaJlHa TJIOMepyJiapHa QuiITpaiuja, mTo Moxe
JIOBECTH JI0 UCXeMHjcKor omTehema U akyTHe TyOysaapHe Hekpo3se (34).

XemaToTOKCUYHOCT MPEJICTaBJba jOIll jJeIHY 030M/bHY KOMILTHMKAIIM]Y KOja je TToBe3aHa
ca ynorpe6bom HCAWJI. Mnak, nHuuaeHna nojase omrehema jeTpe u3a3BaHe OBUM JEKOBUMA
j€ MHOTO HM)Xa Yy OJIHOCY Ha MpeTxoaHo omucaHe. MHoru nekou u3 rpyne HCAUJI cy
MOBYYEHH ca TP>KUIITA 300T N3pa3UTe XeMaTOTOKCUYHOCTH, Kao IITO cy OpoMpeHak (MoBy4YeH
1999. roamne) m mymupakokcu6 (moByuen 2008. rommue) (35,36). XemaTOTOKCHMYHOCT
HCAWIJI yrinaBHOM ce UCToJbaBa KO/ T€HETCKH MpeIUCcIIOHpaHux ocoba. Mako cy cynuHaak
u nukiiogeHak Hajuenrhe moBe3aHu ca xenatorokcnynourhy, npaktuano cesu HCAWJI xoju cy
y KIMHMYKO] NMPUMEHU MOTy, Oap y pEeTKUM cllyyajeBHUMa, Ja W3a30By omteheme jerpe
(4,35,36). Jacho je na cenektuBHu COX-2 naxuOUTOpH pelje n3a3uBajy XenaroTOKCUIHOCT y
onHocy Ha HecenektuBHe HCAWJI (37). 3nauajuo je Harnacutu 1a HCAWJI mory nosectu 10
7IBa TJaBHA KJIMHUYKA OOJIMKAa XEMaTOTOKCHYHOCTH. [IpBH je aKyTHM XemaTHTHC, KOjU Ce
KapakTepHIlle T0jaBOM JKyTHUIE, MyYHHHE M TPO3HUIIE, JJOK je IPYTd XPOHUYHU XETaTUTHC,
KOjU C€ KapaKTEepHIIe XHCTOMATOJIOMKAM U CEPOJOMKNM nopemehajuMa. YKOIUKO ce KO
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ManujeHTa pa3Buia xemarorokcuuHocT Ha jeqan HCAWJI, Bpio yecTo ce ucTa peakiiuja jaBjba
1 YKOJIMKO C€ YIOTPeOu JIeK CIIMYHE XEMUJCKE CTPYKTYype (4).

IIpeocrana HexkeJbeHa AejcTBa 10 Kojux Mory noBectu HCAWJI jecy nntpanepebpaina
XeMoparvja u Ipyra oOJIHIM KpBapemka KOjH HACTa]y yCIie] aHTHATPETAlMOHOT JIejCTBa OBHUX
nekoBa (38). Ilosehan pusuk oj mojaBe MH(EKIMja U yIajla PECIIUPATOPHOr TPAKTa yCJe.
OpoHxocna3zma Mo)ke OWTH jenaH of mpoOiiemMa KoJ| ManyjeHata Ha JyroTpajHOj Tepamnuju
HCAWIJI. Bbponxocma3zam ce pa3Bhja ycien IpeycMepaBama MeTaboiIu3Ma apaxuJI0HCKe
KHCEJIMHE TIpeMa JIMIIOKCUTeHA3HOM ITyTY U TI0jayaHor CTBapama jJeykoTpueHa (39).

1.2. HanpokceH

Hanpokcen (2-(6-meToxcunadTaneH-2-1a)IPOIMHOHCKA KUCEIHHA) je JIEK M3 TIpyIie
HCAWIJI koju nmpema XeMHjCKOj CTPYKTYpHU HpeAcTaB/ba OUIIUKIMYHH JEPUBAT MPOMHOHCKE
kucenune (Cnuka 4) (40). Jenan je on Hajuenthe kopuihieHHX JIEKOBa OBE TPYIE Y Tepanuju
0oma, oroka u wH@IaMaije. CBoje NIjCTBO OCTBapyje HECEICKTUBHOM HMHXHOWUIIHjOM 00¢
nzodpopme ensuma nukiaookcurenase (COX-1 u COX-2) unme y3pokyje CMambeHy CUHTE3Y
npocTarjiaHanHa, IPOCTAUKINHA U TpoMOoKkcana (41).

OH

\ 0

(0)

Cauka 4. XeMmujcka CTpyKTypa MOJIEKYJIa HApOKCEHa

1.2.1. UcTopujaT npuMeHe HANTPOKCEHA

Hampokcen ce y ynotpe6u Hanasu ox 1976. rogune Ha Teputropuju CjeaqumeHNX
Amepuukux JlpkaBa, 10K je qanac mmpom cBeta ogobper kao OTC (enrn. Over-the-counter)
npemnapar y popmu HanmpokceH-HaTpujyma. MakcumaiHa JHEBHA J103a HanpokceHa kpehe ce y
uHTepBany o 440 1o 660 Mg mojesbeHO y JIBE WM TPH JHEBHE J03€ YKOJHMKO ce JIeK U3/aje
6e3 peuenta. Ca npyre crpaHe, oJ JieKapa MPOMHCAHU JIEK MOXKE C€ KOPUCTHTH TPH ITyTa
AHEBHO y j03u ox 500 mg (42). Jlek je Ha TpKUIITE yBena KoMOaHuja Syntex u 1o y o0IuKy
(S)-mampokcena. IlarenT 3a (S)-HampoKceH WcTeKao je y aeremopy 1993. roamue, a y ToM
TPEHYTKY je OMO 4YeTBPTH IO MNpPOAaju ONTHYKM YHUCTUX JIEKOBa HAKOH €HaJalpuia,
Kanronpuia u joBactaTuHa. Jlanac je jegan on perkux HCAWJI xoju ce KOpUCTH y ONTUYKU
qrcTOM 00JHKY (43).

1.2.2. ®apmakoaguHaMuKa U (PAaPMaKOKHHETHKA HANIPOKCEHA

MexaHu3aMm JiejcTBa HalpokceHa o0yxBaTa MHXUOUIN]y CHHTE3€ MPOCTAaHOUAA ITyTeM
naxuoumje COX eHsuma (pocTaryiaH/IiH CUHTa3e). EH3MMU IMKII00OKCUTEHA3e KaTaau3yjy
MOJIa3HU KOpakK y MeTaboinu3My ocioOoleHe apaxuIOHCKe KHCEIMHE A0 MpocTarjaHIuHa.
Hacranu mpocrarnanavHu uUMajy yiaory y uHGIaMaluju, XeMOoCTa3u, peryjaluju TelecHe
TeMIlepaType, HOLMICNIMjH, Kao W y (QYHKIUjH KapAHOBAacKyJapHOT cuctema (44).
Hanpoxkcen aenyje xao peBep3ndOmian HecenekTuBHu nHXnOUTOp COX-1 1 COX-2. HoBmja



HCTpakKMBama Cy MoKa3aja Jia OBaj JIEK OCTBapyje meT myTa Behy CeleKTUBHOCT MHXHOUIIH]E
COX-1 y onnocy na COX-2 (45). Hanipokcen npe/icTaB/ba BUCOKO ehprkacaH aHaJIreTCKH JICK
ca IyruM nojyBpeMeHom enumuHaiuje (12-17 catun), a koje My omoryhasa mamy BepoBaTHOhy
(baykTyaryje KOHIIGHTpanuje y KpBu U Behy edukacHocT. MakcMManHy KOHIICHTpAIUjy y
IJIa3MH OBaj JICK OCTBapyje HaKoH 2 1o 4 caTa oj arukanuje (Kajga ce KOPUCTH y OOIHKY
YHCTOT HANPOKCEHa), OJJTHOCHO, HAaKOH 1 70 2 caTa Kaja ce nmpumemyje y GopMu HAPOKCEH-

Hatpujyma (46).
1.2.3. MeTa60J13aM HANPOKCEHA

Hampokcen ce y opraHu3smMy MeTa0ojuiie 10 JBa TIJIaBHA MeTa0oJHTa:
O-7ecMeTHITHATIPOKCeHA U HAIIPOKCeH-TIyKyporua (47). YV Hajsehoj Mmepu ce MeTabosHIIe y
JeTpu Tae mojJIexe MpBoj U npyroj da3um Meradonms3ma. [IpBu kopak oOyxBara peakiiuje
JIeMeTHIIAIje TocpefoBane ecH3umMuMma nuroxpoma 1A2, 2C8 wu 2C9. Hacramm
JECMETUITHATIPOKCEH U HANpOKCeH TNOUIeXy Jpyroj ¢asu wMertabonu3amMa y KoOjoj
JIECMETHITHATIPOKCEH MOKe /1a hopMupa U auui U (eHo rryKypoHnue. Hampokcen ce y oBoj
¢da3u MeTaboHIIe caMo JI0 alii TIyKypoHHuaa. Takohe, TeCMEeTHITHAIIPOKCEH MOXKE JTajbe J1a
ce MeTabouuiire U peakijoM cyindokonjyramnuje (Cxema 1) (48,49).

OO O
0] 0] COOH
\O

OH OH
o T Y
0]
OH \() HO

Hampoxcen-rnykypoHug Hampokcen 6-O-IeCMeTILTHATIPOKCEeH

I I i OH I I l 0
HO,S OO 0 OO 0. _O_ _COOH
o HO

0-O-IecMeTIITHAIIPOKCEH cyidar
A 1P yig HO OH

OH

6-O-1eCMeTIITHAIIPOKCEH-TTTYKY POHIL

Cxema 1. Metabonu3am HampoKceHa

Haxkown opanne npumene, oko 95% HanpokceHa U ’berOBUX METa00INTa Ce eTUMHUHMILIE
nyreMm ypuHa (Mamwe o 1% y dbopMu HampokceHa WU JIeCMETHIIHAIIPOKCEeHA), TIOK Ce CBera
5% nexa enumuHHIIe TyTeM (ereca (46).

1.2.4. Hexe/beHa iejcTBA HANIPOKCEHA

["acTpoMHTECTHHAIHA HEXeJbeHa JejCTBAa HM3a3BaHAa HAMPOKCEHOM Y3pOKOBaHA CYy
JIETUMHUYHUM HEJIOCTATKOM MPOCTATIaHIMHA Y TaCTPOAYOCHATHO] MyKo3u. OBaKkBe IPOMEHE
crnabe GyHKIM]y enuTenujaine MmeMOpaHe U omoryhaBajy HacTaHaK yilepaluja y3poKOBaHUX
XKEeITyJaqyHOM KHCeNMMHOM. HecenexkTrBHa MHXMUOUWIIMjAa ITUKIOOKCUTEHA3€e, KOJy OCTBapyje H
HaNpOKCeH, y3poKyje nopemehaj (QyHKIMOHUCAaWka 3aITUTHOT ClIOja CIy3H, WHXHOHUIM]Y
cekpenyje OukapOoHaTa Kao 3alITUTHOT (paKkTopa, Kao0 W Ba30KOHCTPHUKIIN]Y KOja JOBOJIU IO
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JIOKaJTHE XUIIOKCHje TKUBA. JIoKallHa He)keJbeHa JiejcTBa Beh Ha HUBOY TaCTPOUHTECTHHAITHOT
TpaKkTa HacTajy ycien ,3apobsbaBama’ Jieka yHyTap henmmjcke meMmOpaHe. Xumoresa o
cenektuBHO] COX-2 WHXHOMIMJM Kao TOTEHIMjaTHOM HA4YMHY Ja ce u30erny
racTpOMHTECTHHAIHA HEXKEJbCHA JICjCTBA JIOBE/ICHA je y MHUTamke IN VIVO cTyaujaMa Koje cy
nokazaie aa 0oe nuzopopme COX en3zuma Mopajy OuTH HHXHOUpaHe J1a Ou TOIIIO JI0 HaCTaHKa
ynkyca xemyna. CaMuM THM, CMalbeHa TaCTPOMHTECTHHAITHA TOKCHYHOCT nojenuanx HCAWJI
HUje mocienuna camo Hemocratka wuuxuOmmmje COX-1, Beh u30cTaHKa HCTOBpEMEHE
naxubunuje obe m3odopme (50,51). O30MibHA racTPOMHTECTHHAIHA HEXKEJbEHA [I€jCTBA
M3a3BaHa HAIIPOKCEHOM 00yXBaTajy Yup JKeIyIla v JIBAHACCTOIAJIauyHOT I[PeBa, KOj! 1aJbe MOTY
y3pokoBatu mnepdopanujy U KpBapewme. OBakBe MOCIEAMIIE MOTY CE€ jJaBHTH TPHIUKOM
XpOHHUYHE, AJIM U aKyTHE TIpUMEHe Jieka. /lakie, KOMIUTMKaIje yclie CHaXKHHI]e HHXUOUIIN]e
COX-1 ykpydyjy HE caMO HacTaHak yhinepandja, Beh u mojaBy KpBapema 300T
antuarperaionor zaejcrea osor Jjeka (52). Ilpouemyje ce aa xon usmehy 20% u 30%
nanyjeHara, koju penoBHo kopucrte Hekn og HCAWJI, nonasu no pa3Boja umpa Ha KEIyIy
W/WIM JIBAaHAECTONAIAYHOM I[PEBY, a Jia CE AMCIECNTHYKHA CHMIITOMH jaBJbajy Kox 60% oBuX
narujenara (53).

[TpuMeHa HECEeNeKTUBHHUX, Kao U ceieKTuBHUX COX-2 MHXHOUTOpA NIOKa3yje 3HAYajHY
noBe3aHocT ca BehoM ydecramomhy mojaBe KOHTECTHBHE CpYaHe WHCY(DUIUjeHIHjEe WU
noBuiieHor kpBHor nputucka. CenektuBHa COX-2  uHXuOunMja AOBOAM IO
MPOTPOMOOTHYHOT eeKTa yciell CMameHOT CTBapama MPOCTAMKINHA, KOjU JENyjy Kao
Ba30/IMJIATATOPH, IITO MPEJICTaBJba jaCaH Y3pPOK KapIUOBACKYJIAPHUX HEKeJbeHHX edekara.
Melhytim, HeceleKTHBHA WHXHOWIMja W3a3WBa HMCTOBPEMECHO OMETAme IMPOYKIHje
TpoMOOKcaHa Az U3 TPOMOOIMTA, Na Be3a u3Mel)y nmpuMeHe HEeCeNeKTUBHUX MHXHOUTOpa U
KapJMOBACKYJIAPHUX HEXEJbEHUX edeKraTa 0cTaje HenoTmyHo objammena (53). McrpaxkuBama
KOjUMa je MCIUTHBAH MOTCHIIMja]l HAlPOKCEHA Jia M3a30BE KapIMOBACKYJIapHA HEXEJbCHA
JIejCTBA TIOKa3aJia Cy Jla OBaj JICK HE MOHUIITaBa aHTUATPErallMoOHU e()eKaT aleTHIICATHITHITHE
KHCEJIMHE MPUJIMKOM HCTOBPEMEHE MPUMEHE. Y OUeHO je J1a MPUMEHAa HallpOKCeHa HHje Ouia
noBe3ana ca Behom yuecranomhy mTeTHHX KapAHMOBaCKyIapHUX edeKara, ajau Aa UMa CIIMIHE
racTPOMHTECTHHAIIHE HEXeJbeHe eekTe Kao W Apyrd HeceiaekTuBHH COX MHXHOHTOpU

(54,55).

1.2.5. lepuBaTu HanpokKceHa ca ¢GapMaKoJOIKOM aKTHBHOIIhy

HampokceH je jenan o Hajuenthe kopuirheHUX JIEKOBa U3 TpyIie JepruBaTa MPONHOHCKE
KHCEJIMHE KOJU C€ KOPUCTH y Tepanuju 00JioBa, OTOKA 3rJ000Ba, KA0 U JPYTUX CHUMIITOMA
aptputuca. MHXHOUIMjOM eH3uMa IIUKIOOKCHTeHa3e CMamyje Ce CHHTEe3a MPOCTarIaHInHa
YKJbYYEHHUX Yy OJArOBOp OpraHu3Ma Ha I0jeliHa CTamka U 0O0JecTH Koje u3a3uBajy 0oy u
3anajbewe.  Mnak, mnpumena  HampokceHa ~— mpaheHa je  1oOjaBOM  O30MJBHUX
racTPOMHTECTUHAIHUX HEeXeJbeHuX edekara. [IpermnocraBiba ce /a je 3a HUXOBY I0jaBY
OJITOBOPHO TIPHUCYCTBO CiI00OMHE KapOokcuiaHe rpyme. Camum THM OM  XeMHjCKa
MouduKalyja ope GyHKIIMOHAIHE IpyIie Moria OuTH noTeHuujaiHo odbehasajyha crpareruja
3a MpeBa3ujakeme HaBeAeHor npobiema. Benuku 6poj ucTpakuBama y MOCIeIH0] IeUeHUjU
MoKa3ao je Ja ce JM3ajH M CHUHTe3a JepuBaTa HAlpOKCEHAa KOPHUCTE y pPa3BOjy HOBHX
BHCOKOe(UKAaCHHUX (hapMalleyTCKHX MPOM3BO/Ia 3a Tepanujy ooa (56,57).

Pe3yntaTi nmpeTxoaHO CHpOBENEHUX UCTPaXMBama Cy MoKas3anu jAa nojenunu 1,3,4-
okcanuazoicku (Cnuka 5a) u 1,2,4-tpuazoncku (Cauka 50) AepuBaTé HampoKCEHa MMajy
BUCOKH aHTHUTyMOpcku noreHnujan npema MCF-7, MDA-231, HeLa u HCT 116 xanuepckum
henujckum nuaujama (58). AMUIHM 1epUBAT HAITPOKCEHA Ca AUTIEITHIOM B-alaHuIaTaHuHOM
(Cnuka 5B) moka3ao je CHaXHHjy aHTUMH(IAMAIHMCKy W AHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT Y
nopehemy ca HanpokceHOM M3a3uBajyhu 3Ha4YajHy anonTo3y henuwja kKapuuHOMA JI0jKe, Kao 1
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Hemoryhuoct murpanuje MDA-MB-231 henwuja, mTo 3a mocieauily iMa CMambehe HHBA3H]e
TyMopckux henuja u dopmupama CeKyHIApHUX TyMOpa KOJ| MalHjeHTKUba ca MPUMapHUM
tymopom nojke (59). HoBocunrernucanu ypeuanu (Cnuka 5r-1) u nponanamuaau (Crvka 5e)
JIepUBaTH HANPOKCEHA OCTBAPHJIM Cy 3HAYajHy IUTOTOKCHYHY akTHBHOCT mpema HCT 116
henujckoj TMHKU]U KapIHOMA Jederor npeBa. tbuxoBa MHXUOMTOPHA aKTUBHOCT KpeTaja ce y
unrepBany oa 35,4% no 48,9%, npu yemy Ccy OBE BPEIHOCTH OuWjie yINMOpPEAUBE U BUIIE Y
OJIHOCY Ha CTaHaapaHu Jek nokcopyounuH (60). [IpermocraBiba ce na MOjeAUHH ISpUBATH
HanpokceHa (Cnuka 5a u 56) CBOj aHTUTYMOPCKH e()eKaT OCTBaPYjy MOCPEICTBOM Cy30Hjama
nH(IIaMAI]CKOT TIpoIieca, OJIHOCHO, HICHTH()UKOBAHH Cy Ka0 CHaXHH MHXHOUTOPH €H3UMa
COX-2 (58). B-ananunananuHcku aepuBaT HampokceHa (Covka 5B) nza3uBa anonto3sy MDA-
MB-231 henuja mocpencTBoM akTHUBaIMje Kacnasza 3 u 9. YoueHo je 1a HaBeJEHO jeIUbCHE
MOKa3yje CHaXXHU]y MHXUOMIM]Y MUTpanuje KaHepckux henmja u ensuma COX-2 y ogHOoCcy
Ha HAIPOKCEH, YuMe mocieanuHo cHmkaa HuBO PGE> (enrn. Prostaglandin Ez) u 3Hauajuo
cMamyje pH3UK O]l mporpecwje KapruHoma (42). Ca papyre cTpaHe, €TOKCHAICTHII-
MpoNaHaMUIHU JepuBaT HarpokceHa (Cimka 5x) u3a3Bao je 103Ho-3aBucHy anontosy HCT-
116 henuja xymanor kapuuHOMa J1e6€JIOT IpeBa MOCPEACTBOM Kacnasa 3 u 7. Jloka3aHo je aa
OBaKaB e(eKaT HHje 3aBUCTAH O] aKTHBHOCTH CH3MMa IIUKJIOOKCUTEHA3E, jep jeIUbCHE HUje
OCTBApHJIO 3HAYAJHY MHXUOMIIM]Y HUTH jefHe n3ohopme en3uma (61).
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Cauka 5. Xemujcke CTpyKType JAepuBaTa HalpOKCeHa ca 3Ha4ajHOM IIUTOTOKCHYHOM
akTuBHOUIhy

Elhenawy wu capamnunm cuHTETHCANM Cy CepHjy JAepHBaTa HANpPOKCEHA Y IHJbY
MpOLIEHE HUXOBE AaHTHUHH(DIAMAIMjCKe aKTUBHOCTH. YOYEHO je Ja YpeuIHH JAepuBaTU
HalpOKCeHa ca aJaHWMHOM M KapOoxuapasuaoM (¢GeHWJIaIaHuHAa TOCenyjy CHaKHHUje
anTunH(IaManujcko AejcTBO 'y mopehemy ca HampokceHoM. HapeneHa jeaumema cy
ocTBapuia cHaxHM]y uHXuOMuujy COX-2 y OJHOCY Ha HamnpoKCeH, Kao u Behy
OMOPAcIONOKUBOCT, YUME ce€ OOjalllbaBa U HUXOB 00JbM aHTHHMH(IaManUjcKu edekar.
Takole, cBa uCIMTHBaHAa jeUbCHA CY MTOKa3zaia Oe3HavajaH yaeporeH! MOTEHIUjall ITO UX
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yuHA 0Oe30eqHuM 3a opanHy npumeny (Cimka 6a u 60) (62). 3HayajHO HHTEPECOBAMHE
UCTpaXKMBaya IOCICIbUX TOAMHA YCMEPEHO je MpeMa CHHTE3W THOYPEHJIHUX JepuBara
HAIPOKCEHAa ¥ WCIHUTHBaky HHUXOBOI aHTHHH(MIAMAaIUjCKOT TOoTeHnMjana. Ha wmopmemy
KapareHaHOM HWHJYKOBAaHOI €/ieMa Iare MaoBa [O0Ka3aHo je Ja IOjeIUHH THOYPEUIHU
JICpUBATH TIOCENY]y CHa)KHU]Y aHTUWH(IIaMAIM]CKy aKTHBHOCT Yy OJIHOCY Ha HANPOKCEH ca
nporeHToM uaxudunmje o oko 90% (Cnuka 68-1)). 3a HaBeneHa jenumbemHa HUje UCTUTHBAH
MOTEHIMjalH MeXaHnu3aM aHTuuHbIamaujckor aejcrea. Mehyrum, SAR (enri. Structure-
Activity Relationship) crtyauje cy mokasane Ja je 3a HCHOJbaBame aHTHHUH(IIAMAIU]CKE
aKTUBHOCTH O]l KPYIIMjaJHOT 3Ha4aja Opoj Xerepoaroma KOjH MOTY OCTBApUTH BOJOHHYHE
MHTEpaKIje ONII0 Kao MPOTOH-TOHOPH HIIH Kao aKIeNTOpY BOIOHMYHE Bese. Ca apyre cTpaHe,
poayXKaBamke OOYHOT HHU3a MOJICKYJa apWI-THOYPEHIIHUM OCTaTKOM 00Jbe TOTEHIMpa
aHTUUH(IIAMAIM]CKy aKTUBHOCT Y OJJHOCY Ha anudaTtuyHe octatke. IloceOHO cy ce mokaszanu
epUKAaCHUM MOJICKYJIH KOJ KOjUX j€ apOMaTHYHU TMPCTEH CYICTUTYHCAH EJIEKTPOH-
MIPUBJIAYHOM TPYIIOM Y OJHOCY Ha OHE ca eJIEKTPOH-T0HOPCKUM rpymnama (63-65).
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Cauxka 6. XeMujcKe CTPYKTYpe YPEUIHUX U THOYPEUTHUX JeprUBaTa HalpOKCEHa ca
3Ha4ajHOM aHTHUHMH(]IaMallljCKOM aKTUBHOLIhY

Y mwpy mnoOosbliamba OHOPACIIONOKUBOCTH M CMamemha TacCTPOMHTECTHHAIHE
TOKCHYHOCTH CHHTETHCaHa j€ CepHja MpoJeK JAepuBaTa HampokceHa. Hajmpe je cuaTeTHCaHa
cepuja ectapa MHpPOIUAMHCKUX AepuBara (Ciamka 7a) 3a Koje je IMOKa3aHO Jia IOCenyjy
MoOO0JBINIAHE TEPANHjCcKe 0COOMHE U 00JbY OpasHy OMOMCKOPUCTILUBOCT (66). Hakon Tora cy
cunTetrucanu Mopdonuacku (Cnuka 70) u nunepasuacku (Ciauka 7B) ecTpU HAPOKCEHa Kao
ETOBH MTOTEHIIH]aTHH TIPOJIEK OOJIMITH 3a Koje je IN VItro mokaszaHo ja uMajy 00Jby TOIMHKAIHY
arcopnuujy y OJHOCY Ha monasHu Jek (67). Ranatunge u capamuuum cy 2006. rogune
CHHTETHCATN HaNpOKCeH-TuKomamun Hutpar (Crnuka 7r) W J0Ka3aidd Ja OBO jETUHCHE
nocenyje aHTUMH(IAMAIUjCKY aKTUBHOCT €KBHUBAJICHTHY KOHBEHIIMOHAHUM JIEKOBHMA W3
rpynie HCAWJI y3 mame u3pakeHy ractpuuHy TokcuuHOCT (68). Takole, uctpaxuBama cy
MoKasana Ja ecTpu HampokceHa ca riummepuanma (Cnuka 7m0 u 7h)) umajy cynepuopHUjU

aHTUMH(IIaManujcku edekar y OJHOCY Ha HAImpOKCEeH y3 MamH PU3UK O] YILEPOTreHUX
edekara (69).
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Opanrycka ¢apmareyrcka kommandja Nicox SA je 2003. roawHe pasBHia MPOJICK
CYIICTAHIly HAIIPOKCEHA MMO3HATY M0/ HA3MBOM HanpoKciuHo I (HuTpoHanpokceH) (Cnuka 7¢)
(70). Kao HuTpoKCHOYTHII ecTap, MOJCKYJI HampoKcuuHoaa ce moHama kao COX uaxuburop
u azot-okcu (NO) nonop u npunaga rpynu COX-unxubupajyhux qoHopa a3oT okcuaa (€HII.
Cyclooxygenase-Inhibiting Nitric Oxide Donors — CINODS). ITposek cyricTaHiia HalpOoKCceHa
j€ CUHTEeTHCaHa ca LIMJBEM Ja CE CMambe TaCTPOMHTECTUHAIHA M KapIMOBACKYJIapHA HEXKEJbeHA
nejcTBa HarpokceHa kao TpanunuonaatHor HCAWJI, mpu yemy ocno6ohenu NO nonpuHocu
xesbeHoM edekty. Mehyrtum y jymy 2010. ronuHe AMepuuka areHiuja 3a XpaHy U JEKOBe
(eurn. FDA - Food and Drug Administration) je omanydmnia a HaIPOKCIMHO HE 0J00pH 3a
KIIMHUYKY TIPAMECHY.
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Camnka 7. XeMujcke CTPYKType MPOJIEK jeTNbEha HAlIPOKCEHa ca 3Ha4ajHOM
aHTUHH(IIAMAIM]CKOM aKTUBHOIINhY

e]

4

1.3. Tuoypeunanu nepuBatu Kao GapMaKkoJONIKN AKTUBHA jeIUbEHa
Tuoypee npecTaBibajy KJIacy OpraHCKUX jeUbemha Koja je qoOrjeHa 3aMeHOM aToMa

KHCEOHHMKA CYMIIOPOM Y CTPYKTYpH ypee. MehyTum, XeMujcKo oHaIame ypea 1 THOypea ce
MelycoOHo 3HauajHO pasnukyje. Onmra popmyina THOypea npukaszaHa je Ha Ciunu 8.
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Camuka 8. Ommra popmyina Tnoypea

Tuoypee ce knacuduxyjy Ha MOHO N-CyNCTHTyucaHe THOYpee, TUCYICTUTYyHCaHE
THOYypEe, TPUCYIICTUTYHUCAHE THOYpee, TICeyN0THOYpee (MOHO S-CyNCTHTYHCAaHE THOypee) U
ryanui Tuoypee (71). Omiire cTpyKType HaBeICHUX Kilaca jeinberba mprukaszane cy Ha Ciaunu
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Cianka 9. XeMujcke CTpyKType CYICTUTYHCAaHUX THOYpea

300r BUCOKOI' CT€NEeHa TNeHOTOKCHMYHOCTH M IIMTOTOKCUYHOCTH KOHBEHIIMOHATHHUX
[IUTOCTAaTUKA Ha 37paBe henuje, UCTpaKMBauu Cy y KOHCTAHTHO] MOTpa3u 3a 0e30eaHujuM
aHTUTYMOPCKUM JiekoBuMa. Hajehu Opoj murocTaTHka mpema cBOjoj X€MHJCKOj CTPYKTYpHU
Ipe/icTaB/ba JepuBaTe ypee, Tuoypee u 0enzoruazona. KomOMHOBameM ypea U THoypea ca
OeH3oTHa3oIMMa J00HujeHn cy cHaxHu uHxuburopu JHK Ttomomsomepase u pesepsHe
TPAHCKPUIITAa3e, KOjU Cy TMOKa3alM LHUTOTOKCHYHU moTeHuujan npema Hela u MCF-7
henujckum nuHUjama (72).

JlepuBatn THOypee MpelCTaB/bajy JEIHY OJf HaJIepCHeKTUBHUJUX  Kiaca
AHTUTYMOPCKHUX JIEKOBA ca IIMPOKOM MPHUMEHOM IPOTUB Pa3IMYUTUX OOJIMKA JIEyKeMUje U
CONMUAHMX TyMopa. IbuxoB BUCOK aHTUTYMOPCKH MOTEHIMjal o0jallmbaBa ce criocooHomthy ga
MHXUOMPAjy MPOTEUHCKY TUPO3MH KHHa3y, cupTyuHcku Tun mporeuHa (SIRT1 u SIRT2),
tormouzomepasy II, kao u Moryhuomhy na mormomaxy penapanujy mosiekyna JJHK (73-76).
HctpaxuBama cy nokaszana jna cepuja N-cyncturyncanux aepuBara tuoypee (Crnuka 10a)
epuKacHO MHXMOMpaA peuenTop 3a eNnuJepMalHu (QakTop pacTa, Kao 3Ha4yajHE TIpyme
NPOTEMHCKUX THPO3HMH KHHA3a Koje Cy YKJby4deHE y Ipollece TyMopcke aHruorenese (77).
HoBu depouenun nepusatu ca tuoypeugHom rpynom (Crnuka 100) ocTBapuiu cy 3HadajHy
IUTOTOKCUYHOCT TpeMa TyMOpckuM henujama jajuuka. McnutuBamwa mHTepakiyja ca JJHK
MOJIEKYJIOM [IOKa3aja Cy Jia Cé OBa jeIUIEHha HE Be3yjy KOBAaJIEHTHO U HE JOBOJE 10
koH(popmanmonux npomena xymane JIHK (71). Wukun u capagnunm cy cHHTETHCATU U
WCTIUTAIIM THOYPEeHWJHE nepuBare OeHzonuknoxentanupuanaa (Crnuka 10B), mpu yemy je
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JIOKa3aHO J1a OBa jeAMbCHa MOCEAY]Yy 3HAYajHy aHTUTYMOPCKY akTUBHOCT mpema MCF-7 u
MDA-MB-231 henujckum nuHMjama, Kao u npema henmjama kapunHoma nebenor npesa (78).
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Cauxka 10. TuoypenHu 1epyBaTH ca 3Ha4ajHOM aHTUTYMOPCKOM aKTUBHOIIhY

Kao mTo je mamomenyto y ozesbky 1.2.5., cBe Behe wuHTepecoBame Blama 3a
IU3ajHUpambe THOYPEUIHUX JepuBaTa Kao MOTEHIHMjaHUX aHTUUH(IJIAMAlM]CKUX JIEKOBA.
[IperxogHOo HaBeAeHHW OEH3OUMKIOXENTAMUPUAMHCKHA JEPUBATH THOYPEE HWCHOJbUIH CY
aHTUHH(IaMaujcku edekar, anu 0e3 3HayajHe MHXMOMIMje eH3MMa IMKJIoOKcureHase. Ha
OCHOBY TOTa MOJKE€ C€ 3aKJbYYHTH Jla OBH MOJIEKYJIM HEKUM IPYTUM MEXaHU3MOM OMETajy
MeTabonu3aM apaxujoHcke kucenune (78). Ca npyre crpaHe, NMUPA30JIOHCKH JEpUBATH
tuoypee (Cnuka 11au 116) HecenekTuBHO MHXUOUPA]y 00€ U30(popMe IIUKIOOKCUTEHA3E YUME
OCTBapyjy aHTHHMH(]IaMalujcKu edeKaT ynopeanuB ca AMKIOPEHAKOM y3 HUXKHU YILEPOreHn
MOTEHIM]al y ogHOCY Ha uHaomeTaluH (79). Y nopehemy ca nojennHuM KapOOTHOAMUIHHM,
MUPUMHUIMHCKUAM U OEH30JMOKCOJICKUM JiepuBaTUMa, THOypeuaHu aepusatu (Cinuka 11B) cy
Ha MOJIeNy eaeMa Iamne IamoBa TMOKa3ad Hajjadyu aHTUUH(IaManujka edekar Koju je
CHaOXHHUjU OJ] MHJIOMETAIlMHa, a ciuyaH neiekokcuOy. Takole, moTBpheHa je kopenamuja
n3melyy naxubunmje eazuma COX-2 1 BUXOBOT aHTUTYMOPCKOT rmoTeHirjaa (80).
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Cauka 11. TuoypeuiHu 1epuBaTH ca 3Ha4ajHOM aHTHHH(IaMaI1jCKOM aKTUBHOLIhy

1.4. EH3MMH IUKJI00KCUTeHA3e U JUIMOKCUTeHAa3e

1.4.1. buosomka yjora i TUNOBYM HUKJI00KCUT€HA3a

[{uknookcureHasa je XOMOAMMEPHH MEMOpPAHCKM HPOTEWH KOjU BPIIM KOHBEP3U]Y
apaxunoncke kucenune ((5Z,8Z,117,147)-5,8,11,14-eukocaTeTpacHOMHCKE KHCEIUHE) 0
npoctaHousa (81). EH3uM HUKIIOOKCHTEHA3a Mo3HaTa je U Kao mpocrarnanauH G/H cunTaza
WIM TIpoCTarylaHuH eHjonepokcuaasa H cuHTaza. OBaj eH3UM Karajau3yje peakuujy
LUKJIM3alKje apaXxuJoHCKe KHCeNUHe 10 mpoctarfjaHauHa Gz, Kao U XUAPONEPOKCUAALN]Y
HaBEJICHOT MpocTariananHa 1o npocrarianauaa Hy (82). buoakTHBHY TUIUIHE MEIUjaTOPH
Cy TJIaBHM peryiaTtopu HHpaamanujckor oarosopa. Otkpuha Ha noJby JIMNUAHUX MEIHjaTopa
JNOOMjeHNX W3 apaxuJIOHCKe KHCEIMHE HW3MIBOjHia Cy MPOCTAarjiaHIUHE, Kao ecelHjaHe
MOCpeIHUKe ymanHor oaroopa. KacHuja maeHTH(HKaIMja HUKIOOKCUIeHa3e Kao €H3MMa
OJIFOBOPHOI 3a CHUHTE3y MpOCTarjaHAWHa, OTBOpWJA je HOBe MoryhHocTH y Tepanuju
3amaJjpeHCKor mporeca. HaBeneHn eH3uM 1nocrao je npumapHa meta nenoBamba HCAWJI koju
omokupajy (opmupame mpocrariganauHa (83). ITocroje nBe pasiawuute u30popMe OBOT
€H3UMa, O3Ha4YeHe Kao Iukinookcurenasa-1 (COX-1) u nukinookcurenasa-2 (COX-2), a koje
reHepuiny ¢opMmupame HUCTUX Tnpoaykata (mpocrarmanmuna). Mehyrum, COX-1 je
KOHCTUTYTHUBHU €H3UM eKCIIpUMHpaH y cBUM hennjama, 10k je COX-2 orpannueH Ha oapeheHa
TKHBa W MHIYKOBaH ynaiHuMm menujaropuma. Uaaykiuja COX-2 ce jaBiba Kao OATOBOp Ha
nejctBo mHTepneykuna-1p (IL-1B), dakropa nekpose tymopa o (TNF-a), uHTepdepona-y
(IFN-y) u nmumononucaxapuaa. CaMuM TUM je HaBeeHa u3ogopma aehuHrcaHa Kao n3odhopma
yKJby4eHa y HH(IIaMalujck1 oroBop. buocunTesa cBakor o emkocanou 1a (mpocrariaH i
D, E, F u |, pomOokcan A2) je cnenuduyHa 3a henvje u 3aBUCH O] TOra Koja je CHHTa3a
noMuHaHTHA y oxapehenom tumy hemmja. Ilpema ToMme, pasnuuuTé TUNOBM henuja cy
Crenujamn3oBaHd  3a (OpMHpame jeAHOr OJ HaBeaeHMX eumkocanouma (81,84).
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XucrohayopeciieHTHUM 00jeHhEeM je TIOKa3aHo Ja j€ €H3UM ITUKJIOOKCUTEHA3€e JIOKAJIM30BaH y
€H/IOTUIa3MaTCKOM PETUKYITYyMy W Ha HykieapHo] memoOpanu. COX-1 uzodopma ce Hamasu
caMO Ha EHJOIUIa3MaTCKOM peTHuKynyMy, 1nok COX-2 Moxe OWTH JIOKaJu30BaHA Y
€H/IOTUIa3MAaTCKOM PETHKYIYyMy M Ha HYKJICapHO] MeMOpaHu (IIBa TyTa 3acTYIJbEHU]ja).
[IpernocTaBsba ce Ja je oOBakBa CEJEKTMBHA JIOKalIM3aldja y3pOKOBaHA pa3IHYUTOM
cekBeHIIoM Ha C-TepMuHycy (85).
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Cxema 2. MeTtabonm3aM apaxuJI0HCKE KHCETMHE

1.4.2. TIpoTenHcKa CTPYKTYpa eH3MMa IUKJI00KCHUTeHa3a

[Muxmookcurenaze 1 m 2 mpenctaBibajy MEMOpaHCKH Be3aHE MPOTEHWHE KOjU Jelie
3Ha4yajaH €0 WJEGHTHYHE aMHUHOKHCEIMHCKE CEKBEHIIE Y3 BeoMa CIMYHYy Tororpadujy
aKTUBHOT MecTa. YTNPKOC HBUXOBO] CIMYHOCTH, akTUBHU LeHTap COX-2 je ormpuuke 20%
Behu y onxHocy Ha wMecro BesuBama COX-1. HaBenene pasnuke MOTHYY OJ
,3aMeHe m3oJeynuHa Ha mo3uiju 523 y COX-1 mame BOIyMHUHO3HUM BamHOM y COX-2
(Cnuka 12). IToctoju ykynmHO 24 aMUHOKHCEIMHCKHUX OCTaTaka Koju Tpaae XuapodoOHu aeo
aKTHBHOT MecTa 00e H30(popMe IIMKIOOKCHTeHa3a y3 camo jeany pasiuky (11e523 y COX-1 u
Val509 y COX-2). COX-2 uma oaaTHU XUAPOPHITHN OOUHH [IeT JOCTYIIaH 3a BE3UBaE JICKa,
a KOjH ce HaJjla3| y MPOAYKETKY TJIaBHOT [iera. BenmunHa v mpupoia HaBeIeHOT XUPOPIITHOT
OOUHOT 11ena pe3ynrar je ,,3ameHe’ 11e434 u His513 y COX-1 3a mawu Val434 u Buie 0a3Hu
Arg513. HaBenena aMHHOKHCEIIMHCKA Pa3iinka MOXe 00€30eIUTH T0JaTHY HHTEPAKITU]Y TIPH
ceneKTUBHOM Be3uBamby COX-2 MHXHOUTOPA, KA0 IITO je HEeJeKOKCHO. APrUHUH Ha MO3UIUjU
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120 je jenqwHW TO3WTHBHO HAENEKTPHCAH aMUHOKHCEIMHCKU OCTAaTaK y aKTUBHOM ILIEHTPY
IUKIIOOKCUTEHA3a, a KOJH je OATOBOpaH 3a (GopMHpame WHTEpaKIHja ca KapOOKCHIATHUM
aHjOHOM CyICTpaTa (apaxujoHcke kucenuHe) uinu koupeHuuoHanHux HCAWJL. Amuzo
ocratak TYr385 Hana3u ce Ha CyNIPOTHOM Kpajy aKTUBHOT IIEHTPA IIUKJIOOKCUTEHA3a U cMaTpa
Ce Ja CIIY)KH Kao KaTAIUTHYKU OCTATaK 3a aKTUBHPAHE MOJIEKYJICKOT KHCCOHHKA U HETOBY
aJMIujy Ha ABOCTPYKY Be3y Ha no3unuju 11 cynctpaTa npu ¢popmupamy npoctarimananaa Go.
Ha kpajy, npucycTBO aMHHOKHCEIMHCKOT OCTaTKa ceprHa Ha mo3unuju 530 je HeOmXoaHo 3a
MPEBEP3UOUITHY HHXUOUIIH]Y alleTUIICATTUIMIIHOM KHCEITMHOM, JId HEMA YJIOTY IIPU BE3UBabY
cyncrpara (86,87). lonatHa pasnuka usmely aBe n3odopme NUKIOOKCUTEHA3a Orjieia ce y
crpykrypy N-tepmunansor u C-tepmunansor kpaja. Haume, COX-1 u3odopma nma cexkBeHILy
on 17 amuHokucenuna Ha N-TepMuHycCy Koja ce He Hanaszu y COX-2. Ca agpyre crpane, COX-
2 pa C-TepMHHAIHOM Kpajy Moceayjeé aMUHOKUCETHMHCKY CEKBEHIy of 18 aMmHOKHcennHa
Koja Huje Hal)eHa y nukinookcureHasu-1 (88).

Bounu yen

1le523 Tle434 Vald34 Val523

COX-1 I [upu xanana

COX-1 COX-2

HO

HecenekTHBHU

= fﬁx HHXHOUTOP wl
l N 1

CelleKTHBHH
COX-2 uuxudurop

Cauka 12. CtpykTypHe pasnuke uzMelyy cyncrpar-se3yjyhux mecta COX-1 u COX-2

Behuna HCAWMJI nocenyje cnoboany kapOOKCUIIHY TPYIy KOjOM OCTBapyje jOHCKE
WHTEpaKIfje ca IMO3UTHBHO HACIEKTPHUCAHUM OCTATKOM AapTHHWUHA y AKTUBHOM IICHTPY
UKJI0OKcUreHas3a. HaBeneHa kapOOKCHIIHA TpyIIa yIJIaBHOM j€ Be3aHa 32 apOMaTHUYHU MPCTEH
KOJH je OAroBopaH 3a hopmupame XuapoPoOHUX MHTEPAKIM]ja Ca AITKUJ WIA apOMATHIHUM
ocTalliMa aKTUBHOT IIEHTpa. XWIIOTETHYKH MOJENl Be3MBamba WHAOMETAIlMHA M CPOJHUX
aHajora ykasyje Ha uHtepaknujy N-p-xmopOeH3ous rpyrne ca pernoHuMa JBOCTPYKHX Be3a
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aKTUBHHX MECTa IMKJIOOKcHreHasa. [loapydja Be3nBama IBOCTPYKHX Be3a jJedUHUCAHA CY
ycJe 1 MPeTIoCTaBKe J1a HaBeAeHa OprjeHTannja oMoryhaBa mpaBuIIHO O3ULIMOHUPAE aMUI-
KapOOHWJTHOT KMCEOHHKaA 3a Moryhe nHtepakmnuje ca Ser530 u S-merokcu rpyne ca Ser3s5 'y
aKTUBHOM IIEHTpY eH3uMa. [loTeHiujamHa 3amMeHa 5-METOKCH rpyme aToMoM ¢uiyopa Ha
WHJIOJIHOM TIPCTEHY JIOJIaTHO II0jadyaBa aHAITETCKO AejcTBO Jieka. OCHUM TOra, OrpaHWYcH
MPOCTOP 32 MHTEPAKIMje ca JICYIIMHOM Ha Mmo3uiuju 384 u 523 y3pokyje JaKy KOHBEP3Hjy
WHJIOMETallMHA U3 HECEIEKTUBHOT y BUCOKOCENeKTHBHH COX-2 MHXUOUTOP CYICTUTYIINjOM
aToMma xJiopa y Tapa Iosioxajy BehuM aToMoM Opoma WM J0AaBameM JIBa aTroMma XJopa.
HaBenena unmeHmIla 00jalimaBa 3aI1To je KOJ CyJIMHIaKa puMeheH Mamby PU3HK OJ1 TI0jaBe
racTPOMHTECTHHAHUX HEXEJbeHUX edekaTta y oqHocy Ha uHaomeranuH. CylnuHIaK 3axTeBa
METa0OJMMYKY aKTHBAIM]y PEAYKIUjOM TIJIOMa3HE CYJAPOKCHIHE Tpyle Yy Mamy METHII-
cynduaHy Koja je HeonxoaHa 3a nuTepakimjy ca Leu384 (15). Ca apyre crpane, KapOOKCHITHA
rpyla HalpOKCeHa Y aKTHBHOM MECTY HUKIOOKCUTEHA3a OCTBApyje JOHCKY MHTEPaKIHUjy ca
ocratkoM Argl20. YoueHo je na o-MeTwa Tpymna ydecTtByje y (opMupamy KIby4HHX
MHTEpaKIHja, 1a YKIambamke OB TPYIE U3 MOJICKYJIa HalPOKCEHa JIOBOIU JI0 3HAYajHOT Taja
HErOBOT MHXUOUIIMOHOT MOTeHIHMjaa. McTpaxkuBama MmokKasyjy Ja ce oBa rpymna yrpahyje y
Maiy xuapohoOHy myrnpHHy ncroa 6ounor ocratka Val349. Kpucrainie cTpykType ocTamnux
JepuBaTa 2-apWIINPONUOHCKUAX KHCEIMHA W JAHApPWI jeUBbEeha y aKTUBHOM MECTY
[IUKJIOOKCHTEHAa3a yKa3yjy Ha TO Jia je 0-METWJI Tpyla Be3aHa Ha ciM4yaH HayuH. Takobe je
YOUEHO JIa je KJbydHa HHTEpaKIilja HanmpokceHa ca Trp387 jeqmHCTBeHA caMo 32 HAIPOKCEH U
Jla MyTallije Ha TeHY 3a OBy aMHHOKHUCEIMHY HE JOBOJIE 10 I'yOUTKAa aKTHBHOCTH OCTAJIUX
HCAWJI (89).

Taoena 1. ICso Bpeanoctn uaxubunmje COX-1 u COX-2 nojeauaux HCAUJI (90).

ICso BpennocT (UM) ]

Jlek COX-1 COX2 COX-2:COX-1
IHupokcukam 0,0024 0,060 250
Acnupun 1,67 278 166
Hnoomemayun 0,028 1,68 60
Hoynpogen 4,85 72,8 15
Canuyunam 254 725 2,8
Menokcuxkam 0,21 0,17 0,8
Hanpokcen 9,56 57 0,6

1.4.3. BuoJionmka yJjora u TunoBu Junokcurenasa (LOX)

Jlunokcurenaze TpeACTaB/bajy KiIacy €H3UMa KOJU KaTalu3yjy OKCHAAIH]y
nojiMHe3acuNeHUX MacHMX KHCEIHMHA IMOMYT JMHOJIEMHCKE U apaxuaoHCKe kucenuHe. OBaj
€H3WM HH]j€ KapaKTepUCTUUYaH caMo 3a cucape, Beh ra mocenyjy u nojenune ouspke. Mako je Ha
IIPBH TOTJIE]] CTPYKTYpa CBUX W30(OPMH OBOT €H3MMa KOJI CHCapa CIIMYHA, CBaKa O] IbHX UMa
jeIMHCTBEHAa CBOjCTBAa. [71aBHA KapakTepUCTHKA j€ CHEeNU(UIHOCT CYINCTpaTa 3a CBaKy
nzopopmy. CTpyKTypa aKTHBHOI IIEHTpa 3aBUCH IIpe CBera OJ CylcTpaTra 3a ojapeheHy
n30(pOopMy €H3MMa, aJId U OJ] HAaYWHA KOOPAWHUPAmka jOHA TBOXKI)a XUCTHUINHCKUM OCTaI[IMa
(91,92). Hajaxxuuju tumoBu jmmnokcurenasza cy 5-LOX, 12-LOX, 12R-LOX, 15-LOX, 15-
LOX-2 u eLOX-3. Ctynuje mokasyjy Ja akTHBHOCT JIUTIOKCUTEHA3e MOKe OMTH MHXHMOHMpaHa
(eHOTHUM aHTHOKCHJIAHCHMa YuMe ce MOoTBplhyje 3Havaj yHoca nmoiudenona ucxpanom. Ca
JpyTe CTpaHe, CHHTETUCAHH CY T10jeIMHU JISKOBH KOjH MHXUOMPA]jy 0Baj eH3uM, monyT 5-LOX
MHXUOUTOpA 3UICYTOHA KOjH ce KOPUCTH y Tepanuju actme (93).
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S5-munokcureHasa WMa TJIABHY YIOTY Y CHHTE3M JIeyKOTpHeHa. JleykoTpueHu
MIPUTIAAA]y TPYIH MPOUH(IAMAIIN]CKIX MeIHjaTopa KOjH CTUMYJIUITY XeMOTaKCy (parouura u
noBehaBajy mpoIycT/bUBOCT KPBHUX Cy1oBa. HuCy camo JieyKoTpreHHu MPOU3BO/] aKTHBHOCTH
5-LOX eHn3uma, Beh ce Mpou3BOJ HEroBe KATAIMTHYKE aKTUBHOCTH, 5(S)-XHIPONEPOKCH-
trans-8,11,14-cis-eukocarerpacHouncka kucenrna (5-HPETE), moxe nabe MeTabosmcaT 10
apyrux nmunuaaux mMeaujaropa nonyt S-HETE, 5-okco-ETE u nunokcuna (Cxema 2) (94).

1.4.4. IlpoTrenHcka cTpykrypa enzuma 5-LOX

5-LOX xox cucapa npeacTaB/ba MOHOMEPHH €H3HMM Ca JIBa IOMEHA ¥ OOMYHO CaJIPKH
672 unu 673 amuHokucenune. C-TepMUHAIHHU JJOMEH je KaTaJuTHYKH JOMEH KOju o0yxBaTa
aMHHOKHMCENTMHCKEe ocTaTtke m3Mmely monoxkaja 121 u 673. YrmaBHOM mocenyje CTPYKTYpy
XeJIMKCa U 'y leMy je cMmellTeH joH reoxkha. Ca apyre ctpane, N-TepMUHAIHU JOMEH j€ 3HaTHO
MamH, caunikbeH of 114 amuHOKHCenMHA U Tocenyje B HaOpaHy CTPYKTypy. YOYeHO je aa
OCTallM y OBUM TeTJ/bama MoTy Be3atu Ca?* jon koju omoryhasa akTusanujy enzuma (95). Jou
reoxkha (Fe**) y akTHBHOM MeCTy JIHMIIOKCHI€HA3e HEONXOMAH je 3a HeHy KaTAIMTHUKY
akTuBHOCT. IIpeTmocraBiba ce ga JBa aMHHOKHCENMHCKa octarka xuctuauna (His372 u
His550) u 11e673 na C-TepMuHAIHOM Kpajy 4YMHE TpHUjaay Koja KOOpAMHYje joH TBokha y
KaTamuTudkoM Mecty ensuma (Crmka 13). Takole, octanmy XHCTHAMHA y TOJIOKAjy 367 u
acriaparuHa Ha nmo3unuju 554 GyHKIMOHHITY Ka0 U3MEHJBHBH JIMTAH/IU 32 TBOXKN)E Y OJICYCTBY
CyICTpaTa W KOKpHUcCTaja. TOKOM KaTaJUTHUKE aKTUBHOCTH JIMIIOKCUIEHa3e J0Jla3u J10
IIPOMeHe OKCHAAIMOHOT CTama joHa reoxha m3 Fe?" y Fed* (96).

N—TepMI/IHaJIHI/I JOMEH —

— C -TEPMHHAIHH JOMCH

Cauka 13. Mogaen 5-LOX eH3uma Ha 0OCHOBY CHUMJbeHE KpucTaiHe ctpykrype (PDB ID:
7TTK)
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o nanac je pa3BHjeHO HEKOJIMKO MHXxuOMTOpa 5-LOX eH3uma ca nubeM Jeuerma
3amaJbeHCKUX Iporeca, 0oja U KapruuHoma. OBM MHXHOUTOPH OCTBApyjy CBOje€ JI€jCTBO Ha
HEKOJIMKO pa3jIM4YMTHX HaduHa. Xematopu rBoxkha, 3uneyron m BWAAC, unxubupajy
€H3UMCKY aKTUBHOCT XEJIallijOM joHa I'BOXkha W/Win cTaOUIN3a1ijOM HBeroBOT OKCHIAIIMOHOT
crama. [Ipeoctasa aBa TMma WHXUOWTOpa Ccy He-pefokc u penokc maxuoutopu (NDGA-
nordihydroguaiaretic acid, AA-861, C06) koju cBoje JI€jCTBO OCTBapyjy KOMIICTHIIMjOM ca
MPUPOJHUM CYIICTPATOM (apaxHIOHCKOM KHCEINHOM) 332 akTHBHO MecTo eH3uma (97).

1.5. Madpaamanmja u Tymop

Nudmamanmja mpencraB/ba HWMYHOJIOIIKY OJ0OpaMOEHY peakidjy opraHh3Ma Ha
JIejCTBO IMTETHUX cTUMynyca. Kao pesynrar mH(iamanuje jaBjba ce enmuMuHanmja Gaxropa
KOjU Cy 10 € JIOBEId, Kao M oOHaBibame omrehenor tkuBa (98). VY mouerHoj dasu
uH(pIamanuje, Makpodarn WIM MACTOIMTH IPETO3HA]y MOJICKYJIC KapaKTCPUCTUYHE 3a
MaToreHe, IITO Y3pPOKyje CeKpelujy MpouH(pIamManujcKkuXx [HMTOKMHA, XEMOKHWHA,
Ba30aKTHUBHUX aMHHA W €UKOCAHOM]a, 300T Yera MMYHCKH OJAroBop mocraje jour jauu (99).
HaBenenn menujatopu mnosehaBajy BackylapHy MpOINYCTJBHBOCT, MPU YeMy JA0Ja3u JI0
3HAUYajHOT TPOJacka IUIa3Me Koja CaJlpKH aHTUTENAa W Jpyre WHQIAMaIUjcKe MeIujaTope
(100). Takohe, ocmobahame XEeMOKHHA, IUTOKMHA, €MKOCAHOWAA M JPYTrHX CHTHATHHX
MOJIEKYyJIa CTUMYJIUIIIE MUTPAIHjy HeyTpodmia 1 MOHOIMTAa Ha MecTo omTehema. Kako ce
uH(pIAMAIH]CKU OATOBOP pa3BHja, TAKO C€ MOHOIUTH U JUM(OILUTH aKyMylIMpajy Ha MECTy
yIajue Kako OM HeyTpajicaliy mTeTHe cyncranie. Hakon Tora, nadnamanujcke henuje ymupy
aronTo30M U uucTe ux Makpodaru. Takohe, cipedaBa ce najba uHPUITpanuja HEYyTpouia,
cMamyje ce Jyudeme NpOoMH(IaMalMjCKUX IMTOKMHA, CTUMYIHIIY ce Makpodarm na
(darouuTyjy anonToTHYKH eTUMHUHHCAaHe HeyTpoduie u oOHaBJba ce XoMeocTa3a TkuBa. Ha
Kpajy, mpoiiec oOHaBJhbama TKUBA 3aMemyje MH(Iamanujy yoOmaxkaBajyhu uHbIaMaIujcKu
oarosop (101).

WNudnamanmja ce nmpemMa ITyKWHU Tpajarba MOXe TMOJCIUTH Ha aKyTHY W XPOHHUYHY.
AxyTHa uH(Iamalyja je Mo4YeTHH OJrOBOp Ha IITETHH CTUMYJIYC U MOXE TpajaTH HEKOJIHKO
JTaHa J0 HeKoiuko Henesba. Hajpehm Opoj mubuntpupajyhux henwja y oBoj dasu cy
rpanynouut (102). Ca gpyre crpaHe, XpoHMYHa WH(IAMaIMja ce KapaKTepHIIe
HCTOBPEMEHOM I0jaBOM omitehema M 3apacTama TKUBAa. TOKOM XpOHHYHE HH(IaMaiuje
rnaBHe uHObuUaTHpUpajyhe hemuje cy makpodarn u mumdonutn (103). o xponuune
uHbpnamanuje, pudpo3e TKHBa U HEKPO3€ J0JIa3U YKOJIUKO c€ MPOMH(IaMalUjCKU CTUMYITYC
HE EJIMMHUHUIIE TOKOM akyTHe uH(pramanuje. Takohe, mo3HaTto je Ja TpajHa aKyTHA
uH(Iamanuja 0e3 OUUIIIeIHUX CHMITOMA MOXe OMTH y3poK XpoHuuHe uHpnamarmje (104).
XpoHuvHa uWH(]IaManuja je AUPEKTHO WM MHIUPEKTHO TOBE3aHa ca OpPOJHUM XPOHHYHUM
o0oJbemMMa TIOMYT aTepockiepo3e, HH(papkra Muokapaa, IlapkuHcoHOBe OoiecTH,
AnmxajmepoBe 6osectH, nujadbereca, mcopujase u rymopa (105). Ckopo 20% cBHUX KapIiHOMA
KOJI JbY/IH TIOBE3aHO je ca XxpoHn4HoM uHpmamarujom (106). Jomr rokom XX Beka npumeheno
j€ Aa mocToju nose3aHocT udMmel)y xpoHnuHe mH@IamalMje 1 TyMopa Ha OCHOBY MOTBpheHe
uHbWITpanyje hemmja UMyHOJIOMIKOT CUCTEMa YHYTap HEOIUIaCTUYHOI TKUBA. AHUMATHUM
MOJIeJIUMa j€ TMOTBPHEHO Jia BEITAa4YKU M3a3BaHa XpOHWYHA WH(pIaMaIja MOXe JOBECTH JI0
HacTaHak u pa3Boj Tymopa (107).

1.5.1. Yaora undiamanmje y npouecy TyMopureHese

XponuvHa nH(pIaMalja ©Ma BakKaH yTHIIA] HA Pa3BOj KaHIEpa TOYEBIIN O] pPa3Boja,
IIPEKO MporpecHje 10 HEeroBoI MeTacTasupama. Bumectpyka yinora nHdiaamanuje y cBakoM
craaujymy nprkaszana je Ha Crunu 14 (108). [lyrotpajHa H3/105%KEHOCT TYMOPOT€HHM areHcHMa
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aKTHBUpa WHQIIAMAIM]CKY KacKagy Koja MOXE Y3pOKOBaTH XpPOHUYHY MH(pIaMalujy, a OHa
MOJKE pe3yJaTOBaTH I0jaBOM TyMoOpa. 3amajbeHCKe hemuje MpeacTaBibajy 3HauyajaH H3BOP
npouH(pIaMaIMjCKUX MeIujaTopa MOMyT peakTUBHHX KuceoHnynux Bpcra (ROS - Reactive
Oxygen Species), TNF, unrepieykuna (IL-1 u IL-6), kao u nojenquuux ¢axTopa pacra Koju
MOTY TTOCIIEIITUTH Tpoliec pa3Boja Tymopa (108). Besa usmehy rymopurenese u nadiramanmje
MOCPEZIOBaHA je YHYTpAIIkbUM (MHTPUH3UYKHM) U CIIOJhAIIBLUM (€KCTPUH3UYKIM) MyTEBUMA.
VYHyTpalisky MyT ce aKTUBUPA F'EHETCKUM TIPOMEHaMa Koje MOT'Y y3pOKOBaTH HH(IaMaIujy u
Heoru1a3ujy. HaBenene mpoMene o0yxBarajy akTHBAIM]y IPOOHKOTEHA M3a3BaHy MYTAallljOM,
XPOMO30MCKO Ipeypelere 1 MHAaKTHUBAIIH]y TeHa cynpecopa Tymopa. OBako n3MemeHe henuje
ocnobahajy MenujaTope 3amabemha U TUME CTBapajy WH(pIAMAIHM]CKO MUKPOOKpYykeme. Ca
Jpyre CTpaHe, CIOJballllby MyT M3a3BaH j€ 3ama/belheM WM MH(EKIHNjoM, KOju moBehaBajy
pU3MK o HacraHka Tymopa. Ob0a myra ce cmajajy y TyMOpPCKMM henujama W H3a3uBajy
aKTHBaIMjy (akTopa TPAHCKPHIMIHMjE INTO PE3YITyje CTBapameM MpouHQIaMaIi]jCKIX
¢dakTopa (XeMOKHHHU, TUTOKUHU). HaBeeHn MOJEKyIH aKTHBHPAjy Pa3iM4yUTe IMOMYJaluje
JICYKOIIMTA MOMYT MaKpodara, MacToIUTa, HeyTpoduia u eosuHoduia. [lo3uTHBHOM criperom
7071a3¢ 70 ToBehaHOT cTBapama MponH(pIaMalnjCKUX MeaujaTopa mro nmokpehe mamu pact
TyMopa U iberopy uapasuBHoct (109).

LITOKHHH H aKTOpH pacTa
XEMOKHHH

Ty»10pCKD MHKDOOKDY/KERE e Tipeoprress arssc
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Meracraze Ha AHUCTaTHHM OpraHHMa

1. Humimjaimja

TyMOpCKO TKHEO
Cuamka 14. [Iporpecuja Tymopa u3a3zBaHa XpoOHUYHOM HH(pIaMaI]OM

Cama mojaBa TymoOpa VIJIaBHOM 3axTeBa CaJ€jCTBO TEHETCKUX MyTaldja u
eMUIeHeTCKUX TpPOMEHa Yy 3/ApaBMM henujama, yeMy y 3HA4ajHO] MEpH JONPUHOCH U
nH(pIaAMaI]jCKO MUKpPOOKpYKewe. Makpodaru u HeyTpoduinu, kao Hajuemrhe akTUBHpaHE
uHbpnamanujcke henuje, rmasau cy u3Bop ROS u peakTUBHMX a30THUX BPCTa, KOJU U3a3UBajy
MyTaIlfje Ha BEJIMKOM OpOjy BaKHUX T'€Ha OJrOBOPHHX 3a pa3Boj Tymopa (110). Taksu cy, Ha
npuMep, TeHW OJArOBOPHU 3a morpaske Heyckiahenoctu JTHK u Tymop cympecopcku resm.
XpoHnyHa nHGpIaMalnja MOXe N3a3BaTH U XpPOMO30MCKY HECTAOMIIHOCT U OMETame QyHKIU]e
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JIHK u xucton Mmoaudukyjyhux ensuma, MukpoPHK, mTo moke moBectu 10 pa3Boja Tymopa
(111). ITojenuue cTyauje cy mokaszajie W Ja XpOHHYHA WH(]IaMaIyja MOTIIOMaXe HAaCTaHAaK
TyMOpa Ha Taj HaYWH IITO NMpeMaiurHe henuje 1o0ujajy KapaKTepUCTUKE CIIMYHE MAaTHYHUM
henmjama u Qopmupajy Hume koje omoryhaBajy mpexuBpaBambe TYMOP HHHIINjATOPCKHX
henuja (112).

[TpunukoM pas3Boja Tymopa, MaJIWrHO TpaHchopMmucaHe henmje mpomnase kpo3 ¢asy
nponudepanuje kako 6u Gopmupaiie mpumapau Tymop. Tokom oBe (aze, mHpaamanujcke
henuje nMajy ynory m3Bopa MUTOKMHA U (PaKTOpa pacTa HEONMXOIHHUX 3a MPECKUBIHABAKBE H
nponudepannjy Tymopckux hemmja (108). V mojenmHuM cTyadjamMa  yOodyeHO je a
WHAKTHBalMja TNpouH(IaMaIMjCKe CHUTHAIM3ALMj€ W TPOU3BOAKE ILHUTOKMHA, Kao U
eNMMHUHAIMja TeHa KOJU KOJWpPajy MOjeIMHE ITUTOKWHE W IIUTOKUHCKE PEILENTOpE, y3POKYyje
uHxuouImjy pacra rymopa (113,114). IIpouHdiamanujcka CUTHAIM3aIMja yTHYE HE caMO Ha
hemmje Tymopa, Beh u Ha henuje nuMmyHosomKor cuctema, pudbpodnacte u enaorenHe henwmje,
yrMe ce 00JIMKYje TYMOPCKO MUKPOOKPY)KEH-E M CTUMYJIUIIIE fajba Iporpecuja Tymopa (108).

[TpunukoM nasbe mporpecuje, Tymopcke henuje nobujajy MalurHe KapaKTepUCTHKE
MIOIYT CIIOCOOHOCTH METacTas3e, IITO Y3pPOKYje CTame HEKOHTPOJIMCAHOT pacTa MaJMTHUX
henuja. Meby HajBaxHujum nporahajuma y oBoj ¢asu pa3Boja TymMopa je EMUTETHO-
ME3CHXUMCKa TpaH3uirja. ¥ oBoj ¢asm Tymopcke henmje enutena moOwjajy ME3eHXHMCKE
KapakTEepUCTUKE, Kao W TOOOoJbIIaHE CIOCOOHOCTH Murpamnuje y opranmsmy (115).
[Mpoundnamanmjckn tutokuaun nomyt TNF-o, IL-18, IL-6, IL-11 u IL-8 mnpexncraBibajy
Meadjatope Koju mocrerniyjy oBaj nporec (116). Meracrasupame U MHUrpaifja TyMOPCKHX
henmuja 10 AMCTaTHUX OpraHa KOHTPOJIMCAHH Cy HUBOOM XEMOKHHA KOju ce (opMHUpPajy y
TYMOPCKOM MHUKPOOKPYKCHY U TPUCYCTBOM CHEIU(DUIHMX XEMOKHHCKUX pelentopa y
[IMJHOM TKHBY, TI0O Y€MYy OBaj IMpolec 3Ha4yajHO mojaceha Ha KpeTame JICYKOIUTa TOKOM
sanasbeba (117). Hutokuuu momytr TNF-o u IL-1f uHIyKYjy eKCIpecHjy XeMOKHHA.
Makpodarn akTUBUPaHH TOKOM XpOHHYHE HH(IAManuje CTUMYIUILY aHTUOTEHE3y |
TUMQaHTHOTeHEe3y TOCPEAOBaHy BacKyJapHUM €HJOTeNHjaaHuM ¢akTopoM pacta. Kama
Mertactarcke henuwje Tymopa yhy y UupKynaudjy, NpoHH(IIaMallijCKU MEIujaTopu
ociobohenn u3 henmja MMYHOJOLIKOT CHCTEMa IMOAPXKABajy HHXOBO HAroMuiaBame U
npeXuBbaBawke y LUWbHOM oprany (112). HcrpaxuBama cy Tmokaszana jga moBehame
aKTUBHOCTH HeyTpo¢uiIa mperBapa ycnaBaHe henuje kapunHoma rutyha y arpecuBHo pactyhe
MmeTacrase (118).

1.6. 3nauvaj nyanane COX/LOX unxudumuje

ApaxuoHCKa KHCEeIHMHA Mpe/ICTaB/ba HajBAXKHUJU MPEKYPCOPCKU MOJIEKYIN Y Pa3Bojy
nHpuamanuje. Iloctoje pa3nuMuuTH CHOJBAIIBLU W YHYTpPAlIkU (HAKTOPU KOJU JIOBOAE 10
akTuBanuje gocdonunaze Az, Koja MpeaCTaBba KJbYUYHH €H3UM Yy oclio0aljary apaxuJOHCKe
kucenuHe u3 (Qoconunuaa henujcke MemOpane. Ha Taj HaumH, apaxuJoHCKa KHCETUHA
nocraje goctymHa 3a meradonmzam nocpenoBan COX- u LOX-3aBucHum nyreBuma (119).
COX u LOX cy mpowH(}amManujcki €H3UMH 3Ha4ajHU 32 MPOAYKIH]Y MpOCTarjaHanHa U
JICYKOTPHUEHA HEONXOJHHX 3a (DU3MONIOIIKY NPOu3BOAKY eukocaHouaa. COX Bpumu
OKCHJAIM]y apaxuJOHCKe KucemuHe A0 mpoctarmaHauaa Gz W mpeKypcopckor
npocraryiasauia Hz omoryhasajyhu namy npoaykuujy TpomOokcana. Jlejctsom LOX enzuma
13 apaxuJIOHCKE KMCEJIMHE HACTA]y JIEYKOTPUECHH KOJH, TaKohe, Majy BaXKHY YJIOTY Y MPOIECY
undnamarmje (120). [Tocroju Behu 6poj pazmuuntux m3opopmu LOX eHzuma kao mrto cy 5-
LOX, 8-LOX, 12-LOX u 15-LOX koju katanuzyjy GopMHUpame YeTHPH paszInduTa TUIA
XHUJIPOTIEPOKCUEHKOCcAaTeTpacHCKe KucenuHe (5-, 8-, 12- u 15-HPETE). HaBenenu metabonutu
ce Jajbe TPaHCHOPMHUIILY JIO JIEYKOTPUECHA, XCITOKCHINHA 1 JITokchHa. 5-LOX n3oeH3uM je
OJIrOBOpaH 3a KJbYYHH MeTabonuuku 1yt kojuM ce crBapa S-HPETE, a u3 wera name LTA4
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(errm. Leukotriene As) xoju je mpekypcop 3a LTBs u LTC4(121). 5-LOX meTaboauuku myT
3aBpmaBa ce cTtBapameM LTBa, koju je mocpemHuk y OpojHUM HHGIAMAIUjCKUM U
aJIeprUjCKUM CTambHMa IOITyT aTepOCKIepO3e, KapJHoBacKylIapHux Oonectu u Tymopa (Cxema
2) (122,123). JIpyre uzopopme LOX ensuma (momyr 12-LOX u 15-LOX) takohe umajy
3Ha4ajHy yJIory y crBapamy jeykorpueHa (124). C o63upom Ha To ga mHxuOuimja COX
€H3UMa JIOBOAM [0 mojayane akTuBHOCTH LOX Metabonuukor myTa u nosehane npousBoame
JIeyKOTpueHa, ucroppemena naxuounuja LOX eH3uma Moxe momohu y cMamemy pH3HKa 01
HACTaHKa Pa3MYUTUX 000JbCHA y3 OUyBamke aHTUUH(IAMANU]CKUX edeKkaTa WHXHOUIHUje
COX-2.

Hecreponauu anTuuH(IAMALMjCKA JIEKOBH TEHEPATHO Cy IMOKa3ald 3HA4yajHEe
HEeKeJbeHe e(eKTe MOMyT racTpPOMHTECTUHATHUX nopeMehaja, kapanoBackyIapHUX podiema
n Oyopexnux omrehema. McroBpemena umuxubummja COX m LOX ensuma crnpeuaBa
MPOAYKIHjY JIEYKOTPHEHA U MpOCTarjaHIuHa Kao 3Ha4ajHuX MeanjaTopa uadmamarmje (119).
Camum THM, OBaKBa napajeiHa HHXUOHUIMja 06a MeTaboIuUKa MyTa apaXxuJOHCKE KHCEIHHE
MOMaXKke y pa3BOjy HOBHUX JIEKOBA Ca CHAXKHUJUM aHTUUH(IAMALN]CKUM €(PEKTOM U MambUM
Opojem HexebeHUX edekara. Ha Taj HaumH je 00e30eheH 00JbM TacTPOMHTECTUHATHH
0e36emHOCHH Tpodui U 3amTUTHH edekaT Ha ciay3Huiy xenyia (125). [punukom nu3ajHa
ayamaux COX/LOX wnxuOutopa HajBehnm 3Ha4ya] WMajy TOAAanKd O HAYMHY BE3HMBamba
apaxuI0HCKe KUCEIMHE y aKTHBHUM MECTHMa OBHX eH3uMa. [IpumeheHo je na y Besyjyhum
mectumMa COX m LOX eH3uma apaxwIOHCKAa KHCEIMHAa OCTBapyje HMHTEPAKIHje ca TpH
AMUHOKHCEIIMHE — JICYUUH, (CHWIATaHHH M THPO3WH, Ka0 M TO Ja CYy apoOMaTH4HE-T
MHTEpaKIje 3aCTyIUbeHUje y OAHOCY Ha anupatuuHe-1 KoHTakte. CepuH y nonoxajy 530
COX-2 ensuma u riayramuH y noinoxajy 363 5-LOX eH3uma umajy yiory akienropa
BOJIOHMYHE Be3e, JIOK ce 0ounu octanu tupo3uHa (Tyr355) u xuctuaunna (His372) nownariajy
HCTOBPEMEHO Kao JIOHOPH M aKIenTopH BogoHHYHE Bese (126).

HcrpaxkuBama cy nokazana ga COX-2 u 5-LOX u30eH3uMu UMajy KJbY4HY YIOTY Y
pa3Bojy mojenuHux BpcTa KapuuHoma kon Jbyau. M COX-2 u 5-LOX ce mojagano
eKCIPUMHUPajy KOJ KapiuHoMa Je0ernor mpesa, mpocrate, Jojke u miyha, riae CTUMYIUILY
nponudepandjy ¥ aHTMOreHy aKkTUBHOCT y henujama. JacHO je na MHXHOMIMja jemHOT
MeTa0O0JIMYKOT MyTa apaxyuJOHCKE KUCEIIMHE MOKE T0jayaTH APYTH MYT, 1A j€ OBaKaB edekar
paBHOTEKE YO4YeH KOJl pacrta hemuja CKBaMO3HOI KapIMHOMa TIjaBe M Bpara. HemaBHa
UCTpaknMBama TMokasyjy na muaxubummja COX-2 eH3uMa MOXKe JOBECTH 0 yCMEpaBama
MeTa0oIM3Ma apaxuIOHCKe KHCEIMHE MpeMa CTBapamy JIEYKOTPHEHA TOKOM TyMOpPUIEHE3e
nebemor mpeBa, ka0 u TO na komOumHoBaHa Tepanuja COX-2 m 5-LOX umHxuOuTropmuma
cnpeyaBa pact Tymopa. Ca apyre crpaHe, youeHo je na xomOunaimja COX-1 u 5-LOX
MHXUOUTOpa CMamyje TymopureHedy kapimuoma tuiyha (127). KomOuuammja 5-LOX
uHxuburopa (MK886) n nHXuOUTOpa LUKIOOKCUTEHA3€e ce MOoKa3ana BeoMa €PUKACHOM U Y
Tepanuju KapuuHoMa npocrate u kosioHa (128). Takohe, enekokcuod u 3useyToH TPUMEHEHN
HCTOBPEMEHO TMOCeNyjy aJAUTUBHU HHXUOUTOpHM edekar mpema henmjama e3odareanHor
KapIIMHOMa, Kao M y TPEBEHIINjH jJETPEHUX MeTacTa3a KoJl KapIrHOMa ITaHKpeaca KOJl JbYAH
(129).

[Tocnenmux roaMHa Biaza cBe Behe MHTEpecoBame HMCTpaKHMBada TpeMa pa3Bojy
ayamaux COX-2/5-LOX wuHXxuOMTOpa Kao e(pUKaCHUX aHTUMH(IAMAIMjCKUX JIEKOBA.
Konment oBe mapanenHe MHXUOHUIM]E 3aCHOBAH j€ Ha UCTOBPEMEHOM CITpEYaBamky CTBapama
IpocTaryiaHinHa U JieykoTpueHa. Toxkom mocnenamux 30 roauHa cCHHTETHCaHa cy OpojHa
Jenumbema Koja 1e7yjy Ha HUBOY OMOCHHTE3€ TIPOCTarJIaHInHa U JICYKOTPUEHA, a TI0jeAHA CY
yuula Uy a3y KIMHMUYKAX HCIUTHBama. MehyTum, 10 JaHac HUjeAaH O]l UCITUTHBAHUX
MoJIeKy/la Huje ocTBapuo oOehaBajyhu antunHdramanujcku edpexar y3 BHCOK a(UHUTET
npema aktuBHUM MectuMa COX-2 u 5-LOX. Ctyauje omHoca CTPYKType W aKTHBHOCTHU
nokasaje cy J1a ¢papmaxkodope y 00Ky ClIOBa ,, Y IMajy BUCOK IMOTEHIIM]all 32 OCTBAPUBAHE
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BojoHMYHKX u vVan der Waals-oBux unTepakiuja ca aktuBHuM Mectima COX-2 u 5-LOX
ensuma. [lopen CHHTETHYKUX jeMbEa, 3HaUajaH Opoj jequmberba OMIBHOT MOpEKia MOMyT
¢dmaBoHa, (uaBoHOKcHaa W KypkymuHa Mory ayanrHom COX-2/5-LOX uHXHOUIHjOM
crnipeuntH cTBapame PGE2 u LTB4 (130). McrpaxuBama cy mokasaia Ja rmojeMHA HalTPOKCEH-
nexuapoaunentuaan aepuBatu (Ciouka 15) mpeacraBspajy 3HayajHE KaHIUJATE 3a JAyaliHy

COX-2/5-LOX unxuOHIUjy y3 BUCOKY aHTHHH()IaMAIUjCKy ¥ aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT
(131).
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Cummka 15. Xemujcka CTpyKTypa JeprBaTa HapoOKCeHa ca 0COOMHAMa AyaHOT
COX-2/5-LOX unxubutopa

1.7. UcnnTuBame (PU3MYKO-XeMHjCKMX U (PapMaKOKHHETHYKHX OCOOMHA
(papMako/JI0LIKH AKTUBHHX jeIMHbCHA

1.7.1. Tapruononu koepunujent u oapehuame l0gP BpeanocTn

JlumopumiHOCT — TpencTaBiba  jemHY ~ OJ  HAJBAXHUJUX  (U3UYKO-XEMHU]jCKUX
KapaKTepUCTHKA JIEKOBA W yKa3yje Ha a(QUHUTET HEKOI MOJIEKyJa IpeMa BOJICHOM WU
TUTMOQWIHOM OKpyXewy. Ha OCHOBY JHMITOQIITHOCTH Cce€ MOXE MPEABHIETH CIIOCOOHOCT
MoJieKyJa J1a mpohe henujcky MmeMOpany, Koja je yriaBHOM XuapodoOHe pUpoJie, U BEXe ce
3a mubHe TipoTtenHe (132). JlunoduiaHOCT je BeoMa BakaH mapaMmerap y Iporecy oTkpuha
JIEKOBA, jep je jelAHO OJ Haj3HaYajHUjUX (HU3MUKO-XEMM]CKMX CBOjCTaBa y (apMareyTcKoj
xemuju. JIMMopuIHOCT yTH4e Ha BUXOBY PACTBOPIEUBOCT, MEPMEAOMITHOCT KPO3 OHOJIOIIKE
MeMmOpane, MeTaboaun3am, papMaKOKHMHETUKY, (hapMaKOJUHAMCKH U TOKCUKOJIOIMIKH Mpodui.
VYKONIMKO je JTUIMO(HIHOCT JeKa MPEeBUCOKAa MOCTOJU NMoBehaH pU3MK 3a M0jaBy TOKCHYHUX
edexarta, cinabe pacTBOPJBMBOCTH M YOp3aHOT MeTa0OoJM3Ma, Kao U 3a akyMyJalujy Jieka y
MacHOM TKUBY. [IpeBennka TMO(GUIHOCT MOXKE MPOAYKUTH JeTIOBAEE OMOJIOIIKA aKTHBHUX
MOJIEKYJIa, alli Moke OUTH U orpaHn4aBajyhu gaxTop 3a mponaszak Kpo3 Ousonke MmeMopase,
Jjep OBaj MpOIIEC 3aXTeBa M HM3BECTaH CTEMEH IMOJApHOCTH jenumema. Ca npyre cTpase,
YKOJIMKO je JTUIO(QUITHOCT MPEHUCKA, JIEK he reHepalHO MoKa3aTH Jiole (papMaKOKMHETHUKE
ocobune (133,134).

JlumopumiiHOCT ce€ eKCIEePUMEHTAIHO TpOolLEHkYyjeé Ha OCHOBY MNAapTUIMOHOT
koeurjenta (P) m muctpubyimonor koedurmjenta (D). [Maptunmonn koeduiujeHT je
napameTap KojH OIUCYje PaBHOTEXKY pacrojiesie CyncTaHle n3Mel)y opranckor pacrpapayda u
BojieHe (paze. M3pauyHaBa ce Kao oHOC M3Mel)y KOHIIEHTpaIHja HEYTPATHOT 00JIMKa JieKa y
JUMHUIHO] U BOJCHO] cpenuHU. Paau jemHocTaBHMjer nopehema BpEeJHOCTH MapTHIIMOHOT
Koe(HUIMjeHTa pa3InIUTHX CYNICTAHIIM MPHMEbYje ce Bberosa Jiorapuramcka Bpeanoct (logP).
Behe Bpennoctu 10gP ykasyjy Ha Behy nunoduiHocT jenumbema (135). YKOIUKO HCTUTHBAHO
jenumeme mocenyje joHu3yjyhe Tpyme, anekBaTHUjU TmapaMmerap 3a JaeduHHcame
JTUMO(QUIHOCTU je KOepUIIMjeHT TUCTPUOYyIHje, OJHOCHO HEroBa JOrapuTMOBAHA BPEIHOCT
(logD). Y Tom cnyuajy he nunodunnocT jeka 3aBucutu o pH Bpeanoctu cpeaune. HaBenenu
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Koe(pHUIjeHT TpeacTaB/ba OJHOC HM3Mel)y jOHM30BAaHOT M HEJOHM30BAHOT OOJIMKA JIeKa Yy
JUMHUIHO] U BojeHo] ¢a3u. Ob6a mapamerpa (logP u logD) umajy 3Hauajan yTtuia] Ha
racTPOMHTECTHHAIIHY arcopiiyjy jseka (136).

[Ipenu3Ho u edukacHo oapehuBame TUMOPUIHOCTH j€ BaKaH 3aXTEB y AU3ajHY HOBUX
nekoBa. Mmak, y mpakcu ce 4ecTo KOPHCTH u3padyHara BpeaHocT lOgP ymecto m3mepene
BpenHocty (135). M3pauyHaBame OBOI IapaMerpa €€ MOXKE H3BPLIUTH Y Pa3IUYUTHM
pauynapckum mporpamuma (Molinspiration, MarvinSketch) koju kopucte anroputme
0a3upaHe Ha pa3IMYUTHM MeToAaMa (parMeHTaldje MOJIeKysla. 3aTo Ce H3padyHare
BPEIIHOCTH jETHOT UCTOT MOJIEKYJIa Y PA3IMYUTUM IPOrpaMrUMa MOTY 3HA4ajHO Pa3IMKOBATH.
[TojennHu HCcTpakWBayu Cy HEABHO aHAIM3UPATHN PAa3uKy n3mely npeasuljene u usmepeHe
logP BpeaHOCTH Ha BEMKOM Y30PKY jeHI-CHA M MOKA3add HUCKY TAYHOCT mpeiBubama 3a
BehuHy kopuiheHux MeTo/a 3a uzpauyHasamme 10gP (137).

[Toctoje OpojHe Merome 3a ekcrnepuMmenTtanHo oxapehusame |0gP BpemnocTh. JIBe
JIeTaJbHO OIMCAHE M 4YeCTO KOpUIIheHe eKCIIEPUMEHTAIHE TEXHUKE 32 MEPEHhe TUMO(UITHOCTH
jecy shake-flask merona n morennmomerpujcka Tutpaimja. Shake-flask merona ce cripoBoau
pacTBapameM HCIUTUBAHOT jeIUbelha y jeaHoj ox (asa dopmupane cMerie TpeTXOTHO
nydepoBane Boje u N-oktanona (Cinuka 16). 3aTuM ce BpIIK MelIame JOK ce HEe MOCTUTHE
pPaBHOTEXKA Y CUCTEMY, HAaKOH 4era CJeI MaXJbHBO OfBajare N-OKTaHoJIa U BojeHe (aze u
Mepeme KOHIEHTpallMja pacTBOpeHe cymcTaHie y obe ¢aze Hajuemrhe mpumenom UV/VIS
cnekrpodoromerpuje. Shake-flask meTona nma 3HauajHe HegOCTATKE KAao MITO CYy AY)KHHA
Tpajama eKCIepUMEHTa, MOTYhHOCT cTBapama eMyi3uje NMpuIMKoM myhkama, HemoryhHoct
MPUMEHE METOJIE KOJ BHUCOKO JHUMOMDHUIHUX W BUCOKO XHIPODHUIHUX jeAHIHCHA U Mamba
moryhHoct ayromaruzaunuje meroze (138). YV morenumomerpujckoj turparmju logP ce
onpehyje mopehemem pKa BpearocTu y BoseHoj ¢ha3u y ogHOCY Ha npuBHIHY pKa BpemHoCT
U3MepeHy y 1Bo(da3HoM cHCTeMY Boja/N-0KTaHo hopMupameM Kpruse Tutparmje (135).

PacTBOp HCTTHTHBAHOT
JeIHBEma Y n-0KTaHOTY
(Tmo3HaTa KOHILIEHTpALIHja) BozeHa dasa

n-0KTaHOT (hasa

WHTeH3uBHO Myhkame IIponec pazaBajama
B -
taza

Bozena ¢asa

Pyuno

paszBajame paza

OnpelHBame canpikaja jeHbemba Y
CBAKOM pacTBOpY L

PﬂCTBOp HCIMHTHBAHOT PﬂCTBOp HCIIHTHBAHOI'
JemBema Y 17-0KTaHOTY jenumerha y BOIH
(Hemo3HaTa KOHIIEHTpAIIHja) (Hemo3HaTa KOHIIEHTpAIlja)

UV/VIS crektpodotomerpuja

Camka 16. CxeMaTCKH IPUKa3 eKCIIEpUMEHTATHE TIpoLieaAype 3a oapehuBame TUMOGUIHOCTH
npumenom shake-flask merome
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C o03upom Ha TO Ja paHe (pa3e UCIMTHUBAKa HOBHX MOJICKYJIA 3aXTEBajy MOTPOIIHY
MaJIMX KOJIMYMHA jJeIUIbCHA, MOCIEIBbUX TOAMHA Cy pa3BHjeHE alTepHATUBHE METOJE 3a
onpehuBame JIUMOPMIHOCTH KOje MMajy 3a IUJb Ja 00e30e/e jeJHOCTaBHHU]je M3BOheme y3
yTpOIIaK MamuX KOJMYMHA WCIUTHBAHUX CYICTAHIM. TakBe MeToae Cy, Ha MpuMep,
xpomarorpadcke TEXHUKE, eIeKTPO(HOPETCKE METO/Ie U UMOOMIIN30BaHAa BEllITauka MeMOpaHa
HPLC xomnone (139). Y Muorum naboparopujama MeTojie 1300pa 3a mpoleHy JTUIo(pHIHOCTH
jenumema jecy xpomarorpadcke Meroie 300r Op3WHE H3BOhEHAa, IPEIU3HOCTH,
PENpPOAYKTUBHOCTH M KOpHIINEHa pEeNaTHBHO MalMX KOJIMYMHA Y30paka. YTJIAaBHOM ce
KopucTe peBep3Ho (asHe xpomarorpadeke texuuke nomnyr RT-TLC (enri. Reversed-Phase
Thin-Layer Chromatography) u RP-HPLC (enrn. Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography) (140). RT-TLC meroa u3Boau ce Kao M CTaHAapAHE METOE TAHKOCIOJHE
xpomatorpaduje, Tae ce TUNOPIIHOCT jeANbCHha MPOICHhYyje Ha OCHOBY mpeheHor myra
WCIIUTHBAHE CYIICTAHIIE Ha TaHKOM CJIOjy cranuoHapHe (asze. Pasnuka je y Tome mTo KO
peBep3HO-(ha3He MeTo e cTaroHapHa (a3a Mopa OUTH Mambe MoJIapHa Y OJTHOCY Ha MOOWITHY
¢a3y. Kao moOuiHa asza ce KOpuCTH cMelIa BOJIe U HEKOT OPTaHCKOT pacTBapaya, Ipu 4eMy
ce 0OOMYHO KOPHCTE YETUPHU pa3jiMuuTa MPOLICHTHA yjena opraHcke kommonente (141). RP-
HPLC merona je 6a3upana Ha Mepewy peTeHnnoHux Bpemena y HPLC cucremy npumeHoM
CMelle BOJie W HEKOT OPraHCKOT pacTBapaya, Kao MOOWIHHX (aza, ca YETUPH pa3IHMyuTa
MPOIICHTHA cajpaja opraHcke ¢ase. Ha OCHOBY pETCHIIMOHHMX BpEMEHa CE W3padyHaBa
noraputam petenimonor dakropa (logkw) koju je moryhe xopemucatu ca KOHIICHTPAIIHjOM
OpraHCcKe KOMIIOHEHTe y MOOMIHO] (a3u. JIMmopmiHOCT HCIUTHBaHE CYIICTaHIIE W3MEPEHa
OBOM METOJIOM C€ YIJIABHOM HM3pakaBa y Buay napamerpa Ky (142).

1.7.2. IlpouieHa racCTPOMHTECTHHAJIHE ATICOPIIIHUje

Hajuenrhu u HajkoMpOpHHjHU HAUWH IPUMEHE JIEKOBA je IepopaIHa MpUMeHa KoJ| Koje
ce OMOoPAacIIOIOKUBOCT JIEKa CMamYyje 300T XeMHjCKe Jierpajalnje y *Kelyiy Ui 300T JOIIMX
(apMakOKMHETHUKUX ocoOuHa. M3 HaBeJeHMX pasjiora je BeoMa Ba)KHO IPOLEHUTH
(bapMakOKMHETHYKE OCOOMHE jeiNbemha y paHoj (a3u pa3Boja JIEKOBa Kako OM ce Ha BpeMe
JIOHEJIa OJITyKa O €BEHTYAITHOM TPEKUIY JaJbeT UCTIUTHBAaka, 0€3 0031pa Ha TO IITO jeTUHCHE
MoKasyje 3HauajHy ¢dapMakoiomky akTuBHOCT (143). [la 6u jex gocmeo 10 MUJBHOT MecTa U
OCTBApHO KEJHEHO JIEJCTBO HEOMXOJHO j€ Ja mpohe OpojHe Ouosomke Oapujepe, Tj. Aa ce
aricopOyje. Anicoprniyja je KpuTHYHA KapaKTepUCTHKA OPAJIHO IPUMEHEHUX JIEKOBA, IIOLITO je
HEOMXO/IHO J1a JIeK Mpolhe Kpo3 IPEBHU €MUTEN KaKO OM JIOCME0 Yy CUCTEMCKY IUPKYIAIH]y.
Ancopnuyja jgeka He 3aBUCH caMO OJ OCOOMHA racTpOMHTECTHHAIHOI TpakTa, Beh M oJ
¢bu3mUKo-xeMHujckux ocoOumHa Jeka. Cryamje Cy TOoKaszajlie Ja je arncopriuja Jeka
KapakTepUCTUYHA 3a ofipel)eHy perujy racTpoMHTECTHHAIHOI TpakTa, na ce pH rpaamjeHt
JMTECTUBHOT TPaKTa cMaTpa TJIaBHUM (aKTOpOM yTHIIaja Ha arcopniujy. [Ipermocrasiba ce
na ce HajBehu Jeo arncopIiiyje oABHja Ha HUBOY TaHKOT LipeBa (1yOJeHyM, JeJYHYM U WIEyM),
rae ce pH kpehe y unrepBany ox 4 1o 7. OBaj ¢peHOMEH ce 00jallibaBa YNHEHUIIOM /1a CaMO
HEJOHHU30BaHa jeAMIEHha MOTy MpohM Kpo3 JHMIUAHY MeMOpaHy, ma he W Npoja3HOCT
jenumema Kpo3 31U 1peBa o6utH Hajseha y pH okpyxemy mpH KojeM je jeTUmbEHhe HajMambe
jormusoBano (144).

Aricopriuja Jieka U3 TaCTPOUHTECTHHAIHOT TPAKTa C€ MOXKE MPOICHUTH OPOjHUM N
silico, in vitro u in vivo metomama. In Vivo TecTOBH ¥ aHMMAJTHH MOJICITH HUCY TIOTOJTHY 32 PaHe
¢ase pa3Boja moTeHIHjaTHO (hapMaKOJIOIIKKA aKTHBHHX cyrcTaHiy. [Ipumena in Vvitro rectosa
MPEeJCTaBJba 3HaYajHy MOTOIHOCT 300T jeTHOCTAaBHOCTH, UCIIJIATUBOCTH, €TUUKHUX MPUHIUIA,
ami W MOTryhHOCTM WHCTOBpEMEHOT UCHUTHBama Beher Opoja jeaummema. JemaH of
jemHocTaBHUjUX M e(hUKACHHUjUX IN VItro TecToBa 3a MpoIeHy nepMeabuITHOCTH jeTubeba Kpo3
paznmuunte OMOJOIKe MeMOpaHe MOMyT KPBHO-MOXIaHe Oapujepe, TracTpOMHTECTHHATHOT
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TpakTa u koxe jecte PAMPA (enrn. Parallel Artificial Membrane Permeation Assay) mozen
(145).

1.7.2.1. HcnuTtuBame MNepMeadMIHOCTH TNPHUMEHOM TecTa TepMeadHJIHOCTH Ha
napajgeJHUM BelITaYKuM MemOpanama (PAMPA)

PAMPA mnpezacraBiba METO KOJUM CE MOXKE UCITUTATH IMEPMEabUITHOCT U arcopIiyja
CYIICTAHIIC KOja je pe3yaTaT npocrte nudysuje. Bemrauka memOpaHa Koja c€ KOPUCTH Y OBOM
MOJINly MMa yIOry Ja CHMYJUpa OWOJIOmKY MeMOpaHy YMMe Ce WMHUTHpa HacHBHU
TpaHcHeNyJapHu TpaHcrmopT. OBakaB MOJEN MOXE MPYXHUTH 3HaudajHe WHpopMaiuje o
ariCoOpIIIIMjH HMCIUTHBAHOT jeAHibeha ¢ 003upoM Ha TO na ce Behuna sekoBa (80-95%)
aricopOyje Kpo3 MeMOpaHe MOTITYHO WJIM YIJIaBHOM IAaCUBHUM TpaHCHopToM. M3 HaBeneHHx
pasiora je PAMPA mojen Haiiao mmpoKy IpuMeHy y paHoj ¢a3u pa3Boja jiekosa (146).

PAMPA wmogen ce cactoju o1 JOHOPCKOT M aKIENTOPCKOT Oj/ieJbKa KOje pa3liBaja
BeIITayka MeMOpaHa. Y JIOHOPCKOM OJIEJbKY C€ HaJla3W PacTBOP MCHUTHBAHOT jeAHI-EHA Y
MOTOJTHOM pacTBapavy, JOK je aKIENTOPCKH OJieJbaK HCIYHECH pacTBapadeM. [Ipuiamkom
Crajama aKIEeNnTOPCKOT B IOHOPCKOT o/1esbka (popmupa ce tako3Bann PAMPA | cennsua®. [lon
YTHLIAjeM TPaidjeHTa KOHIICHTpalHje J0Ia3H A0 MacuBHE AU(y3Hje UCIIUTUBAHOT jeAUHEHha
U3 JOHOpPCKOTr y akmenTopcku onesbak (Crnuka 17). Kama ce PAMPA moxenom ucnutyje
TaCTPOMHTECTUHAIHA aTlCOpIIUja jeANbEeha HEOMXOAHO je mojecutu pH akmenTopckor u
JOHOPCKOT pacTBopa Ha onrosapajyhe Bpeanoctu. Hakon neduHrcaHor BpeMeHa HHKyOalmje
BpIIIH C€ pa3/IBajambe 1Ba OJIeJbKa, a 3aTUM ce o/ipeljyje KOHIIEHTpalllja UCTUTUBAHE CYTICTAHIIE
y JOHOPCKOM H aKIIENTOPCKOM pactBopy (147).

TToxmoman

HOHO]JCKH Io4a

OHOPCKH OZIeJbaK
I[ p A ’. e °

JICIHTHBAHO jefHIBEHE —— *® @ . o
L]
® ale

~L,e| ®

AxuenTopcka ILIoda

Bemrauka MeMGpaHa

AKIIENTOPCKH OAEJBAK — !
K P A > o e ®

Cauxka 17. [Tpunuun uzsohewa PAMPA metone

VY 3aBHCHOCTM O/ TOTa Ja JIM CE€ HCIUTYje MEePMEaOMIHOCT KPO3 KPBHO-MOXIAHY
Oapujepy, KOXY MM 3HJl TaCTPOMHTECTUHAIHOT TPAKTa PA3JIMKYjy C€ U KOMIIOHEHTE KOje ce
Hajas3e y cacTaBy BemTauke meMmOpane. Tako ce 3a PAMPA ucnutuBame ancopmimje Kpo3
KPBHO-MOX/1aHy OapHjepy MOTI'y KOPUCTUTH TMOJIAPHU JIMITUIM MO3Ta )KUBOTHH>A PACTBOPEHHU Y
JOJIEKaHy, 32 UCTIUTUBAE alICOPIIH]je KPO3 KOXKY c€ OOMYHO ynoTpeOhaBa CUITMKOHCKO YIbE,
M30MPONUIMUPHUCTAT WIM HHXOBE CMEIIE y PAa3JIMYUTUM OJHOCHMA, JIOK CE€ 3a INPOLEHY
racTPOMHTECTHHAIIHE arCOPIIIMje KOPHCTH BEIITauka MeMOpaHa HampaBJbeHa O JICIIUTHHA
jajera pacTBOPEHOT y J0/IeKaHy MM CMellla XeKcagekaHna u xekcana (148-150).

28



1.7.2.2. HcnuTtuBame MNepMeadMIHOCTH NPHUMEHOM OHONMAPTUIIMOHE MHIeJIapHe
xpomarorpaduje (BMC)

BMC (enru. Biopartitioning Micellar Chromatography) mpencrasiba MmoaudukoBany
BEp3Hjy MUIleJIapHe XpoMarorpaduje ko Koje MOOWIHY ¢a3y YMHH PacTBOp cypdakTaHTa
(mosmokcueTuIIeH aypui erap - Brij 35) uznaa kputndne muienapHe KoHieHTpanuje. OBa
TEXHHUKA je BeOMa KOPUCHA MPUIIMKOM OMMCHBaa OMOJIONIKOT MTOHAIIAka PA3IMYUTUX BPCTA
OPTaHCKUX jeINbEmha, jep MOKE UMUTHPATH OpojHE OMOJIOUIKE MPOIIece MOMYT MPoJiacka Kpo3
KPBHO-MOX/IaHy Oapujepy, KOXy, arcopIl{jy W3 TacCTPOMHTECTHHAIHOI TpaKTa, Kao H
pa3aBajama Jieka y OuonomkuM cucremuma. | naBHa npemanoct BMC merozne oriena ce y
YHbECHUIIM Ja ¢y Kapaktepuctike BMC cucrema Bpiio ciimyHe OMOJIOIIKAM MeMOpaHama u
eKcTpanenyiapHuM Teunoctuma. ['maBaum nenocrtatkom BMC cucrema Moxke ce cMaTpartu To
IITO UCTIUTUBAHC H3PA3UTO HETIOJIAPHUX aHAJIMTA MOYKE OUTH CIIOPO, T1a 3aTO 3aXTEeBa IPUMEHY
MamuX yjela Opranckux pacreapaya (151,152).

Y BMC wmopmeny, MoHOMepu cypdakTaHTa ce JAejoM ajacopOyjy Ha MOBPIIMHU
cTanroHapHe ¢ase, 0K MmpeocTana KoaudnHa cypdaktanTa GopMupa MHIETIE Y MOOHITHO]
¢dasu (Cnuka 18). PereHnuja HCOMTHBAHOT jelWEbCHba 3aBHCH, MPE CBEra, OJf HEroBe
CIIOCOOHOCTH J1a MHTEparyje ca MOHOMEpHMa Ha CTallMOHAPHO] (a3u U MHIIeTIaMa Y MOOWITHO]
¢ba3u. MoHoMepHe jeauHulle cypdakTaHTa Koje ¢y ajcopOOBaHe Ha MOBPIIMHH CTAI[HIOHAPHE
dasze mopacehajy Ha QochonunumaHe yribOBOAOHUYHE HHU30BE, JOK XUAPOPWIHU JICTOBH
MoJieKyJa mnojacehajy Ha moylapHe jAeioBe OMoNOmIKMX MeMOpaHa. MoOunna ¢aza BMC
crcTeMa ce MpHUIpeMa Ha Taj HA4MH J1a C€ MOT'Y ONOHAIIATH OMOJIOMIKH YCJIOBU TPH KOjHMa
10J1a3u A0 pacrojede sieka (153). PereHioHo noHamame TeCTUPaHUX jenbemna onpelhyje ce
Ha OCHOBY HUXOBE pacrnojene nu3mel)y BoueHe ¢dasze u MuIena, BoJIeHEe U cTalmoHapHe (dase,
kao u u3melhy craumonapue ¢aze u murnena. BMC cucrem koju canpxku C-18 cranuonapHy
¢a3y u Brij 35 kao cypdakrant y MoOMIHO] a3y KOPHCTH Ce 3a MPOLIEHY IepMealiije Kpo3
KpBHO-MOX/IaHy Oapujepy, KoKy, Kao U 3a MPOILEHY alcopMIHje U3 TacCTPOUMHTECTUHAIHOT
tpakra (154,155).

1 — Murena

i 2 — Monomep cypdakranra E &Lz
i 3 — Mornekyn jequmena L vy
| ! / o

4 — C-18 xomona

Cauxka 18. Cxemarcku npuka3z BMC metoje

[Ipunukom wu3Bohema BMC Merome HEONMXOAHO j€ OAPEIUTH YACO OPTaHCKOT
pacTBapaya Kako OM ce noOuiia NMpHUXBaT/bMBa PETEHIIMOHA BPEMEHA, aJeKBaTaH H3IJIe]
MMUKOBa, Ka0 U MOTYhHOCT (opMupama MHIleNIa Of MPUMEHmEHOT cypdakTtanTta. OpraHCKH
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pacTBapad cMamyje MoJIApHOCT MOOWIIHE (ha3e, yThue Ha aJICOPIIIH]y MOHOMepa cypdakTaHTa
Ha CTallMoHapHOj a3y, a YKOJIUKO ce 1oAa y BehuM KoTudarHaMa 01 KpUHTUYHUX MOXKE JIOBECTH
U JI0 pacmaja mMulena. 3aTo je 3a cBaku BMC cucteM HEONXOIHO OAPEAUTH ONTHUMATHU YIIE0
OpraHckor pactBapada y MoounHoj ¢azu. Hajuenthe ce y Te cBpxe mpuUMemYje TECT MEpemha
50 kamu, Koju je 6azupaH Ha YnmbeHUIU aa S0 karnmu MoOmitHe daze Koja caapKu MUIIEIIE UMa]y
Marby Macy Off UCTe KOJIMYruHe MOOMITHE (ha3e rie je A0ILIo A0 pacnana muieia (155).

1.8. ®@opmupamwe, npoueHa kpaaurTera u Baauaamuja QSPR m QSRR
MojeJa

MareMaTH4Kl MOJEIH KOjUMa C€ ONHUCYje KBAHTHUTATUBHU OJHOC CTPYKType U
nepmeabuaaoctr (errin. Quantitative Structure-Permeability Relationships - QSPR) wiwu
cTpykrype u perenimje (enrs. Quantitative Structure-Retention Relationships - QSRR) y
oapehenom xpomarorpad)ckoM crcTeMy BeoMa Cy BaXKHH, jep C€ BHUXOBOM IMPUMEHOM MOTY
OJIPEIINTH AECKPUIITOPHU KOjU UMa]jy HajBehn yTuiaj Ha oapelheHy KapakKTepUCTHKY jeTUbCHA.
OBakBe KOMITjyTepCKe MeETOAE KOpPUCTE MojJaTke ao0ujeHe y in Vitro wiu in Vivo
UCIUTHBamkUMa, Kako OM ce Ha OCHOBY HUX (DOpMHUpaIM MOTOMHU MAaTEMATUYKH MOJECIIH.
3Hauaj HaBEJCHUX MOJEJa Orjena ce y TOME IITO C€ BUXOBHM TyMadeHheM MOTY JO0OUTH
MOJIAIM O TOME Ha KOjU HauYMH TpeOa M3MEHUTH CTPYKTYPY TECTUPAHUX jeHHECHA Kako O ce
nobospirana oapehena ocobuna monekyna. Ha oBaj Hauun je moryhe nobutu mnpopmaije
Kako Tpeba yCMEpUTH Jajby CHUHTE3y HOBHX jelMbCHa, ITO oMoryhaa ymreay BpeMeHa U
MaTepujana.

dopmupame Mojnena oOyxBaTa YKYMHO Tpu Kopaka. lIpBu Kopak mompa3ymena
U3padyHaBAKE TEPMOJMHAMHYKUX, TCOMETPHjCKUX, (U3MUKO-XEMHUjCKHX U EIEKTPOHCKUX
MOJICKYJICKUX JECKPUIITOpA. Y JAPYroM KOpaKy ce CIipoBoau (GOopMHUpamke MOAeIa yIoTpeooM
MOTOJHUX CTAaTUCTHUYKUX MeToda. Ilocienwmu kopak oOyxBara Banuialujy Mojena u
MPOIICHYj€ c€ MOTYhHOCT TpuMeHe (POPMUPAHOT MOjIeNIa KaKo OM ce MOTJIa IM3ajHUpPaTH HOBA
jenumema Koja moceayjy ontumaine ocooune (156,157).

1.8.1. U300p MOJIEKYJICKOT ceTa moJaTaka

[Tpunukom cripoBohera QSPR 1 QSRR ananmn3ze HeonxoaHO je 01abpaTu moroaaH 0poj
jenumema. Huje mpakTH4HO TecTupaTy MpeBeIUKU Opoj Jembeba, JOK Malli Opoj jeInbema
JIOBOJIM Yy CyMBbY MOY3aHOCT Moziena. CBa TecTUpaHa jeIUbemha Ce CBPCTaBajy y JIBE IpyTie.
JenHy rpymy MolieKylia YMHU TPEHUHT CEeT Ha OCHOBY KOT ce (opMHpa MOJEIN, JIOK ce apyra
rpyrna Ha3uBa TECT CeT KOjUM ce Ipolewmyje MoryhHocT npenBulama UCIUTUBAHE OCOOMHE
jenrmema (Bauaalrja Mojiesa). YKOJIHMKO je Opoj jeANbEemha y TPEHUHT CETY IIPeMaii, MOXKe
nohu 10 opMuUparma MOrpeiHor Mo/IeNna, 0K ce Mpo0JieM ca MPEBEIUKUM OpojeM jebEmba
y TPEHHHT CETY MOKE PEIIUTH TO/ICTIOM Ha HEKOJIMKO MamkuXx certoBa (158).

1.8.2. MoJsiekyJICKH 1eCKPUIITOPH

Monekylcku AeCKpUIITOpY MPEACTaBIba]y PE3ysITaT MaTEMaTHUKOT TpOpauyHa KOjUM
ce BpIIM KBaHTH(HKaIMja MHPOpPMalLKMja O CTPYKTYpU MOJEKyJa U HBUXOBO IpeBoheme y
HyMepHuuKe BpeHOCTH. OBaKBH AECKPUIITOPU CE HA3MBAjy TEOPHjCKHU neckpurntopu. Ca npyre
CTpaHe, EKCHEepUMEHTAJIHHU JECKPUNTOPU NPEACTaBbajy pe3yiTaT eKCIEepUMEHTAIHOT
ucTpakuBama. [locToju BUIlle HaYMHA MOIeNIe JECKPUTITOPA. JeTHa 011 HajBaKHUJUX TOIeTIa j&
Ha OCHOBY JIMMEH3HOHAJIHOCTH JIECKPUNTOPA, NIPU 4eMy ce Mory mojenutu Ha Hyiare (0D),
jennomumensuonande (1D), nBoaumensuonanne (2D), TpomumensuonanHe (3D) wu
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yerBopoauMeH3nonanue (4D) neckpunrope. O 3Hadaja Cy OHM JIECKPHIITOPU KOJH CE MOTY
MHTEPIPETHPATH, OJHOCHO, OHH KOjU YTHUY Ha HEKY O (U3NYKO-XEMM]CKUX, OMOJIOIIKUX
ocobuHa uiK Ha akTHBHOCT (159).

1.8.3. CraTtuctuuke metoae 3a popmupame QSPR u QSRR moaena

Jenna on majuemthe kopunthenux merona 3a ¢popmupame QSPR 1 QSRR mopena je
MyJiTUILIA JTHeapHa perpecuja (enri. Multiple Linear Regression - MLR). IIpumeHom oBe
MeToZe MOXe ce Hahu JuHeapHa 3aBUCHOCT u3Mel)y 3aBHCHE Bapujabiie (peTeHIHja WU
nepMeabuITHOCT) M HEe3aBUCHUX Bapujabiu (Jeckpuntopu). [1aBHa IpEeaHOCT OBE METOJE
ornena ce y Tome mro omoryhasa gpopMupame noy31aHux MoJiesia 0/ peJIaTuBHO Major Opoja
MOJIEKYJICKUX JeckpunTopa. Kajga ce kopuctu oBa MeTozaa, Opoj AeCKpHUITOpa HE CME 3HATHO
Jla peMaiiy Opoj TECTUPAaHUX jeAubemba. MeToie Koje ce KopucTe 3a u300p HajIoroIH1jer
ceTa JAECKpUITOpA Cy MOCTyIHa MyaTuianHeapHa perpecuja (MLR), renercku anroputmu u
aHanu3a riaBHux komnonenTH (enrit. Principal Component Analysis - PCA) (160).

Merona mapuMjanHuxX HajMamux KBajpara (enri. Partial Least Squares - PLS)
pa3BHjeHa je Kako Ou ce MpeBasuIIUIA NMPOOJIeMHU MPUINKOM MOJEIOBamka CeTa MoIaTaka Iie
nuje moryhe nmpumenntd MLR meron. OBaj mpucTyn je moromaH y cuTyandjama Kajaa ce
aHaM3KUpajy TOJAIM ca BEIUKUM OpojeM He3aBUCHHX Bapujabimu (X), momamu Koju cy
HETNOTIYHH WU KouHeapHH. [IpeqHoCcT oBe MeToe oriena ce y ToMe mTo je Moryhe y ucro
BpeMe MOJICJIOBATH BUIIE 3aBUCHUX MPpoMeHsbUBUX (Y). YTHIA] U3pauyHATHX JECKPUIITOPA Ha
3aBHCHY Bapujabiy mporemyje ce Ha ocHoBy BpeaHoctu VIP (enrn. Variable Importance in
the Projection). Jleckpuntopu ce MOry MOACIHUTH IMpeMa 3HAYajHOCTH MpeMa 3aBHCHO]
Bapujadiin Ha:

* Haj3HauajHuje aeckpunrtope VIP > 1,
= ymepeHo 3HaudajHe aeckpurnrope 0,5 <VIP <1wu
= Oe3Hauajue aeckpunrope VIP <0,5.

Haxon mto cy VIP BpeaHocTH n3pauyHaTte 3a CBaKH O] JECKPUIITOPa, IECKPUIITOPH ca
HajumkuM VIP BpemHOCTHMA ce TOCTENeHO yKIamajy u3 Mozena (161).

Bemrauke Heyponcke mpeske (enri. Artificial Neural Networks - ANN) npezncrasibajy
Ipyly CTaTUCTUYKUX METOJa KOje Cy AM3ajHUpaHe MO Y30py Ha HauMH oOpajie U ImpeHoca
nojiaTaka Koju ce BPIIHU Y JbYACKOM M03ry. OBaKBOM METO/IOM CUMYJIHpa CE BeJIMKa KOJTMYMHA
Mel)ycoOHO MOBE3aHUX HEYPOHA, YUME j€ OMOTyheHO Mperno3HaBame 1adJIoHa, YIeHe T0jMOBa
U u3Boheme 3akjbydaka CIMYHO JbYACKOM MO3ry. ['JlaBHM Je0BM CBakor HEypoHa cy
TeXUHCKH yna3 (eHri. weight input), nmpenocna ¢ynkuuja (enri. transfer function) u usznas
(enrs. output) (Crnuka 19). Yia3Hu CUTHAIM YMHOXaBajy ce TEXHHCKUAM (hakToprMa Bese, a
3aTuM ce cabupajy. Hakon Tora, CUTHaJIU TIpoJia3e Kpo3 MPEeHOCHY (PYHKITH]Y, a YUTAB MPOIIEC
Ce 3aBpllaBa W3Ja3HUM CUTHAJIOM 3a Ta] HEypoH. TeXHHCKH (pakTopu Be3e MOUICKY
MIpOMEHaMa 3aBHUCHO OJI MCKYCTBa, IITO YHHH HEYPOHCKE MpPEXKE CIIOCOOHHM 3a y4eHme U
ananTanujy. OBaj 1e0 HEYPOHCKHMX MpEKa je KJbyyaH 3a aJlanTalnjy Mojiena ofpelheHoj rpynu
MoJIaTaka 3aTo IITO Ce TIOCIIe CBAKOT M3pauyHaBamka MEHajy BbUXOBE BPETHOCTH. Y TPEHYTKY
KaJia yJa3Hu [0J1allyl He W3a3MBajy IPOMEHE TEKMHCKUX (paKkTopa Mpexka ce cMarpa 00ydeHOM
3a pemaBame onpehenor mpobiema. [IpeHocna dyHkiuja je yrimaBHoM curmouganHa. [Ipe
Hero 1mro ce Gpopmupajy oaropapajyhu Mozenu, HCIUTHBAHA jEIUILEHHA CE JIeNIe Y TPU Ipyrie
U TO: TPSHUHT ceT (KOPHUCTH ce 3a (hopMHpame Mojiena), BepuduKaioHu ceT (KOPUCTH ce 3a
npaheme KapaKTepUCTHKA MpEXKe U MPOLEC TPEHUPamba) U TECT CeT (KOPHUCTHU ce 3a IMPOBEpy
kBanuTeTa Mpexe) (162).
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WilasHH
CHTHATH
ARCOHCEH
eHapHTH
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Cauka 19. Conunoct y crpykrypu xymasor (JieBo) 1 ANN HeypoHa (1ecHO)

1.8.4. Banmuaanuja QSPR u QSRR monena

Banmupmanmja Mopena mpejicTaBiba  KJbYYHH KOpak Yy MPOUEHH e(QHKacCHOCTH
dbopmupanor mojena. Haume, Baimaanyja je mporenaypa KOjoM ce IMpoBepaBajy KBAIUTET U
cocobnocT npensuhama dopmupannx QSPR u QSRR mopena. CraTuctuuku mnapameTpu
KOjuMa ce BpIIM Banupanuja popmupanux mozena jecy RMSEE (enrn. Root Mean Square
Error of Estimation), RMSEP (errn. Root Mean Square Error of Prediction), R? (koeumujent
nerepmuHanuje), F-omsoc, p-BpemHocT (HuBO 3HawajHocTH F ommHoca), Q? (uHTEepHH
BaJTMIAIIMOHK Tlapamerap), I (KkoeduIjeHT Kopenamuje npeaBuh)eHnX U eKCIePUMEHTATHUX
BPEIHOCTH 3aBHCHE BapHjabie jelumema TecT ceTa) M RZped (EKCTEpPHM BaIMmAIMOHH
napamerap).

RMSEE je rpemka mpensuhama mozaena 3a TpeHUHT ceT, Mok je RMSEP rpemxka
npensubhama 3a TecT ceT M Bepu(HUKauUHOHH ceT. Q? TpeacTaB/ba MHTEPHH BATHAALHOHH
nmapameTap Koju ce wuspauyHaBa mnpumeHom LOO (enrn. leave-one-out) ykpiireHom
BaJIMJAIM]OM, TJ€ C€ CBAKO JEUICHE U3 TPEHUHI CeTa eIMMUHUILE MO jJeAHOM, JIOK Ce 0]
octanux Qopmupa Mozen. Q? je mapamerap KOju ce KOPHUCTH 3a IIPOIEHY CIIOCOOHOCTH
npensuhamba QSPR u QSRR mozena xon jenumema CIMYHUM TPEHUHT CETY, JOK Ce 3a
jenMmBersa Koja ce CTPYKTYPHO Pa3lMKYjy OJ TPEHHHT ceTa KOpHCTH mapamerap RZpred. Kana
cy Q% u R%yred Behu o1 0,5 cMaTpa ce 1a Moenu uMajy 106py Moh mpensuhama. Tlopen Tora
mTo 106ap MOeN KapaKTepuIry BHCOKe BpeaHocTH mapamerapa Q2 um R%pyed, hopmmpanu
Mojenl OM MOpao Ja MMa W BHCOKE BpeIHOCTH Kopenauuje uzmelly npensuheHux u
eKCIIEPUMEHTAIHUX BPEIHOCTH ojpeleHuX 3aBUCHUX Bapujabiu TecT ceTta. F-omHOC ce
KOPUCTH 3a TPOILIEHY CTaTUCTHYKE 3HAYajHOCTH MOJENa, a P-BPEAHOCT yKa3yje Ha HHUBO
3HavajHOCTU F-omHOca. CTaTUCTUUKY 3HAYajJHUM CMaTpajy C€ OHU MOJENH KOJl KOJuX je p <

0,05 (163,164).
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1.9. HayuHu wucOUTHBaKa OHOJIONIKE AKTUBHOCTH TNOTEHIHjaJIHO
(hapMaKoJIOIIKU AKTHBHUX jeIHIbeHha

1.9.1. In vivo ucnuTHBam-€ aHTHHH(JIAMAIMjCKe AKTHBHOCTH

Nudmamanmjcke 6osectu cy riaodanHo nepuHuUcaHe Kao jeJiaH O]l TVIABHUX Y3POYHHKA
MopOugutera y ommroj nomynanuju. Crama npaheHa wHGmamanujom cy MoBe3aHa ca
MIPEKOMEPHOM aKTHUBAI[MjOM HWMYHOJIOIIKOT CHCTeMa YKJbydyjyhu aktuBupane henwuje
UMYHOJIOLIKOT CUCTEMa M OMOMOJIEKYiie. AKYTHH MH(JIAMAIIM]CKH OJIrOBOP C€ KapaKTEePHILE
M0jaBOM ILIPBEHWJIA, TOILJIOTE, OTOKA, Ooyia u mopemehajem ¢GyHKIHMje TKUBa ycien nosehane
BaCKyJlapHE IIEpMEAOMIHOCTH W XHIIEPCEH3MTUBHOCTH mepudepuux HepaBa (165,166).
[Tponanazak 6e30enHOr U eduKacHOTr JieKa 3a Tepanujy HH]pIaManuje MpencTaBba BEIUKU
M3a30B, 114 Cy 3aTO Pa3BUjeHH OPOJHU aHMMAIHU MOJEIH 3a MPOICHY aHTHHH(IaAMAIU]CKUX
CBOjCTaBa HOBUX MoJieKyna. M300p anexkBaTHOr aHMMAIHOT MOJENa 32 HPETKIMHUYKO
UCIIMTHUBAKkE MOXKE OUTH KJbYYHU KOpaK y yTBphuBamy e(pUKACHOCTH U MEXaHH3Ma JICjCTBA
nekoBa. Mako cy moctymau 6pojau in VIVO 1IN Vitr0 Moenu 3a HCIIMTHBALE TOTCHIIUjaTHUX
aHTUUH(IIAMAIM]CKUX JICKOBa, HEOAroBapajyhu u300p aHMMAaIHOT MOJEa MOXE JIOBECTH JI0
JIQ)KHO TTO3UTHUBHUX WJIM JIAKHO HETaTUBHHX PE3yJiTaTa IITO MOXE Y3POKOBATH HEA/ICKBATHY
CeJIeKIH]Y jeINbEeha 3a Jajbe UCIUTUBamkE Ha JbynuMa (165). C o63upomM Ha TO a mocToje
TpH ase y pa3Bojy HHQIIaMaIHjCKOT OJroBopa (aKyTHa, CyOaKyTHAa M XpPOHUYHA), PA3BH]CHH
Cy ¥ 0/IroBapajyhu aHMMaJIHU MOJICIIN Y CKJIaJy ca HaBEJICHUM CTaJlijyMUMa KOjU Cy HaBEICHU
y Tabenu 2.

Ta6ena 2. ExciepuMeHTaIHA aHUMAJIHA MOJIENIN 32 HCTIMTHBAKHE aHTUHH(IaMAaIIH]jCKe
aKTUBHOCTH

da3za HHQJ’IaMaHHie BECTa AHUMAJIHOI' MOoJI¢cJIa

Axymnua ¢haza = Enem niarne naroBa n3a3BaH
(BazogunaTanuja, nopehana nepMeaOUIHOCT KapareHaHOM
KPBHHUX CyJ0Ba W TIOCIEIUYHA eKcyranuja ® Enem yBa mamoBa WM MHIIEBA H3a3BaH
TEYHOCTH) KPOTOHCKUM YJbeM
= Epurem kox 3amopana wuzasBan UV
3pauemheM
= Mogen enema myha koJ maosa
Cybakymna ¢paza =  Mogen rpanynomMa
(uHuUITpanMja JeyKouuTa 1 parouura) = Mogen nosehane BACKYJIapHE
nepMeaOuIHOCTH
* Mogen enemMa yBa TNamoBa H3a3BaH
OKCa30JI0HOM
= Mogen rpaHyjgoMa H3a3BaH NaMy4YHOM
Xponuuna ¢asa . iZTOM
(hopmHpare rpatyoma) OJIe)T TPaHyJIOMa H3a3BaH CTAKJICHUM
mranuhem

=  Mogen uMmIuTa"Tanyje cynhepa

Mogen enema mane wH3a3BaH KapareHaHOM 4YeCTO C€ KOPHCTU 3a MPOLEHY
aHTUWH(ITaAMAIH]CKe aKTHBHOCTH KaKO IMMPUPOTHUX TaKO M CHHTETCKHX CyIcTaHIu. Kaparenan
jé HeaHTHUIeHCKa (IIOTUCTMYKA CyINcTaHna Oe3 3HauyajHUjUX CHUCTEMCKUX edekara.
CyndoHOBaHM YIJbEHU XHIPATH TPUCYTHH Yy KapareHaHy OATOBOPHH Cy 3a aKTHBAIIH]jY
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cUCTEeMa KOMIUIEMEHTa U ocinobahame mnpouHpramManujckux 1uToKkMHA. CTHMysamnuja
akTUBHOCTH (Qochonmmaze A, KapareHaHOM HWHHIMpA paHy ¢a3zy uHIamanuje, TO0K Cy
IIUTOKWHU OJATOBOPHU 3a Jajbu pa3Boj ymaje. KapareHaH w3a3wBa JWjataiujy
MOCTKAMMJIAPHUX BEHYJIA IITO Y3POKYje eKcyaaujy nHdinamaujcke TeqHocTy 1 henuja. Cu
HaBeleHM Jnorahaju TpelncTaBibajy paHy eKcymatuBHy (a3y uHQuamamnvje ¥ HEHOM
MHXUOHIIMJOM CE€ MOXE 3aBPLIMTH MH(IAMAIUjCKU Tporiec. Mojien KapareHaHOM H3a3BaHe
nH(]IIamMaInyje OBE3aH je ca aKTHUBAIIM]jOM IIMKJIOOKCHTCHA3HOT IyTa. EneM Koju je m3a3BaH
KapareHaHoM Ipe/icTaBba JaBo(da3Hu mpoiec. Y mpBoj (a3um qonaszu 10 Tpayme TKUBA YCIIeT
yOpu3raBama CyIcTaHie u ociobahama Menujaropa akytHe (ase mHbaamanuje. 3a aApyry
¢a3zy, Koja ce jaBjba OKO TPH caTa HAKOH WHjEKIMje KapareHaHa, OArOBOPHO je ociiobahame
npocrariananna (167-169).

1.9.2. In vitro ncnuTHBamke eH3UMCKe HHXUOUIIHje

In vitro ucnuTHBamE eH3MMCKe MHXHOWIHMje oMoryhaBa HCTOBPEMEHO HCIUTHBAE
BEIMKOT Opoja jeaumbea Ipe OWilo KakBor IN VIVO HCOMTHBama, Kao M IMPOILEHY
MOTEHIIMjaTHOT MEXaHU3Ma JIejcTBa (hapMaKOJIOIIKY aKTHBHUX jenmberba. [1ocToju MHOIITBO
pa3NMYUTHX BpPCTa MOJIela KOjU MOIpa3yMeBajy MpUMeHy pa3Hux TurnoBa henmja monyt henuja
KpBH, xpckasuiie win aopte (170). Melytum, manac ce oBa BpcTa UCIUTHBAMA YrIIAaBHOM
CIPOBOM HA U30JIOBAHUM NPEUNIINeHNM WM PEKOMOMHAHTHUM (popMaMa eH3uMa. 3Ha4ajHO
MOY3/IaHUjU PEe3yNTaTu ce A00Hujajy MPUMEHOM KOMEPIUjaTHO JTOCTYITHUX KUTOBA KOjUMa CE
noehaBa MPENM3HOCT y MPOILEHH HHXHOWTOPHOT TOTEHIHMjaia mpema oxapeheHoj Bpcru
eH3uMa. KUTOBM Cy HapOYMTO MOTOAHU Kaja Ce UCIHTYje CEJIEKTUBHOCT HOBOCUHTETHCAHUX
jenumena npema oapeheroj usodopmu enzuma (171).

1.9.3. In Vitro ucnuTUBamkBe MUTOTOKCUYHE AKTUBHOCTH

XeMuoTtepanuja UUTOTOKCMYHMM JIEKOBUMa IMIpE/CTaB/ba jeJaH oOJ1 Hajuyemhux
NPUHIUIA Jieuemha MojeIMHUX BpcTa Tymopa. OJl BelMKe je BaXHOCTHU Ipe MPUMEHE KOJ
nanujeHara 00e30eIMTH a XeMHUOTEPAIeyTCKU JICKOBH Oyly CHaxkHH u edukacHu. In vitro
TECTOBU 32 UCIIUTHUBAKE LIUTOTOKCUYHOCTH Ha ojipeleHrM henujcKkuM JrMHMjaMa pa3BUjeHH Cy
3a Op3y MpOIEHY MUTOTOKCHYHE aKTHBHOCTH BHIIE MCIIUTUBAHUX jEIHbECHa UCTOBPEMEHO.
OBH TecTOBU Cy Takohe KOpUCHHM U 3a ofpehuBame OCETJbUBOCTH PA3TUYUTUX hesHjcKux
JIMHUja Ha JIjCTBO BUIIIE IIMTOTOKCUYHUX areHaca (172).

MTT ((3-(4,5-mumernnruaszon-2-mn)2,5-nudeHnsn  TeTpa3oiaujyM OpOMHI) TecT
npejicTaBba  jeaHy on  Hajuemthe kopuimheHux in VItr0  MeTroma 3a  Mepeme
npexuBibaBama/mponudepanrje hemrja. OBa BpcTa TecTa ce yCHEIIHO KOPUCTU 33 MEpeHe
LUTOTOKCUYHOCTU mocpenoBaHe Makpodaruma. MTT TectoM ce HMTOTOKCHMYHM edeKkar
WCIHUTHBAHOT jeIbeHha Mpoliewkyje nopehemeM nHTeH3uTeTa 60je kKojy najy henuje usnarane
camMo MeaujyMmy U henuje mznarane ucnutuBaHoj cynctanuu. MTT mpencraBiba KpUCTaIHy
CYIICTaHIly XyTe 00je Koja JaKo mposa3u kpo3 henujcky MeMOpaHy U Koja ce y MeTabOIHYKU
akTHBHUM hennjama pemykyje 10 JbyondacTux kpucraia popmaszana (Ciuka 20) moz yrumajem
MHUTOXOHJIpHjaliHEe PEAYKTa3e Koja je akTUBHA caMo y uBHuM henujama (173).
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Cauxka 20. Peaxnuja penyknuje MTT o dopmazana

[TporieHaT HUTOTOKCHYHOCTH HMCHHUTHUBAHOT jeUbCHA M3padyHaBa ce KOpHIIhemeM
jeIHauMHe KOoja y3uMa y 003up MOIyJalujy HeTpeTUpaHuX henuja Kao HeraTuBHY KOHTPOJILY,
a rJIacu:

l-anicopOaHnmja eKCIePUMEHTATHOT 0J1eJbKa
% IUTOTOKCUYHOCTHU = - x 100
aricopOaHI¥ja ojieJbKa HeraTHBHE KOHTPOJIE

1.10. Ctyamje MoJIeKyJICKOT yKJIanama (JIOKHHTA)

buonndopmatuuke MeToe IpeacTaBibajy nocedbny obmact Ouonoruje koja ce 6a3upa
Ha yIOTpeOH KOMIIjyTepCKUX METO/Ia Y UCIIUTUBAKY OMOJIOIIKUX CUCTEMA, TIPH YeMY MOTY Jia
MpyXxe Mperu3Ha npeasuhama Koja Ou Morja J100UTH CBOjJy MOTBPAY Y JIaOOPATOPHjCKUM U
KIMHAYKUM cryaujama (174). YBoheme OHOJIOMIKMX KOMITjYTEPCKHX METO/a JIOBEJO je 10
IIpaBe peBoJIyliMje y Hayli, oMmoryhasajyhu OnoMeauunuHCKUM UCTPa)KMBAYKUM LIEHTpUMa Ja
3Ha4YajHO CMamke TPOIIKOBE JTA0OPATOPU]CKUX EKCIIepUMeHaTa Ha aHWMaJHUM MOJeInMa
(175,176). Cryauje MOJIEKYJICKOT JOKHHIa OCTaNIe Cy HHTerpaliHu Jieo iN Silico pa3Boja HOBUX
JieKoBa mocneamux rofauna (177,178). OBa koMmjyTepcka cuMysanuja oMmoryhaBa mperu3Ho
npeaBuhame MHTepakiuja u3Mmely Major MoJjieKyla M LUJbaHOI MPOTEHMHAa Ha aTOMCKOM
HUBOY, IITO JaJbe MpYy’Ka MOTYhHOCT JI€TaJbHOT MCIUTHBAkA TIOHAIIAkA MAIUX MOJIEKYJa Y
OKBHUpY Be3yjyher Mecta nmibaHor makpomosiekyna. IlpucTynm Mosexkyjackor JOKHHIa ce
IIMPOKO KOPUCTH Y OKBUPY JIM3ajHA JIEKOBA 3aCHOBAHOT Ha CTpyKTypH (eHri. Structure-Based
Drug Design), npu uemy 3axTeBa JOCTYIMHOCT TPOJMMEH3MOHAIHHUX CTPYKTYpa MPOTEHHA
noOujeHuX TeXHHMKama pPeHIreHCKe Kpucranorpaduje, HyKIeapHO-MarHeTHO-PE30HAHI[MOHE
CIIEKTPOCKOMHje M KpHO-eleKTpoHcke mukpockonuje (179). butHa mpearoct ose in silico
METOZIE OrJie[la C€ y MOTYNHOCTH BHPTYEIHOT CKPWHUHTA BEJIHKOT Opoja XWMOTETHYKHX,
cuntetnukux (180) u mMonekyna u3 mpupoaHux u3Bopa (181) ca muibem aa ce HACHTHDHKY]jE
jeIvbele Koje OCTBapyje HajO0oJby HMHTEpaKIMjy ca HubaHuM mpotenHoM (enri. lead
compound). MeToa MOJEKYJICKOT yKJanama 3aCHHBA Ce Ha MOKYIIajuMa Ja Ce UCITHUTUBAHO
JeIUBbEeHe Y Pa3INYUTAM TPOCTOPHUM OpHjeHTalrjaMma (To3ama) Bexe 3a oapeheHu neo
MJbaHOT TIPOTEHMHA, NPH 4YeMy je TIaBHU Ik oBe iNn Silico meroxe nma ce mpensunm
HajBepoOBaTHH]ja KOH(OpMallMja UCIUTUBAHOT MOJIEKYJIA, TIPU KOjO] e Tpaju HajCTaOUIHUJU
KOMILJIEKC JIMTaH-PelenTop ca HajMambOM M3padyHaToM eHeprujoM BesuBama (182). ITopen
u3pauyHaTe eHepruje BesumBama (eHri. docking SCOre), y OKBHPY aHaaM3€ MOJIEKYJICKOT
yKJlanama UACHTU(UKY]Y Ce U OHE HHTEPMOJIEKYJICKE HEKOBAJICHTHE HHTEPAKIIMje KOje UMajy
HajBehy yrory y crabwnmmsanuju nura"a-penentop komruiekca (Cnuka 21). Konawno, Ha
OCHOBY MHTEpaKIMja U CTAOMIHOCTH JJOOM]EHOT KOMIUIEKCAa MOXKE Ce MpeABUIETH apUHUTET
UCIUTHBAHOT MOJICKYJIa 3a IJbaH! TIPOTEHH, 2 CAMUM TUM U Ouosolka aktuBHOCT (183).
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Cenemu»ga>> Jedunncame >>prmpema npore}[ﬂa>> MOHeKyncm>>Bn3yem3aun>
IIpOT€HHAa MeCTa Be3HBamka H IHraHazaa JOKHHTI

Cauka 21. OcHOBHH KOpaIy y IpOLECY MOJIEKYJICKOT JOKHHTa

Hajno3nartuja knacudukaiuyja MOJEKYJICKOT JOKHUHTA OJHOCU ce Ha (DIeKCHOMIHOCT
JUTaH/Ia U IPOTENHA, IIPH Y€MY Pa3IUKYjeMO PUTHUIHO, CeMH-(PIEeKCHOMITHO U (hIeKCHOMITHO
MOJICKYJICKO yKianame (184). PUruaIHO MOJIEKYIICKO YKIIAake MOpa3yMeBa MO3UIHOHUPAHE
WCIUTHBAHOT MOJIEKYJIa Y CBOjOj cTaOMIIHOj KOH(pPOMAIUji y BE3UBHO MECTO MpOTeHHa 0e3
IpoMeHe KoH(opMalyje JTUraia v IUJbaHoT IPOTenHa TOKOM cuMyianrje. OBakaB MPHCTYI
ce Hajuenrhe KOPUCTH KaJia )KeJIMMO J1a U3BPIIMMO Op3y MpeTpary BEIUKHUX 0a3za OMOaKTUBHUX
MOJIEKYJIa HJIH KaJa CIPOBOAMMO MPOTEUH-TTpOTernH JOKUHT (185). V (diekcnbuiHoM JOKHHT
MIPOTOKOJIY KOjU CE€ jOII Ha3WBa M WHAyKOBaHO ykianame (eHri. induced fit), nuranm u
aAMUHOKHCEIIMHE aKTHBHOI MeCTa LMJbAaHOT NPOTEMHAa MOTYy JAa CI00OJHO MEmajy CBOjY
KoHpopManujy 3ay3uMajyhu  pasziauuuTe TNPOCTOPHE OpHjeHTanMje mpu rpahemy
HajcTaOWIIHUjeT JIMTaHA-NPOTEHH KOMIUIEKCA Ca HAjHMYKOM €HEprujoM Be3uBama. lIpumeHa
OBOT THIIAa MOJIEKYJICKOT YKJIalama je OrpaHndeHa 300T HEOITXOAHOCTH MPAMEHE KOMITJICKCHUX
pauyHapCKMX CHCTEMa M BEJIMKOI yTpOIIKa BpeMeHa Koje je MOTpeOHO Ja ce 3aBpIiu
u3padyHaBame Mapamerapa Moiekyickor gokuura (186). Jlameko Hajuernthe xopuirheHu
MOJIAJINTET BE3MBaa JeCTe CeMHU-(PIESKCUOUIHN JOKUHT IPOTOKOJ Y KOME BPIIUMO CIajame
KOH(POPMAMOHO (PIEKCHOMIHOT JIMTaHJa y aKTUBHO MECTO KOH(POPMAIMOHO PHUTHIHOT
nporenHa (187). Hajeehu Opoj MOKMHr MeToma 3acHHMBA Ce HAa MOJCKYJICKOM YKIIAlamby
WCIIUTHBAHOT MOJIEKyJla y TauyHe KoopauHaTe Beh mo3Haror Besyjyher mecra Ha IUIJbAHOM
IIPOTEHHY, Ma y TOM Cy4yajy TOBOPUMO O (POKYCHPAHOM MOJIEKYJICKOM JoKuHry. Ca npyre
CTpaHe T3B. ,,CJICNH" NOKUHT IOJpa3yMeBa IpETpary MEeNOKYIHE MOBPIIMHE NpPOTEWHA Y
MOTpa3u 3a HOBUM HEIMO3HATHM MecTHMa Be3uBama (Ciuka 22) (188).
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Bezyjyha mecta Ha mpoTenHy .

,»Caenn* MoJeKyICKH JOKHHT
Cauxka 22. Unycrpanuja GOKyCHpPaHOT U ,,CIICIOT MOJICKYJICKOT JIOKWHTA

[Tpunukom crpoBohema cTynuja MOJEKYJCKOT YKJIalamba KOPUCTE C€ pa3InduTH
QITOPUTMHU KOJU BpIIE 0Aa0Up HAJNIOBOJbHU]E OpHjEHTAIMj€ MCIUTHBAHOI MOJIEKYJa MpU
BE3MBaby 32 IIMJbHM poTerH. [loMeHyTH allrOpUTMH 3aCHHBAjy C€ Ha TapaMeTprMa IpOoIeHe
U Ha3uBajy ce (QyHKIMje BpeAHOBama Koje oapel)yjy KBaauTeT JoOujeHe MOo3€ Tj. KOJIUKO je
CHEPreTCKM TOBOJbHA OpHjeHTaluja ucnutuBanor mosekyna (189). CrnpoBenena JOKHHT
CTyAMja Tpyka HH(OpMaIUje O CTPYKTYpH JIMTaHJ-IPOTEUH KOMILIEKCa, HEroBO)j
CTAaOWJIHOCTH, O MyTallMjaMa [IMJHAaHOT MapKOMOJIEKyJia Koje OM MOTJIe JOBECTH /0 Tpalhema
CTaOMIIHUjer KOMIUIEKCa, Ka0 U CTPYKTYPHUM IpOMEHaMa MCIUTHUBAHOI MOJIEKYNa Koje Ou
MOTJIE JIOBECTH JI0 ONTHUMU3AIM]e WHTEpaKluje JUraHi-peunentop. TadHocT mnpensubama
JOKHMHT pe3yNTaTa 3aBUCH O] BUILE (PaKTOpa KOjU YKJbYUy]y KBAJIUTET KPUCTAJIHE CTPYKTYpE
[IUJBAHOT TPOTEUHA, NMpeBul)ae HHTEPaKIMja pacTBapada U OKpYyXKemwa, 01adup anropuTMa
3a IpeTpakuBambe KOH(POPMAIIMOHOT ITPOCTOPa, 01a0Up (PyHKIIM]je BpeAHOBamba M MHOT'E JIpyre
dbakTope Koju ce oupajy Tokom u3Bohema in silico excriepumenta (190).
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2. HINJBEBU U XUIIOTE3E
NCTPAKUNUBAIHBA
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A) HMJBEBU NCTPAXKMBABA

=

w

o

CuHTeTncaTu THOypEeHIHE IepUBaTe HAIIPOKCEHA.

CropoBectn  (U3MUKO-XEMHJCKYy  KapaKTepHU3alWjy HOBOCHHTETHUCAHUX jEAMIbEHA
(cTpykTypHa aHanm3a u oapehuBame mapamerapa TUNOPUITHOCTH).

[IporieHnTH MaCUBHY TaCTPOMHTECTHHAIIHY arlCOPIIIN]y HOBOCUHTETHCAHUX jEAUILCHbA.
Cnposectu QSPR m QSRR anamm3y poOujeHMX pe3yiarara y Wby JAepUHUCAA
CTPYKTYPHUX KapaKTepPHCTUKa HOBOCHHTETHCAHHX jeIIbCHhA KOje NMajy Hajehu yTuaj
Ha MMaCUBHY I'aCTPOMHTECTUHAIIHY arlCOPILH]y.

Hcnuraty in ViVO aHTUUH(IAMAI]CKY aKTUBHOCT HOBOCUHTETHCAHHX jCIHICHHA.
HcrmuraT in Vitro HUTOTOKCHYHY aKTHBHOCT HOBOCHHTETUCAHHX jE/INEHCHHA.

b) XUITOTE3E UCTPAXXNBAA

1.

2.

PeaknmjoMm HampokceHa, KalWjyM-THOIMjaHAaTa M jelWEma Ca aMHHO TPYIoOM
(aMUHOKHMCEIMHE ¥ ApOMAaTHYHH aMUHH) HACTA]y THOYPEHIHH ACPHBATH HAIIPOKCEHA.
RP-TLC u RP-HPLC mnpexacrasipajy moysaaHe 3ameHe 3a TpaauipoHanny Shake-flask
MeTony npu oapehuBamy napamerapa IUIMO(PUIHOCTH HOBOCHHTETHCAHUX jEINHCHA.

On cTpykType M3abpaHux ecTapa aMHHOKHCEIMHA U apOMATHUYHUX aMUHa, Koju he outn
yIoTpeOJbeH! y CHHTE3W, 3aBUCH CTENEH ITaCHBHE T'aCTPOMHTECTHHAIHE AarlCOpIIINje
HOBOCHHTETHCAHUX jEIHICHHA.

Hekun ox HOBOCHHTETHCAaHUX THOYPEHIHMX JI€pUBATa HAIPOKCEHA IMOKa3yjy CHaXKHHjU
aHTUUHIaMaImjcku edekar y nopehemy ca HalmpOKCEHOM.

Hekun ox HOBOCHHTETHMCAHUX THOYPEUIHUX JepHBaTa HAIPOKCEHA IOKA3yjy CHAXKHUjU
UTOTOKCUYHH e(eKaT mpeMa TyMOPCKHM heJHjcKHM JIMHWjamMa y ogHocy Ha henuje
xyMmaHor ¢ubpobiacra.

Hexn o5l HOBOCHMHTETHCAHUX THOYPEHIHHX JE€pHUBaTa HANPOKCEHAa WHAYKY]Y amloITO3y
TyMOpcKkux henuja.
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3. MATEPUJAJI U METOJIE
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3.1. CuHTe3a W CTPYKTYpHA KapakKTepH3auMja THOYPEeHIHHX [epuBaTa
HANPOKCEHA

CuHTe3a THOYpeHHUX JIepUBaTa HAIIPOKCEHA CIIPOBEJICHA j€ IPUMEHOM TPOCTETIEHOT
MOCTYIIKA, a KOjH j€ OMKCaH y MPETX0IHO 00jaB/beHUM IybOsnkarujama (64,191). IlpBu kopax
mopasymeBa pacteapame 250 mg S-uanpokcena (1,09 mmol) y 5 ml nuxnopmerana (CH2Cl2)
Ha cOOHOj TeMmepaTypH, HakoH dera je 186 plL okcmammia-xiopuaa (2,17 mmol) momaro y
Kanuma y3 Tpu kanu DMF-a, mito npeacraBsba KaTaTMTHUKY KOJMYUHY HEONXOIHY J1a Ou ce
peakuuja aecuia. HakoH Tora je peakiloHa CMellla OCTaB/b€HA Ja C€ Mella Ha COOHO]j
TEeMIIepaTypu TOKOM TPH caTa, a 3aTUM yIapeHa 0 CyBa Ha BaKyyM ylapuBauyy Kako Ou ce
00O YHCT HAIPOKCEHOMI-XJIOpUI. Y Ipyrom Kopaky je 125 mg nanpoxcenowmn-xaopunaa (0,5
mmol) pactBopero y 3,5 ml aHxuapoBaHOr aneToOHa M y KanmuMa JOJATO MPETXOIHO
npurpemsbeHoj cycrnensuju 48,59 mg kamujym-tuonujanara (0,5 mmol) y 3,5 mL amerona.
JloObujeHa peakmMoOHa CMeEIIa je MOCTaBJbeHAa Ha BEPTUKAIHH KOHJCH3AaTOp Y3 MEIIalke U
3arpeBame Kako Ou ce 00e30enno peduiykc y Tpajamy oA jeaHor cata. [locienmwu (Tpehn)
KOpaK IoJpa3syMeBa JI0JIaBak¢ pacTBOpa oAroBapajyher apoMarnyHOr amMuHa WM €CTpa
aMUHOKHCEIIMHE Yy peakuuoHy cmemry. Jemumema 1-5 u 8-12 cunterncana cy goaaTKoM
pactBopa 0,5 mmol apomaruunor amuHa y 3,5 Ml aHxuapoBaHor alieToHa y peakiuoHy CMEIy
nobujeny y npyrom kopaky. Ca npyre crpane, nepusaru 6, 7, 13 u 14 nobujenu cy 1ogaTkom
ekBuUMouapHe konnunHe Tpuetuwiamuna (TEA) y cycniensujy 0,5 mmol xunpoxiopuane cou
oarosapajyher ectpa apoMaTHYHe aMHUHOKHCETUHE y 3,5 Ml aHXuAPOBaHOT alleTOHA, HAKOH
gera je moOujeHa cmerna npouITpUpaHa U JIoAara y PeakuoHy CMeNly U3 JPyror Kopaka.
Kpajmwa peakimona cMmeria je pedaykToBaHa TOKOM TpPHU caTa, HAKOH Yera jeé OCcTaBJbeHa Jia
yIapu JI0 cyBa Ha COOHOj TeMIIEpaTypH.

JloOujenu mpousBoau cy npeyuinheHy IpUMEeHOM IpenapaTuBHe Xpomarorpaduje Ha
tankom cnojy (earm. TLC - Thin-Layer Chromatography). Kao wmo6Owimna ¢asa 3a
npenapatuBHy TLC xopumrhen je xmopodopM (3a npeuunmthaBame aepuBaTa apoOMaTHUYHUX
aMuHa) 1 cMelna xsopodopm/mMetanon y ogaocy 99:1 v/v (3a npeunihaBarme 1epuBara ectapa
apOMaTHYHUX AaMHHOKHCENHMHA). JeOUHM M3y3eTaK TMpeACTaBbhallo je MpeduirnaBame
jenumema 11, rae je kao mobuiiHa (aza KopuiIheH CUCTEM TUXJIOPMETaH/METaHOJ Y OJTHOCY
99:1 viv.

HpeMa HaBeI[eHOj npouecaypu CHHTETUCAHU CYy CJ'ICI[ehI/I ACpHUBATH:

(S)-N-((4-@payopogpenun)kapbamomuoun)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-un)nponanamuo
(mepuBar 1) - CHHTETHCAH MPETXOAHO OMUCAHUM TPOCTEIICHUM ITOCTYIIKOM y3 yrotpedy 55,56
mg p-dayopoanuniHa u 125 My HAMPOKCEHOUII-XJIOPH/IA.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-((4-memokcughenun)kapbamomuoun)nponanamuo
(mepuBar 2) - CHHTETHCAH MPETXOAHO OMUCAHUM TPOCTEIICHUM MTOCTYIKOM y3 yrnotpedy 61,58
Mg p-MeTOKCHaHWINHA U 125 MQ HaIPOKCEHOMI-XIOPHUIA.

(S)-N-((4-emoxcugpenun)kapoamomuoun)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-un)nponanamuo
(mepuBar 3) - CHHTETHCAH MPETXOAHO OMUCAHUM TPOCTEIICHUM MOCTYIIKOM y3 yrotpedy 68,59
Mg p-eToKcHaHWIrHA U 125 MQ HAIPOKCEHOMI-XJIOPHU/IA.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-((3-memorcughenun)kapbamomuoun)nponanamuo

(mepuBar 4) - CHHTETHCAH MPETXOAHO OMUCAHUM TPOCTEIICHUM MTOCTYIKOM y3 yrnotpedy 61,58
MY M-METOKCHaHWINHA U 125 MJ HaPOKCEHOMI-XJIOPUA.
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(S)-N-((4-ayemungpenun)kapbamomuoun)-2-(6-memoxcunapmanen-2-un)nponanamuo
(nepuBar 5) - CHHTETHCAH MPETXOAHO OMUCAHUM TPOCTEIICHUM ITOCTYIIKOM Y3 yrotpedy 67,58
Mg p-amuHOAaneToeHoHa u 125 Mg HaIPOKCEHOMIT-XJI0pH/IA.

Emunecmap-(((S)-2-(6-memokcunagpmanen-2-un)nponanoun)kapbamomuoun)-L-
penunananuna (nepusat 6) - CAHTETUCAH NPETXOJHO OMUCAHMM TPOCTEIICHUM MOCTYITKOM Y3
ynotpeOy 114,86 mg etunectpa dhenmnananuya u 125 Mg HampoOKCEHOMI-XJI0OpHU/IA.

Memunecmap-N*-(((S)-2-(6-memokcunagpmanen-2-un)nponanoun)kapbamomuoun)-1-
memurmpunmogana (nepuBar 7) - CHUHTETHCAH NPETXOJHO OIHMCAHMM TPOCTCHCHUM
noctynkom y3 ymnotpedy 134,37 mg wmerunectpa N-mermntpuntodpana u 125 mg
HaIPOKCEHOMI-XJIOPHIA.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-(gpenurkapbamomuoun)nponanamuo (nepusar 8) -
CHUHTETHCAH MPETXOIHO OMUCAHUM TPOCTEIIEHUM MOCTYIKOM Y3 yrnoTpeOy 46,57 mg anunuHa
u 125 Mg HanpOKCEHOMI-XJI0pHIa.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-(p-moryurkapbamomuoun)nponanamuo (nepusar 9) -
CUHTETHCAH TMPETXOJHO OINHCAaHUM TPOCTENEHUM TIOCTYNKOM Y3 ymoTpedy 53,58 mg
p-MEeTUJIaHWINHA U 125 MJ HaPOKCEHOMI-XJIOPUIA.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-(0-moayurkapbamomuoun)nponanamuo (nepusar 10) -
CUHTETHCAH IMPETXOJHO ONHCAaHUM TPOCTENEHUM TIOCTYNKOM Y3 ymoTpedy 53,58 mg
O-METWJIaHWUIWHA U 125 MQ HaTpOKCEHOMII-XJIOPHUA.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-((2-memokcughenun)kapbamomuoun)nponanamuo
(mepuBar 11) - CHHTETHCAH MPETXOJHO OMHUCAHUM TPOCTEIIEHUM IMOCTYIIKOM Y3 yIOTPeOy
61,58 mg o-meTokcranuaMHa 1 125 MY HAPOKCECHOMI-XJIOPH/IA.

(S)-N-((2-gpnyopopenun)kapoamomuoun)-2-(6-memoxcunapmanen-2-un)nponanamuo
(mepuBar 12) - cHHTETHCAH MPETXOJHO OMHUCAHUM TPOCTEIIEHUM IMOCTYIIKOM Y3 YIOTPeOy
55,56 mg o-dnyopoanmimHa U 125 My HATPOKCEHOMI-XJIOPH/IA.

Memunecmap(((S)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-unr)nponanoun)Kapoamomuoun)peHuilaranuna
(mepuBar 13) - cHHTETHCaH MPETXOAHO OMHMCAHUM TPOCTEIICHUM MOCTYIKOM Y3 YHOTpeOy
107,84 mg metunectpa enmnanannHa u 125 My HAMPOKCEHOMI-XJIOPHIA.

Memunecmap(((S)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-un)nponanoun)kapoamomuour)mpunmo@ana
(mepuBar 14) - cuHTETHCaH MPETXOAHO OMHCAHUM TPOCTEIICHHM IMOCTYIIKOM Y3 yIMOTpeOy
127,36 mg metunectpa Tpuntodana u 125 mg HampOKCEHOMI-XJIOPHIA.

Tauke TONJbeH-a HOBOCHMHTETHUCAHUX jEIHIbECHa Ofpel)eHe Cy METOIOM TpPEeHYTHOT
Torsbewa mnpuMeHoM ypehaja Boetius PHMK 05 (Radebeul, Hemauka) ompemsbeHuM
TUTUTATHAM TEPMOMETPOM.

NMR (enrn. Nuclear Magnetic Resonance) cmextpu (*H m *C) crumimbenn cy
npumenom ypehaja BRUKER ADVANCE 11l 400 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten,
Hemauka). HoBocuHTeTHCaHa jeaumema cy pactBopeHa y DMSO-y, mok cy xemmjcka
noMepama opehruBana mopehemem ca TeTpaMeTHIICHIIAHOM Kao HHTEPHUM CTaHAap/IOM.

Hudpaupsenn (enrn. Infrared - IR) cnextpu cHumibenu cy npumenom ATR-FTIR
(eurm. The Attenuated Total Reflection-Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
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cinekrpodoromerpa Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, CAJ).
[Tpumemena je MeTona areHyucane peduekcuje y3 ynorpedy ATR momyna SMART iTR
OMPEeMJbEHOT AMjaMaHTCKUM KpucTasioM. Pauynapcku nporpam OMNIC 8.0 kopumiheH je 3a
00pajly CHUMJbEHUX CIIEKTapa.

MS-MS  ¢parmentanuja coposenera je npumeHom UHPLC-MS-MS cucrema
ornpemsbenuM UHPLC Tteunum xpomarorpadgom ACCELA (Thermo Scientific Inc., Madison,
WI, CAJI) u tpumikBaapymoickuM maceHum gerekropom (Thermo Scientific Inc., Madison,
WI, CAJl). YnorpeOsbeHa je eNEeKTPOCIpEe] jOHHM3alMja ca 3arpeBameM, MPH YeMy Cy
M30JI0BaHHM jJOHH Y MO3UTHBHOM Moay. Pauymapcku codrep Xcalibur 1.2 (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA/l) mpumMemseH je 3a 00paay J00HUjeHUX pe3yiraTa.

Teunun xpomarorpad CHOperHyT ca MaceHMM jeTekropoM Tadnux maca LTQ Orbitrap
XL (Thermo Scientific Inc., Madison, WI, CAJ1) kxopuithen je 3a onpehuBame TauHUX Maca
HOBOCHHTETHCAHUX JIepUBaTa HalpoKceHa. JOHM Cy JETEKTOBaHU Yy MO3UTUBHOM MOIY
MIPUMEHOM €JICKTPOCIIPE] JOHU3AIIH]E Ca 3arPEBABEM.

3.2. HcnuruBame JII/IIIO(I)I/IJIHOCTI/I HOBOCMHTECTHCAHUX THOYPCHUIAHUX
AepuBaTa HAIIPOKCEHA

3.2.1. In silico mpeaBuhame TuMOPUIHOCTH

[Maptunmonu koeduuujeHt (I0gP) Moxke ce openTH EKCIIEPUMEHTAIHO, & MOXKE Ce U
U3padyHaTH T[PHUMEHOM pPa3IUYUTHX padyyHapCKUX TMporpama. 3a HU3padyHaBambe
TUMOQWIHOCTH KOPUIINEHO je HEKOJIMKO CO(PTBEPCKHX TMaKeTa KOjH KOPUCTE alIrOpUTME
3aCHOBaHE Ha Pa3JIMUUTHM MeToAama (parMeHTaluje, ma ce BPeJHOCTH TOOHMjeHE 3a HCTO
jemnumeme Mory MehycoOHo 3HauajHO paznukoBaTtH. lllecT pasnmuuTHX Tapamerapa
manoduaoctu (ilogP, xlogP3, wlogP, mlogP, SILICOS-IT, Consensus logP) oxpeljeno je
yrnotpebom SWiSSADME Be0 cepsepa (192). MilogP BpemnocT u3padyHara je TMpUMEHOM
Molinspiration Be6 codrrepa (193). Ilpeocrane nse logP Bpennoct oapelene cy momohy
MarvinSketch (logP) u ChemDes (logP mo Kripen-y) codteepa (194,195). Cse Bpcre
NapTUIMOHUX KoedulrjeHata J00MjeHe Ha OBaj HAauMH Cy KacHHUje KOopeJucaHe ca
eKCTIEpUMEHTATHO ofpeh)eHnM mapameTpuma JUIMOQUIHOCTH y IHJbY YTBphHBama Mojerna
KOjU HajII0Y3/[aHK]j€ MOXe MPEeIBUAETH JIMNO(DUIHOCT HCIUTUBAHUX jeANEHHA.

[MpuHIwnm n3padyHaBama onpelennx Tunosa l0gP BpenHocTH:

= ilogP - MeTo 3acHOBaH Ha W3padyHaBamYy CI000HE EHEPIHje CoBaTALU]je Y N-OKTaHOIY
Y BOJM M3padyHare nmomohy MoJiena MoBpIIMHE JOCTYIHE pacTBapadynma,

» xlogP3 - npenuKTUBHM MOJEN KOjH KOPHCTH aTOMUCTHYKH METO] KOjU y3uMa y 003up
KOPEKTHUBHE (paKTope,

=  wlogP - ummiemenTanuja SWiSSADME crctema 3acHOBaHa Ha MPUHIKIY (pparMeHTaIuje
MOJIEKYJIa,

= mlogP - Tomosomk® METOA KOjU MOCeayje JIMHEApHY MOBE3aHOCT ca 13 MOJIEKYJICKUX
JIECKpUNITOPA,

= SILICOS-IT - xubpuanan (dpparMeHTHH/TONOIONIKK) METOJI KOjU je MOTIOMOTHYT ca 27
¢parmMeHata ¥ cegaM TOMNOJIOIIKMX JecKkpurnrTopa. M3pauyHaBame ce BpiM mnomohy
FILTER-IT mporpama,

= Consensus logP - mpoceyna BpeaHOCT MET MPETXOAHO HABECHUX MPEANKTOPA,

= MilogP - oapehyje ce Ha ocHOBY BpeaHOCTH XHAPOPOOHOCTH 35 MalMX jeIHOCTABHUX
¢parmenara u 3a 185 Behux ¢Qparmenara, a koje ommcyjy yTHIQ] MHTPAMOJIEKYJICKHUX
BOJIOHMYHUX Be3a U JOHCKHMX MHTepakiuja Ha logP BpenHoCT,

43



= MarvinSketch (logP) - 3acuuBa ce Ha (parMeHTanMju MOJCKYJa, IIPH YEMY j€ jeaHAK
IPOCTOM 30MpY NMpeaBul)eHUX BPEIHOCTH 3a CBAKH HEBOJOHHUKOB aTOM Y MOJICKYITY H

= ChemDes (logP mo Kripen-y) - mMeron 3acHOBaH Ha yTHIAjy aTOMCKE M MOJIEKYJICKE
pedpaKTUBHOCTH HA BPETHOCT MAPTUIIMOHOT KOe(HIIMjeHTA.

3.2.2. OnpehuBame mapTHUMOHOr KoepHUMjeHTA Yy CHCTEMY N-OKTaHOJI/Boaa
npumenom shake-flask merone

JIunodpunuoct (xuapodoOHOCT) je TepMuH Koju ¢y yBenu Fujita, Iwasa u Hansch 1964,
roauHe (196), a KOprCTH ce 3a ONMCHBAKLE MHTEPAKIU]a XEMH]CKUX jeTHbCHba Ca HENIOJIAPHUM
(MacTuma) W modapHMM (BogOM) pacTBapauumma. Kperame Jseka Kpo3 OpraHu3am
HajIpUOIKHU]E OJIroBapa HEroBoj pacmnoaenu udmely n-okranona u Bojge. XuapopoOHOCT,
OZIHOCHO, JHMIMOMMIHOCT Ce MOXE HU3pa3suTH Hpeko mapruuuoHor koedurmjenta (logP
BpeaHoctu). Jlorapuramcka BpEIHOCT MAPTHIIMOHOT KoeHIUjeHTa ce AeUHHIIEC Kao
JorapuTaM OJHOCa KOHIIEHTpallMje HCIIUTUBAHE CyIcTaHIe y ooe (ase 3acuheHnor nBodasHor
crcTeMa KOju Ce CacToju u3 N-oktaHoja u Boje (196)

¢
logP = logi Q)

rae je:

Co - KOHIIEHTpalMja KOMIOHEHTE Yy N-OKTaHOIy U
Cw - KOHIICHTpalrja KOMIIOHEHTE Y BOJIH, KaJia jé CUCTEM y PAaBHOTEXKH.

VY cnydajy Aa UCIUTHBAHA CYIICTAHIA JOHU3Yje Y BOACHO] ¢a3u, y ToM ciyqajy Cw je
KOHIIEHTpallKja HEIMCOCOBAHOT 00JIMKA HCITUTHBAHE KOMIIOHEHTE Y BOJH.

TpanunuonanHa MeTona 3a onapehuBambe JTUMOPHIHOCTH, oJHOCHO l0gP BpemHOCTH
morekyna, je shake-flask merona. Merona ce orsiena y Tome mro ce mo3Hara KOHIIEHTpaIHja
WCIUTHBAHE CyICTaHIEe (aHAJINUTa) yHece Y oApel)eHy KOIMUKMHY N-OKTaHOJIA U BOJIE M HAaKOH
pacriozienie aHanuTa u3Mely nBe (ase mwerora KOHLEHTpaluja y cBakoj (asu ce oapehyje
onabpanom MetozoMm (crektpodoromerpujom, HPLC-om, raciom xpomarorpadujom) (197).
Merona uma u oxpehene HemocTaTke, Kao MITO Cy JIOUIA PEPOAYKTUBHOCT, Ty)KHHA Tpajama
eKCIIEpUMEHTa ¥ HEMOTYNHOCT NMpUMeHe Ha BeoMa XUAPOGUIHUM WA BEOMa JTHIOPHIHUM

cyncrannama (198,199).

3.2.2.1. OnpehuBame napTUIIHOHOT KOedUIIMjeHTA HATIPOKCEHA

OnpehuBame MapTHIIMOHOT KOoe(HIMjeHTa HAMpPOKCEHA j€ CIPOBEICHO MPUMEHOM
tpagunuonanHe Shake-flask merone y cucremy n-okranos/Boma (pH=3). Konuentparuja
HallpOKCEHa  HAKOH  pacrojiesie 'y CHCTeMy N-OKTaHOJ/Boja  oapehuBana  je
crniekTpooToMeTpujckoM MeToZoM. Jla Ou ce oapeansa KOHIEHTpalMja HampokceHa y N-
OKTaHOITy HEOITXOIHO je PUTIPEMUTH CEPHjy CTaHIApJHUX pAacTBOPA MO3HATE KOHIICHTPAIIH]e
HanpokceHa. CepHja cTaHIapJHUX pacTBOpa CIYKH Ja Ce, HAKOH OYUTaBamba HHXOBE
ancopOaHIlije Ha CIEeKTpOo(OTOMETpPY, KOHCTPYHIE KaauOpallioHa KpHUBa KoOja IOKa3yje
3aBUcHOCT u3Mel)y amcopOaHIMje ¥ KOHIIGHTpaldje HalpoKCeHa Yy pacTBopy. 3a
KOHCTpyHCame KaauOpalMoHEe KpHBE HaIpaB/beHa Je CepHuja pacTBOpa IMO3HATHUX
KoHIeHTpanuja HarpokceHa (ox 0,1 mg/ml mo 0,2 mg/ml) y N-okTaHOIY U CBAaKOM PacTBOPY
j€ u3MepeHa ancopOaHIldja Ha TalacHO] Ny KUHU A = 332 nm. Ha ocHOBY BpeTHOCTH U3MEpeHe
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arcopOaHIIMje CepHje pacTBOpa IO3HATHX KOHIIEHTpallMja HANpPOKCEHa KOHCTPyHCaHA je
KaJauOpalmoHa KpuBa.

[Tona3zHu pacTBOp HAINPOKCEHa MPUIPEMIBEH je pacTBapameM 5 MQ HampoKceHa Y
10 ml n-okraHoma kako O0u ce n00MO pacTBOp KoHueHtpauuje 0,5 mg/ml. OnpehuBame
JTUTO(UITHOCTH j€ CIPOBEICHO y CHUCTeMy pacTBapada (N-okrtaHois/Boma (pH=3) y omnHocy
1:300 v/v) y kome je nomara TauyHO ojpehena konuuuHa Hampokcena (0,15 mg/ml,
0,2 mg/ml u 0,3 mg/ml). /Ise dase cucrema pacTBapaua Cy IpeTXOAHO 3acuheHe Ha COOHO]
temneparypu (25°C). Cuctem pacTBapada v HaIIpOKCEHA j€ MEIIaH Ha MEXaHUIKOM IICjKepy
(GFL Reciprocating Motion Shaker 3006) Tokom nBa cara Ha 200 rpm. Hakon memarma,
CHCTEM je OCTaBJbCH Jia CTOjU 24 yaca y JIEBKY 3a OJ[Bajabe Ha COOHOj TeMIepaTypu Kako Ou
JIONIIJIO JI0 jacHOT pa3aBajama (aza. Y u3nBojeHo] ¢a3u N-OKTaHOJA aHaJu3MpaHa je
KOHIICHTpAllKja HalPOKCeHa MEpEmheM arcopOaHIirje Ha TanacHoj ay:kuau A=332 nm UV/VIS
BioTech Epoch Microplate criekrpodoromerpom (California, CAJI).

3.2.2.2. OnpehuBame napTHIHOHOT KoepHIMjeHTa HCIIMTUBAHUX jeIHIbeha

OpnpehuBame mapTUIHOHOT KOS(UIMjeHTa NCTIUTUBAHHUX JEIUbCHhA j€ CIIPOBEACHO Y
cUCTeMy N-OKTaHOJI/BOJa. 3a KOHCTpyHCame KaauOpalMoHe KpHUBE HAIpaBJbeHA je CepHja
pacTBopa MO3HATUX KOHIIeHTpalyja ucnutusane cyncranue (o 0,01 mg/ml no 0,035 mg/ml)
y N-OKTaHOIY ¥ CBAKOM PacTBOPY j€ M3MEPEHA ancopOaHIfja Ha TalacHOj AyXUHHU A = 320
nm. [lona3Hu pacTBOp HCHHWTHMBaHE CYICTAaHIE TNPUIPEMIBCH j€ pacTBapameM 5 mg
WCIHUTUBAHOT jeauibeba y 10 ml n-okranona, kako Ou ce JOOMO PacTBOP KOHIICHTpAIIHje
0,5 mg/ml. 3a oapehuBame TUMOPUIHOCTH HUCITUTHBAHOT jeAUICHa KOpHIINEH je cucTeM
pactBapaua (N-oktaHoJ/Boja y ogHocy 1:500 v/V) y kome je 1o1ata TadHo oapel)eHa KoarnauHa
ucnutuBane cyncrtadue (0,02 mg/ml, 0,03 mg/ml u 0,04 mg/ml). Cuctem pacrtBapaua
npenxoHo je 3acuhen Ha coOHoj Temmeparypu (25°C). Tako 3acuheH cuctem pactBapaua,
KOME je JJoJ1aTa TayHo ojipel)eHa KoIMYrHa HCITUTHBAHE CYIICTAHIIE, MEIIaH j€ Ha MEXaHUYKOM
mejkepy (GFL Reciprocating Motion Shaker 3006) Toxkom nBa cara na 200 rpm. Hakon
Melllarka, CUCTEM j€ OCTaBJbEH Jla CTOjU 24 yaca y JIEBKY 3a 0/1Bajame Ha COOHO] TeMIepaTypu
Kako Ou JIOIUTO 710 jacHOT pa3/Bajama (a3a. Hakon paszasajama daza, UV/VIS BioTech Epoch
Microplate criextpodotomerap (California, CAl) je xkopuiihen 3a Meperme arncopOaHIje
WCIUTHBAHE CYIICTaHIIE KOja ce Hajla3u y N-OKTaHoJy (N-OKTaHOJI/BOJA) Ha TaJacHO] y>KUHU
A=320 nm (200,201).

logP BpenHOCT je u3padyHata npema jeTHauYHHU:

logP =1logC, - logCy (2)
e je:

Co - KOJIMYMHCKA KOHIIEHTPALlKja UCIIUTUBAHOT jeIUbEha Y N-OKTaHOTYy U
Cw - KOJTMYMHCKA KOHIICHTPAIMja HCITUTHBAHOT jeIUHEHha Y BOIIH.

Cw ce u3pauyHaBa mpemMa jeIHaulHu:

CW:CO(b)'CO (3)
TJIe je:

Co (b) - KOJTMYMHCKA KOHIEHTpallMja UCIIUTUBAHOT JeIUb-Eha Y N-0KTaHOoIy npe MyhKkama 1
Co - KOJMMYMHCKA KOHIIEHTpPALlKja UCIIUTUBAHOT jeINbeha Y N-OKTaHOTy HaKOH Myhkamba.
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3.2.3. UcnutuBame qunopuaHoctu npumenom RP-TLC metone

Xpomarorpadcko MoHaIamke HOBOCHHTETHCAHUX THOYPEUIHUX JIepUBaTa HalpOKCceHa
Y TIOJIA3HOT JIEKa UCIUTAHO je IPUMEHOM peBep3Ho-¢pa3znux C-18 cunmka ren miuoya 3a TLC.
PacTBOpHM MCIMTHBAHUX jeAMI-EHHA IPUIIPEMIBEHHU Cy O MPETXOAHO HANPABJFEHHUX IITOKOBA
yuja je koHrentpamuja 2 mg/ml, ca DMSO kao pactBapauem. Oamepeno je 0,05 ml mroka u
pazbnakeHo ca MetaHosioM o 1 ml kako Ou ce noOmiIa pajHa KOHLEHTpAlKja PacTBOPCHE
cyncraniie ox 0,1 mg/ml. lo6ujenu pactBop ce 3atum Harnocu Ha RP-TLC miouy y 3anpemunn
on 2 pl. Mo6uine ¢ase kopunrheHe 3a HCOUTHBAKE TUNIOPUITHOCTH HaBeaeHe ¢y y Tabenu 3.

Ta6ena 3. Mobunne dase kopunthene 3a ucnurubame aunodurnoctu RP-TLC meronom

MooGusHa pa3sa CacraB
I arerorutpui/soaa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)
I arreron/Boja (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)
I terpaxuapodypan/sozaa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)
v aricostyTHu etanosi/Boaa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)
\Y nponanos/Boaa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)

JleTeknyja moJio’kaja MCIMTUBAHUX JeIHbCHa HAKOH CIIPOBEIEHE Xpomarorpaduje
BpiieHa je nomohy UV namne Ha TanacHoj ayxuau oa 254 nm. Xpomarorpadcku napameTpu
M3padyHaTH Cy mpemMa ciieqehumM jeqHadnHama:

Rp = — 4)

i€ je:

| - pactojame u3Meljy crapra u EHTpa 30HE KOja 0JIroBapa UCIIMTHBAHOM jEIUILEIbY U
lo - pacrojame u3mel)y crapra u pponTa MoOUITHE (ase.

Ry = log [(R—lp) — 1] (5)

3a WCIUTHBAHA JeUI-EHbAa W3padyyHaTe Cy Rm BpEIHOCTH KOje Cy KOpEIHCaHE ca
MPUMEHCHUM TIPOIIEHTHMA OpraHckor pactBapada. Kopenamuja usmel)y mapamerpa Rum u
ylena OpraHcKkor pacTtBapada y MoOwiaHOj ¢asu oxapehena je mpumeHoMm Soczewinski-
Wachtmeister-ose jeanaunne (141).

Ry=Ry+S-C (6)

Kana ce u3Bpimm excrpamosianifja npaBe Koja MpeacTaB/ba 3aBHCHOCT Rv o yzaena
OpTaHCKOT pacTBapada Ha y-ocy n06Hja ce Ry mapamerap (ojcedak Ha y-ocn). OBa BpeIHOCT
NpeJCcTaB/ba R HCIIUTUBAHOT jeIUbEHa Y XpOMATOrpa)CKOM CUCTEMY CAaUMbEHOM OJ1 BOJIE,
0e3 MpuCyCTBa OPraHCKOT pacTBapada y MoOmitHO] daszu. Kao mapamerpu TUMOGUITHOCTH
kopucte ce jour u BpegHoctu S u Co. Ilapamerap S npezncrasiba HaruO mpase Koja Mmokasyje
3aBHCHOCT Rm BpemHOCTH 07 yaena opranckor pactBapada. Co ce geuHUIIE Kao MPOIEHTHH
yJIe0 OPTaHCKOT pacTBapaya y MoOWIHO] (ha3u Kaja je pacnozena usmely nse ¢asze jennaxa, a
u3padyHaBa ce npema cieaehoj jenqnaunnu (202):
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3.2.4. UcnutuBame JunopuaHoctu npumenom RP-HPLC merone

HcnutuBame nunoduiHoctd RP-HPLC meromom crposeneno je na Agilent 1200
xpomarorpady (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, CAJ) y3 yotpeby Zorbax Eclipse Plus
C8 (150 x 4,6 mm, 5 pm) konone. Kao moOwmiiHe ¢aze kopumrhere cy cMeIie alleTOHUTPIIIA U
nydepa pH = 5,5, aneronutpmia u nydepa pH = 7,4 u aneToHUTpUIa U BOAC y OJHOCHMA
50:50, 60:40, 70:30 u 80:20 v/v. PagHu pacTBOpU UCIIUTHBAHUX jEAUHCHA PUIIPEMIbEHH CY
0J1 MOJIA3HMX IITOKOBA Y KOjMa Cy CHHTETHCAHA jelnibemha pactBopeHa y DMSO, npu uemy
je ’BUXoBa KoHIleHTpanuja u3nocuaa 2 mg/ml. Pagna konmenrpanuja pacteopa ox 0,1 mg/ml
nobujeHa je pa3diaXuBambeM IITOKOBA METaHOJIOM. PacTBOp CBaKOT MCIIUTHBAHOT jEIUHCHA
j€ MHjeKTOBaH y TyIUTHKATY.

OpnpehuBame munopunHoctu RP-HPLC wmeromom 6a3upa ce Ha u3payyHaBamy
PETCHIIMOHUX BpEeMEHA HWCIUTHBAHUX jCIUCHa HA OCHOBY KOJUX CE MOXE OJPEIUTH
perernuonu daxrop (K) mpema jeHaYNHH:

k= &L )

to
rae je:

tR - pETCHIIMOHO BpEeMe UCITUTHBAHE CYIICTAHIIE
to - MpTBO BpeMme (PETEHIIMOHO BpeMe CYIICTAHIIe KOja Ipojia3u 0e3 3aaprkaBarma Ha KOJIOHH)
(197).

JlorapuTMOBaHa BPEIHOCT PETEHIIMOHOT (akTopa K ce MOXe KOpEeTUCaTH ca yAeIoM
OpraHCKe KOMIIOHEHTE Y MOOUITHO] a3y U U3pakaBa ce jeIHAYNHOM ITpaBe:

logk = logk,, +S - ¢ 9)
i€ je:

logkw - oncedak Ha y-ocH,
S - Haru0 npase u
@ - IPOLICHAT OPTaHCKOr pacTBapayda y MoowiHoj dasu (203).

Jomr jenHa BenmuYMHA KOja MOXE Ja oJipakaBa Mepy JMMNO(UIHOCTH HCIUTHBAHOT
jenumema je logkw mapamerap, koju mpencrasiba |0gk BpeqHOCT ekcTpamnonucany Ha HyTy
KOHIIEHTpalllj€ OpraHcKe KOMIIOHEHTE MOOMIIHE (a3e.

Ha ocnoBy Bpemnoctu logkw (oiceuak mpaBe Ha y-ocu) U S (Harub mpaBe) MOXe ce
M3padyHaTH joUlI je/laH mapaMeTap JUNO()UIHOCTH UCTUTUBAHE CYIICTAHIIE - 0.

logky,
o =—=" (10)

[Tapamerap o AeuHUIIE Ce Ka0 yAe0 OpraHCKE KOMIIOHEHTE Y MOOWIIHO] (a3u mpu
KO0jOj j€ pacmojiesia UCIIMTUBAaHE CyICTaHIe n3Melyy crarmonapue u MmoomiHe dase 1:1, 1ok je

logk =0 (197).
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3.3. HpoueHa nmacuBHeE TFaCTPOUHTECCTHUHAJIHE ancopmmje
HOBOCMHTCTHCAHUX THOYPECUTHUX JIEpUBATA HAIIPOKCECHA

3.3.1. IlpoueHa nmacuBHe raCTPOMHTECTHHAJIHE ancopnuuje mpumeHom PAMPA
TecTa

3.3.1.1. Ilpunpema pacTBopa

Pacmeop gpochamnoz nygpepa pH = 5,5 u 7,4 (20 mmol/l). Oamepu ce 0,5292 g Harpujym-
muxunporeHdocdara monoxuapara (NaH:PO4-H20) wu  0,0234 g  auHATpHjyMm-
xuaporenpocdara (NazHPO4) u pactBopu ce y Boau y oameprom cyay ox 200 ml. Hakon
pacTBapama OAMEPHH CY/ c€ JOIIYHHU JI0 03HaKe BojIoM. [IpunpeMsbeHn pacTBOp ce 1moaenu Ha
nBa aena mo 100 ml, HakoH Yera ce jeHOM jeiy pactBopa monemasa pH BpeaHoct Ha 5,5
npuMeHoM (ocdopHe KucenuHe, T0K ce Apyroj monoBuHU pH Bpemnoct moxaemasa Ha 7,4
J0JJaATKOM pacTBOpa HATPHU]jyM-XUAPOKCUIA.

Pacmeop DMSO (5%) y ¢pocpamuom nygpepy pH = 7,4. Onmepu ce 0,5 ml DMSO u npenece
y Hopmaitau ¢y o 10 ml. 3atum ce nona kan TWEENSO, HakoH Yera ce 0JMEpHH CY/I TOyHH
10 o3Hake pactBopoM docdaTHor mydepa pH = 7,4. Konnenrparuja cypdakranra TWEENSO
y OBako IpuIpemMbeHoM pacTtBopy je 0,2%.

Pacmeopu ucnumueanux jeoumwera u nanpokcena (50 umol/l). PactBopu ce nmpurnpemajy
pa3biakuBamEeM IITOK pacTBOpa UCIUTUBAHKX CYICTaHIM U HanpokceHa y DMSO, y kojuma
je kourentpanuja 5 mmol/l. Oamepu ce 100 pl Tor pactBopa u npeHece y HOPMaIHU CYJT OJ1
10 ml. 3artum ce moma jenna xkanm TWEENSO (0,2%) u momyHH 10 O3HAKe pacTBOPOM
docdarror mydepa pH = 5,5.

Cmema xexcadekana u xexcana (5:95 vV) (npeu PAMPA mooden). Tlpunpema pactBopa
M3BOM ce y oaMepHOoM cyay 3anpemune 10 ml. Hajope ce y cya npenece 500 ul xexcanekana,
a 3aTHM C€ XEKCAaHOM CYJI HAaITyHU JI0 O3HAKe.

Pacmeop neyumuna jajema (1% vIv) y oooexany (0pyezu PAMPA mooden). Onmepu ce 10 mg
neuutuHa jajera (60%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Hemauka), npenece y Bujany
u pactopu y 1 ml noxekana.

3.3.1.2. U3Bohewe PAMPA Tecta (npsu PAMPA mopaen)

[IporieHa macuBHE raCTPOMHTECTUHAIHE allCOPIILMj€ BPILIEHA j€ Ha MOJIMKapOOHATHUM
wio4yama o1 96 onespaka. CBaku oJiesbak ce UMITperHupa ca 15 pl pactBopa xekcaiekaH/XeKcaH
M OCTaBM ce€ Ja ce ocymu TokoMm 20 MUHYTa Ha COOHO] TeMmmepaTrypu. Y CBaKd OJIeJbak
aKuenrtopcke miode (noma mioya) ce nonaje 300 ul pacrBopa DMSO (5%) y dochaTtHOM
nydepy pH = 7,4. 3aTum ce akientopcka rioya NpekJIonu JOHOPCKOM II0UOM (TOpHa Iioya)
u y oaroBapajyhe oxmesbke moHopcke miode npenece ce 300 pl pacTBopa MCHUTHBAHUX
jenwmbema u HarrpokceHa. CBaka CyICTaHIa ce HCIUTYje Yy Tpurutukary. OBaKo MpUIpeMIbeHH
CHCTEeM ce TpekpHje napaduiMoM M oJroBapajyhum mokiomiem, Kako Ou ce CHpedusio
HCIapaBame pacTBapaya, HaKOH Yera ce ocTaBjba Ha BUOpalmoHy Memnranuily. Hakon 5 catn
ce wioue PAMPA ,cennBuua“ pazapajajy u npumeHom HPLC-DAD wmertone ce ompehyje
KOHIICHTpAIlHja jeINbEeha Y MOJIA3HUM PaCTBOPHMA, JJOHOPCKUM H aKIIETOPCKUM OJIeJbIIIMa
(204,205).
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3.3.1.3. U3Bohewe PAMPA Ttecta (ipyru PAMPA mone.nn)

[Ipouena macuBHE TacTPOMHTECTUHAJIHE AalCOPMIMje HCHUTHBAHUX jEeIHIbCHA
u3BpIIeHa je u ynorpedbom apyror PAMPA monena ca pactBopom nenutuHa jajera (1%) y
JOJCEKaHy Kao BEIITaYKOM JHMUAHOM Oapujepom. CBaku ozesbak xuapodooue Millipore
PVDF mukportutapcke miode 3a Gpuiarpupame je uMOperaupan ca 5 pl pactBopa nenuruHa
jajera, HaKOH yera je octaBjbeH TOkoM 30 MHHYTa Ha COOHOj TeMIlepaTypu Ja pacTBapad
MOTIYHO yHapu. Y CBakd OJieJbak JOHOPCKe Iiode (foma mioya) mpenece ce mo 300 pl
pacTBopa HCIHMTUBAHMX jeAMICHa W HANPOKCEHA M TMOKIOMHM C€ aKLENTOPCKOM IUIOYOM
(ropmwa 1o4a). Y oarosapajyhe ozmesbke akienTopcke miaoue ce mpenece mo 300 pl pacrBopa
DMSO (5%) y docdatnom nydepy pH = 7,4. CBaka cyrncraHia ce UCIUTYj€ y TPUIUIUKATY.
AxuenTopcka 1ioda ce mnpekpuje mapaguiMoM M oAroBapajyhum mokionieM, Kako Ou ce
CIPEYMIIoO HclapaBame pacTBapaya. L{eo cuctem ce uHKyOupa Ha COOHO] TeMIIepaTypu TOKOM
17 catm, HakOH dYera ce oxapehyje KOHICHTpalyja NCIHTUBAHUX [CIUECHA Y TOJa3HUM
pacTBoprMa M akIenTopckuM ojaesbiuma npumeHom HPLC-DAD wmetone, kao U Ko mpBOT
PAMPA mopena.

3.3.1.4. HPLC-DAD meTona onpehuBama KoHIleHTPalHje HCIUTHBAHUX jeHIbEHha

KoHnenTpanuje uCnuTUBAaHUX jequbeba W HampokceHa onpehene cy HPLC-DAD
meronom Ha Dionex Ultimate 3000 (Thermo scientific, Hemauka) ypehajy koju ce cactoju ox
Dionex Ultimate 3000 kBarepuepHe mymiie, ayrocemiuiepa u PDA nerektopa. Moouiny dasy
YHHE allETOHUTPIII U BOJia y OAHOCY 75:25 VIV, TOK je 0[JHOC alleTOHUTPHIIA K BOJE MPHIUKOM
UCIHUTHBamka HampokceHa n3nocuo 50:50 v/v. McnuTtuBame je u3BpIIeHO Ha KoJoHU ZOrbax
Eclipse Plus C8 (150 x 4,6 mm, 5 um). Temneparypa konone uznocuia je 25°C. IIporok
MobmiHe dase je 6uo noxpemieH Ha 1 ml/min, a TanacHa myxuHa nereknuje Ha 280 nm 3a
CHHTETHCAHA je/IMHCHa, OJHOCHO, Ha 230 NM 3a HAMTPOKCEH.

3.3.1.5. HPLC-MS/MS metona oapehuBama KOHIEHTpanHje HCIUTHBAHUX jeIHEHha

HPLC-MS/MS oxapehuBame caipikaja UCIIMTHBAHUX jeIUEbCH-A CIPOBEICHO je Ha
UHPLC xpomarorpady ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, CAJT), koju
je TOBe3aH ca TPHILIKBAIPYIOJICKHUM MaceHuM jaerekropoM 1SQ Quantum Access MAX
(Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, CAJl) koji BpIIK €IEKTPOCIPE] jOHH3AIH]Y
aHanuTa ca 3arpeBameM. Kopuithena je Zorbax Eclipse Plus C8 (150 x 4,6 mm, 5 um) kosoHa.
Moounny ¢a3y cy unannm aneronutpu u 0,1% pactBop Mpasibe kucenuHe y Bogau 50:50 v/v.
[Tporok moGmTHE daze moxeieH je Ha 0,5 ml/min, a remneparypa konone Ha 25°C. Jenumema
Cy aHaJM3UpaHa Y MO3UTUBHOM U HETaTHBHOM JOHU3ALIMOHOM MOJY.

3.3.1.6. U3pauynaBame PAMPA napamerapa

[Tpumenom jemnaumna 11, 12 w 13 m3pauynaru cy perenmmja (R), xoedurujeHt
nepmeaduinoctu (logPe), nepmeannonn mapamerap (Ca(t)/Cp(0)) u mporieHar TpancmopTa
(%7T) ucnutuBaHux jenumerba 3a npBu PAMPA wmomen (204,206). Ilpema neduHuimju,
perenimja (R) mpesncraBiba yieo CyrncraHile Koju ce 3aapxkaBa y PAMPA memOpanu u He
npeJasu y akIenTopCcKU pacTBop.

Cp(0) VpCp(0)
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A(t-trag \Va+Vp Vp(1-R)/ Cp(0)

logPe = log [_ 2.303Vp ( Va ) log [1 VA+VD CA(t)]l (12)

%T = 100- L0 (13)

Do VD
rie je:

Va - 3ampemMuHa pacTBOpa y akIenTOPCKUM ojiesbiima (ml),

Vb - 3anpeMurHa pacTBOpa y TOHOPCKUM ojiesbituma (ml),

A - ¢punrparmona nospumHa (0,28 cm?),

t - Bpeme unkyoarnuje (18 000 s),

tLaG - steady-state Bpeme (s),

Co(t) - KOHIIEHTpalKja UCTIMTHBAHOT jEANCHA Y JOHOPCKOM OJIeJbKY HAKOH BpemeHa t (LM),
Ca(t) - xoHIIEHTpallja UCIIMTHBAHOT jEANIbCHbA Y AKIENTOPCKOM OJICJbKY HAKOH BpeMeHa t
(uM) 1

Cp(0) - xoHIEHTpalWja HCIUTUBAHOT jeIUIbCHbAa Y JIOHOPCKOM OJICJbKY Ha MOYETKY
nHkyoammje (UM).

Steady-state Bpeme (tLag) mpescTaB/ba BpeMe Koje je HeomxoaHo na ce y PAMPA
crucreMy MeMOpaHa 3aCHTH UCIIMTUBAHOM CYIICTAHIIOM M PEJIATHBHO je KPaTKo y OJHOCY Ha
BpeMe nHKyOanuje. Oouyno n3nocu oko 20 munyta 3a PAMPA ekcriepuMeHTe KOju ce 3Bojie
0e3 myhkama Ha BuOpanuonoj memanuiy (207). KoHieHTpayja HCIUTHBAHE CYIICTAHIIE Y
JOHOPCKOM 0jieJbKy Ha moueTky nukyoaruje (Cp(0)) jennaka je KOHICHTPAILU]U jeAUEbA Y
M0JIA3HOM PACTBOPY.

Kana je y nurawy apyru PAMPA monen, npumenom jenHauvna 14 u 15 uzpauynaru
cy mpoueHaT TpaHcnopTa (%7) u npuBUAHU KoeduuujeHT nepmeadbunHoctu (Pyyp). Takohe,
Kako OM ce 100WjeHU pe3ylTaTH Jakile UHTePHpEeTHpaIH, AOAATHO CE€ MOXE HM3padyHaTu
JIOrapuTaMcKa BPEIHOCT MPUBUIHOT KoedujenTa nepmeaduianoctu (10gPapp) (208).

AaVa

%T =100- (14)
Apo-Vp
_ _VpVa 100-Vp
Papp = orviars [IOO-VD-%T-(VD+VA) (15)

i€ je:

A4 - TOBPIIIMHA NMHUKA UCTTUTUBAHOT JeIUHECHA Y aKIIENTOPCKOM PacTBODY,

Apo - TMOBpIIMHA MHKa UCIHMTUBAHOI jeMIbEHa y JIOHOPCKOM pacTBOpPY Ipe HMHKyOaluje
(Tona3HM pacTBOp),

Va - 3ampeMHHa pacTBOpa y aKIENTOPCKOM o/iesbKy (ml),

Vp - 3anpemMuHa pacTBOpa y J0HOPCKOM oJiesbKy (ml),

t - Bpeme nnky6anuje (61 200 S) u

S - moBpmmHa BemTadke Memopane (0,28 cm?).
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3.3.2. U360p neckpuntopa u QSPR anaau3a

3.3.2.1. MHspauynaBame jgeckpunrtopa mnpumenHom alvaDesc codrBepa, wu3dop
AeckpunTopa u npasbeme QSPR moaena npumenom alvaModel codpreepa

QSPR cryamja je cmpoBejieHa ca IHWJbEM HCNHTHBama ojHoca logPe BpemnocTn
nooujerux PAMPA wmonenom (3aBucHe Bapujabje) ca U3padyyHATHUM MOJIEKYJICKUM
JIecKkpunrTopuMa (He3aBUCHE Bapujabie). ['eomeTpHjcka ONTHMHU3ANMja CBUX HMCIIUTUBAHUX
jeavbera U3BpIIIeHa je MPUMEHOM ceMu-emmupujcke PM3, a 3atum u Hartree-Fock metoze y3
3-21-G 6a3nu cer y Gaussian 98 codreepy y oBupy Chem3D Ultra 9.0.1 nporpama (209). ¥
alvaDescriptor codTBepy je u3pauyHaTo YKYIHO 5666 neckpunrTopa 0e3 MpeTXoaHe MoeIIe
jenumema Ha TpeHUHr U Tect cer. alvaDescriptor npexacraBiba codTBep KOjuM ce MOXKe
n3pauyHat pexo 6000 pa3muuuTUX AECKPUNTOPaA, a KOjU Cy KiacudukoBaHu y 33 rpyme Ha
OCHOBY 0CcOOMHa Koje omucyjy. OCHOBHa KapaKTePUCTHKA KOja OIHCYjeé CBOjCTBO CBAKOT
JIECKPUIITOPA j& HeroBa TMMEH3HOHAIHOCT, Ma ce Tako Mory nonenutu Ha 0D, 1D, 2D u 3D
neckpuntope. OHU KOju MPpHUIaaajy aeckpunropuma Hynre numensuje (Constitutional indices,
Ring descriptors) u3pauyHaBajy ce 0e3 pa3marpama Be3e m3Mel)y aroma. Jleo menokymHe
TOIIOJIOTHj€ MOJIEKYyJla Ce y3UMa y O03Up MPHIMKOM H3padyHaBamba jeTHOTUMEH3HOHATHIX
neckpunrtopa (Atom-centred fragments), mox ce aBoamMeHsuoHadHH AeckpunTopu (2D
matrix-based descriptors, 2D autocorrelations, 2D Atom Pairs) u3padyHaBajy Ha OCHOBY
nenokymnHor rpada mosekyna. 3D meckpuntopu (CATS 3D descriptors, 3D matrix-based
descriptors, 3D-MORSE descriptors) oxapehyjy ce Ha OCHOBY TPOJMMEH3HOHATHHX
KOOp/IMHATA MOJIEKYJIa, IPH YeMy Tpeda y3eTH y 003up J1a jelaH MOJICKYJI MOXKE UMaTH BUIIIC
pa3NMYUTUX KOH(OpMAaIKja KOje MOTY yTHUIATH Ha BPEIHOCTH M3padyyHATHX JECKPUIITOPA.
CBa WCIUTHBaHA jeMIbEHA TMOJIEJbCHA Cy Yy JIBE TpyIe: TECT M TPEHUHT ceT. TecT ceT ce
cacrojao ox uerupu nepuBata (1, 3, 4 m 11), mox cy TpPEeHHHI CeT YHHHJIA TpeocTala
HOBOCHHTETHCaHA jelUbeha M HAMPOKCEeH. TecT ceT je omabpaH Ha Taj HaunH na cy logPe
BPEIHOCTH OBHX JIEpUBaTa XOMOTEHO pacropeljeHe y untaBom oricery Bpeanoctu logPe 3a cea
ucnuTrBana jeaumema. Codreep alvaModel kopumihen je 3a popmupame PLS (enrn. Partial
Least Squares), OLS (eurs. Ordinary Least Squares) u SVM (eur:. Support Vector Machine)
mozena (210). Y alvaModel codreepy je mpumenom PLS, OLS u SVM metononoruje ca 10000
uTepalfja BpIIeH u300p JeCKpHUNTOpa, 01 Kojux he outu pemom Hampasibenu PLS(logPe),
OLS(logPe) u SVM(logPe) moxenu. PLS MonenoBame KOPUCHO je y CHTyaldjama Kaaa ce
BPIIM aHAJIN3a KOJMHEAPHHUX W OpojHHX neckpuntopa. Ontumanan O6poj PLS kommnonenTH
onpehyje ce Ha ocHOBY R2(Y) cBake KOMIOHEHTe M Ha OCHOBY KymynatusHe R?(Y) BpemnocTH,
KOja TOJpa3yMeBa JONPHHOC CBHX KOMIIOHEHTH y MOJENy. YTHIAj JECKPUITOPAa Ha MOJEIN
NPOLICH:CH je Ha OCHOBY HeroBor koeduiujenta perpecuje. 3a PLS (logPe) monen je uzadbpano
ykymHo 30 meckpunropa u to: RDCHI, VE2_D/Dt, SM4_Dz(i), Wi_B(e), MATS6e, GGI3,
SpMax4_Bh(m), SpMax4_Bh(i), P_VSA_p_2, Chil_AEA(bo), SM06_AEA(dm), Eig07_EA(ri),
Eigl0_AEA(ed), RDF040v, RDF155p, E3v, L2p, ISH, H7m, HATS2e, R1p+, SP19, SsF, NssO,
gmin, FO5[C-S], CATS3D_03 DL, CATS3D_10_AA, CATS3D_02_AL u s34_phRelSize. Kon
SVM anroputma wummiementupanor y alvaModel codrsep, xumeppaBaH ce Hamasu
pellaBambeM CKyla JIMHEAPHHUX jeJHAUYMHA YMECTO IMpoOJieMa KOHBEKCHOT KBaJpPaTHOT
nporpamupamsa (enria. QP - Quadratic Programming), kao mro je To ciy4aj Koa KJIaCHIHOT
SVM. Jleckpuntopu koju popmupajy HaBenenu mozaei cy SMO7_EA(dm) u CATS3D_02_AL,
nok OLS monen popmupajy neckpuntopu FO6[C-C] u WHALES100 _Rem. SVM je jeaunu ox
TPY HaBeJleHa MOJIeNa KOjH je MPOIIa0 BaJHIAI[MOHE TECTOBE.
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3.3.2.2. M3060p neckpuntopa u mnpaBbembe QSPR monena npumenom codrBepa
STATISTICA

Codreep STATISTICA je, Takohe, kopuniheH 3a ogadup MOJICKYJIICKUX JECKPHUIITOPA,
kao u 3a popmupame MLR (enrm. Multiple Linear Regression), PLS u SVM monena (211).
Jemumema cy, Kao M KOJ MPETXOJHO OMKCAaHe MeToje, Ouia moje/beHa Ha MCTH HAaYWH Ha
TPEHUHT U TecT ceT. lIpe u3pajge Mozena HEONMXOIHO je M3BPIIMTH H300p onromapajyhux
neckpunropa. [locroju Bumie merona 3a u3bop geckpunropa, a y mporpamy STATISTICA
kopumihene cy cieaehe merome: Feature Selection and Variable Screening (FSVS) u MLR
forward stepwise (148). FSVS merona npumemeHa je 3a u300p JecKkpunropa 3a GopMupame
PLS(logPe) u SVM(logPe) monena, mok cy aeckpunropu 3a npasbetbe MLR(logPe) monena
n3abpanun npumenom MLR forward stepwise merone. IIpunukom npumene MLR forward
stepwise meroje He3aBUCHE BapHjabiie ce 10/ajy je[Ha 10 jeHa y MOJEJ, MPOICHYjy ce Y
CBAaKOM KOpaKy M Ha Kpajy ce 3aJapkaBajy WIM CIMMHUHUIIY Ha OCHOBY crenu(pHIHUX
kputepujyma (y oBoj cryauju F to enter = 9 u F to remove = 4). Ca ngpyre crpane, FSVS
METOJIa JTM3ajHUpaHa je Tako jJa oMoryhaBa W3padyHaBama Y OKBHPY H3Y3€THO BEITHUKUX
CKyITOBa KOHTUHYAITHUX /WM KaTETOPUYKHUX JCCKPHUIITOPA, KA0 U 3a MPOIEHY 3aBUCHOCTH
n3melhy 3aBucHe mpomeHIbMBE M JecKkpunTopa. Orcer BPeIHOCTH CBAKOT JECKPUITOpA je
moJieJbeH Ha yKymHo K uHTepBana. To OM 3HAYMIIO Ja YKOJHKO je K = 2, ucnutyjy ce camo
MojeIMHaYHN OJTHOCH M3Mel)y neckpurTopa v 3aBUCHE MPOMEHJbHBE. HaBeneHu mapamarap y
CIIPOBEIEHOM HCTpaxkuBamy je mogerineH Ha K = 10. MLR mojen KOopHuCTH ce 3a MpOLEHY
JMHEAPHOT OJHOCa W3Mel)y u3pauyyHaTHX MOJIEKYJICKHUX jeckruntopa u logPe. Y oBom
UCTpaXKBamy Kpeupame Mmomena 3a MLR(logPe) je mnokymiano mnpuMEHOM aHan3e
BHIIIECTPYKE perpecHje mpema cienehum kputepujymuma: F to enter = 9 u F to remove = 4.
Mehytum, 3a MLR(logPe) auje 6umo moryhe Hanpasutu mojen. SVM(logPe) moaen kpenpan
je xopumhemeM panujanae 6a3He GyHkuje u perpecuje Tun 1. OnruManaa gamma BpeaHOCT
usHocuina je 0,5, nok cy BpeaHoctu kananuteTa (C) U eNCUIIOH (€) ONTHMU30BaHE Ol CTPAHE
codrBepa u m3Hocuiie cy C = 100 u € = 0,3. SVM(logPe) mozen cactojao ce o1 5 moap:kaHux
Bektopa (1 orpanuuen). 3a PLS(logPe) monen je nzabpano ykymHo 30 geckpumtopa u TO:
Mor25m, minssO, RDF020m, s34 _relSize, GATS2i, E2s, LOGP99, GATS2e, SpMin5_Bh(s),
R8p+, R7p+, MATS2v, H8p, SpMin6_Bh(s), JGI3, RDF130s, ATSC2m, Morl4v, Morl3yv,
P_VSA i 3, GATS7p, CATS3D_05 AA, P_VSA ppp_A, WHALES60 Rem, SpMax_L,
SpMAD_Coulomb, CATS2D_09_AA, SpDiam_AEA(ri), RDF075i u HATS8i. MLR(logPe)
MO/IeIT HHje MOoTrao OWTH HampaBJbeH, J0K mpeoctana asa mozena (PLS(logPe) u SVM(logPe))
HE TIpoJia3e BATUIAIIOHE TECTOBE.

3.3.2.3. lIponena noyzganoctu ¢popmupanux QSPR moaena

[Tponena noy3nanoctu Gpopmupanux QSPR Mozena u3BpieHa je Ha OCHOBY cieaehux
cratuctuukux mapamerapa: RMSEE (enri. Root Mean Squared Error of Estimation), RMSEP
(enrn. Root Mean Squared Error of Prediction), F oxuoc, p Bpemsoct, 1, Q? u R2.

2 PRESS
=1- - 16
Q X (Yobs(training)' Ytraining)2 ( )
PRESS
RZ ., =1- > 17
pred X (Yobs(test)' Ytraining)2 ( )
PRESS = 3, ¢f, (18)
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RMSEE BpeaHocT je u3pauyHara 3a TpeHUHT ceT, 10K je RMSEP BpeaHocT nzpauynara
3a Tect ceT. Q? mpejicTaB/ba MHTEPHH MAapaMeTap BalHAAIMje KOju ce KOPUCTH 3a MPOLEHY
MOTEHIMjajla MpeaBulama MoJeNna 3a jeukbeha Koja Cy CIMYHA TPeHHHI ceTy. HaBeneHu
napameTap ce M3padyyHaBa IO MpuHIMIY u3octaBibaba LOO (enrn. Leave-One-Out), mto
MOJIpa3yMeBa Jia j€ CBaKO jeMbCHE TPEHUHT CeTa SITMMUHHICAHO Y jeTHOM U3padyyHaBamwy, 0K
Cy IpeocTaia jeumbeha UCKopulllheHa 3a (opMupame Mozena. 3aTUM Ce TaKO HaIpaBJbeH
MOJIeJT KOPUCTH 3a NpenBuljarme BPEJIHOCTH 3aBUCHE BapHjalie eIMMUHUCAHOT jeIUH-CHba.
OBakBa mpoleaypa ce MoHaBJba CBE JIOK CBA jeIMIbEHa U3 TPEHHUHI CETa HHUCY 10 jeTHOM
obpucana. Q? ce M3padyHapa IIpemMa jefHadHHN 16 y K0joj je Yiraining IPOCEYHA BPEIHOCT, TOK
je Yobs(training) €kcriepumenTaiiHo oxpehena logPe BpeaHoCT 3a TpeHUHT cet jenumberma (212).
PRESS (enrn. Predicted Residual Error Sum of Squares) ce u3pauyHaBa HaKOH 3aBpILIETKa
LOO mnponenype npema jenHaunau 18. Y HaBeneHO] jeIHAYMHU €()) MPEICTaBba PA3JIUKY
mMel)y excrniepuMenTanHo nodujennx u npeasubennx logPe Bpemnoctu. R? je mapamerap
eKCTepHE BaJIUallMje KOjH Ce KOPHCTH 3a MPOICHY NMPEAUKTUBHOT MOTEHIIMjajla Mojema 3a
jeIubema Koja ce CTPYKTYPHO Pa3iiMKyjy OJ WiaHOBa TpeHUHT ceta. OBaj mapamerap ce
u3padyHaBa nmomohy jeaHaunne 17 y k0joj je Yobs(testy EKCIIEPUMEHTAITHO ojipeheHa BpeaHoCT
logPe 3a jenumema u3 tect ceta (213). PRESS BpeaHoCT 3a TECT CeT jeinmberba ce n3padyHaBa
takohe mpema jeqHaunHu 16. BHCOK MpeIUKTUBHY TOTEHIM]jal MOJIeNia MOXKE Ce OYCKUBATH
YKOIIUKO Cy Q2 u R? Behn oz 0,5 (163,212,214). Mogaenu ca p Bpeanoiihy Huxkom ox 0,05 mory
Ce CMaTpaTH CTaTUCTUYKH 3HadajHuM (163).

3.3.3. IIponena macuBHe racTPOMHTECTHHAJHe amncopnuuje mpumenom BMC
TecTa

3.3.3.1. Ilpunpema pacTBopa

Pacmeop ¢pocgpamnoz nygpepa pH = 5,5 (7 mmol/l). Onmepu ce 0,49 g Harpujym-
xunporenpocdara (NazHPO4) u pactBopu ce y Bogn HPLC unctohe y onmeprom cymy ox 500
ml. 3aTuM ce UCcTHM pacTBapadyeM cy[ AOIYHH J0 03HakKe, a pH BpeqHOCT pacTBopa ce mojiecu
Ha 5,5 y3 nogarak GocopHe KHCEIUHE.

Pacmeop 0,04 mol/l Brij 35 y nyghepy pH = 5,5. Onmepu ce 24 g Brij 35 u pacteopu ce y 500
ml npetxoaHo npunpemibeHor GochaTHor mydepa y3 3arpeBarme Ha MArHETHO] MEIITATHIIH.
Pacmeopu ucnumusanux jeourera u nanpokcena (0,1 mg/l). PactBopu ce npunpemajy o
MPETXOAHO MPUIIPEMJbEHUX pPacTBOpa (IITOKOBA) MCIUTHBAHUX jEeAMIbEHa U HAIPOKCEHA y
DMSO xonnentpanuje 5 mmol/l. Onmepu ce 50 pl Tor pactBopa, mpeHece y NEHUIMIUHCKY
Oouniry u pazonaxu ca 950 pl mobuHe dasze.

3.3.3.2. U3Bohemse BMC Tecta

PeTeHIIMOHO TOHAmIamke CHHTETUCAHUX jeIUEb-CHha M HAIPOKCEHa aHaJM3HPaHO je
npumenom HPLC ypehaja Agilent Technologies 1200 Series systems (Santa Clara, CA, CA/I)
OIPEMJBCHUM OMHAPHOM ITyMIIOM, MaHYETHUM WHjEKTOPOM 4Hja je HHjeKI[MOoHa 3anpemMuHa 20
ul, DAD nerextopom u y3 ymorpedy komoHe Zorbax Extend-C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm).
Mobunny ¢a3y unne aneronutpuit u pacrsop 0,04 mol/l Brij 35 y mydepy pH = 5,5 (30:70
v/v). TIperxoaHuM HcTpaxuBameM je mokaszano aa 0,04 mol/l Brij 35 moxxe OutH y cMeu ca
Hajpumie 30% aneToHWTpHIa, a Ja ce NpUToM ¢opmupajy cradbwine mwuiene (155).
Temneparypa kosone nozenieHa je Ha 36,5°C, nporok moomiHe dasze Ha 1 ml/min, a tanacua
nyxuHa aereknuje Ha 280 NM 3a CHHTeTHCaHA jeANheha, OMHOCHO Ha 230 NM 3a HApOKCeH

53



1 DMSO. 3a cBako HCIUTHBAHO jeINILEEH-E H3PaUyHaTa je BPeIHOCT peTeHInoHor (hakropa (K)
npema cienehoj popmysmu:

_ R-RO0)
k () (19)

e je:

tr - pETEHIIMOHO BpeME MCITUTHBAHOT jEINIbEba U
tr(0) - perenimono Bpeme muka DMSO koju je npucyran y pacrBopuma (153,155,215).

3.3.4. QSRR anaau3a, onadup geckpunrtopa u popmupame QSRR moaena

KBantutatuBam omHocu cTtpykrype u pereHinuje (QSRR) ucnuranu cy ca musbem
yrBphuBama Bese usmel)y K Bpeanoctu uspauynatux y BMC cucremy (3aBrcHa Bapujadiia) u
onpeheHuX TeOMETPUjCKUX, TEPMOJWHAMHYKUX, (PU3HUKO-XEMHJCKHX U EIEKTPOHCKUX
MOJICKYJICKUX Iapamerapa (He3aBucHe Bapujabie). [Ipwmkom dopmupama QSRR mozaena
kopuinhene cy K BpeqHOCTH 3a YKYITHO CelaM jelniberba Koja Cy ucrnuTana y oksupy BMC
anamm3e. QSRR anammza m3Bpmena je mpumenom cogpreepa STATISTICA. eckpunropu
HeonxoaHu 3a popmupame MLR(K) Mmoxena ogabpanu cy ynmorpebom FSVS u MLR forward
stepwise meToja, Kao 1mTo je onucaHo ko Gopmupama QSPR mosena. [Tpunukom npumene
MLR forward stepwise merone nedunucanu cy kpurepujymu F to enter = 9 u F to remove =
4, nok je xox FSVS merone mapamerap K momenren Ha Bpeanoct 10. 360r peaTHBHO Majior
Opoja HCIIMTUBAHUX jeANbCHba, 01a0paH je jenan mpeckpuntop (Mor20u).

3.4. In ViVO mcnMTHBame€ aKyTHe TOKCHYHOCTH M aHTHHMH(IaManujcke
AKTMBHOCTH HOBOCHHTETHCAHMX THOYPEWJIHMX /ePUBATA HANMPOKCEHA HA
Wistar Albino manoBuma

In vivo ucnuTHBame aKyTHe TOKCHYHOCTH W aHTUHH(IAMAlMjCKe aKTUBHOCTU 14
HOBOCHHTETHUCAaHUX THOYpPEUJHMX JepuBaTa HalpoKceHa cmpoBeneHo je y Llentpy 3a
NPEeTKIMHUYKAa M (yHKIMOHANHA UCTpaxuBama @Dakynrera MEAMLIMHCKUX Hayka Y
Kparyjesuy. XXKuBotume cy nobujene ca Bojnomenuuuncke akagemuje y beorpanay u uyBane
cy Ha TeMmneparypu ox 22 + 2°C y3 npucycTBO ayTOMaTCKOI OCBETJ/bEHma TOKOM 12 catw.
[TaroBu cy mo moTrpedM KOH3yMHpald KOMEpLHUJaTHO IOCTYNHY XpaHy 3a MaloBe ca
POTEeUHCKUM cajipkajeM of 20% (Berepunapcku unctutyt Cybotuia) u Boay. Y ckiagy ca
nponucuma ETuuke kommcuje 3a J0OpOOMT 1TabOpaTOpPUjCKUX >KUBOTHUHA Dakynrera
MEIULMHCKUX Hayka (mudpa npotokona: 01-10742, natym ogobpemwa: 14.10.2021. roaune),
Kao u npema npuHuunuMma Jloope naboparopujcke npakce u upekruse EBporckor caBeta
(86/609/EEC) nu3ajHupaH je MPOTOKOI UCTPAKUBAA.

3.4.1. UcnuTuBame aKyTHe OpajiHe TOKCHYHOCTH

3a cipoBoherwe cTyIMje aKyTHEe OpaJIHe TOKCUYHOCTU KOPHUITNEHHU Cy 3paBU MY’Kjalll
Wistar Albino marosa koju cy nonesbenn y 15 rpyna (14 jenumema + DMSO) onx mo tpu
KHUBOTHI-E UMja je TelecHa TexuHa Ouna y untepsany 180-200 g. dKuBotume cy nojesbeHe y
cnenehe rpyme:
* EkcnepuMeHTaJIHe TpyIIe - NaloBH KOjU Cy Per 0S MpUMHIIIN UCTIUTHBAHA jenberba (1-14)
y nojenuHayHoj a03u o1 10 mg/kg u
= KoHTpoiHa rpyna - naoBu Koju ¢y Per 0S mpumuiu jenny ao03y 1% DMSO.
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HakoH arummkaiuje HaBEICHHUX CYIICTaHIIM, XHBOTHEC Cy YyBaHE Y TOjeAMHAYHUM
KaBe3uMa U mpaheHe cy TokoMm mepuoja ox 14 mana. CBakOJHEBHO TOKOM JBOHEAEJHHOT
MeproJIa MEPEH je YHOC XpaHe M BOJIe, MEpeHa je TeJiecHa TeXXHHa, a paheHu ¢y U CBH 3HAIU
TOKCHYHOCTH KOjU 00yXBaTajy IpOMeHe KOKe M Kp3Ha, 0UH]y, CAIMBaIHje, JHCamkha, MOKPEHa
(60ja n xonmumHa), deneca (KOH3UCTEHIIM]Aa U 00ja), Ka0 M MPOMEHE y 00pacily IoHallIama.
Hakon HaBeneHOr mepuojia, )KMBOTHIGE CY JKPTBOBAaHE M MEpEHa je TeXHHa opraHa (cpua,
jerpe, OyOpera, xemyna) (216,217). Hakon Tora je u3padyHaTa pelaTHBHA TEKHWHA OpraHa
npema cienehoj popmysmu:

ArnconyTHa TexxuHa oprana - 100%
- (20)

PenaruBHa TexxuHa oprana =
TenecHa texxuHa T1IanoBa Ha JiaH XPTBOBaba

3.4.2. In Vivo ncnuTHBambe aHTHHH(IaMaHjcKe AKTHBHOCTH

In vivo ucnutuBame aHTHHH(IAMAINjCKE aKTHBHOCTH HOBOCHHTETUCAHUX jEAMI-CHHA
(1-14) cropoBezseHo je MPHUMEHOM MOjENa KaparcHaHOM H3a3BaHOI ejeMa Iiare MaroBa.
Wudnamanuja je mzazBaHa uHTpamiantapHoM npumenoMm 1 ml unjekumje 0,5% pactBopa
KapareHaHa y ()M3HOJIOIIKOM PacTBOPY, KOja je aluTMKOBaHa y JIEBY 3a/iby Iiamy mnaiona. CBe
KHUBOTHIHE Cy TIOJIEJbCHE Yy EKCIICPUMEHTATHE U KOHTPOJIHE TPYIIE.
ExcniepumeHTanHa rpyma >KUBOTHbA je MojieJbeHa y cienehe noarpyme:

= JKXuBoTume Koje cy per 0S mpumuie HCIHUTHBAaHA jequmema (1-14) pactBopena y 1%
DMSO y no3u on 2,5 mg/kg, 60 munyta npe u3azuBama nadaamanyje (n=112 namona, 8
naroBa Mo MOATPYIIN),

= JKXuBoTume Koje cy per 0S mpumuie HCIHUTHBAaHA jenumema (1-14) pactBopena y 1%
DMSO y no3u on 5 mg/kg, 60 munyTta npe uzasuBama uH@uamanuje (n=112 mamosa, 8
naroBa Mo NoArpymnu) u

= JKuBotume koje Cy per 0S mpuMuie UCHUTHBaHA jenumema (1-14) pactBopena y 1%
DMSO y no3u ox 10 mg/kg, 60 munyTa npe nzasusama nHpaamanyje (n=112 namosa, 8
naroBa Mo NOATrPYIH).

KonTtpomnHa rpymna »kMBOTHH:A j€ Mo/ieJbeHa y cienehe noarpymne:

= JKuBoTume Koje cy per 0S mpumuiie HarpokceH pactBopeH y 1% DMSO y nosu ox 2,5
mg/kg, 60 MuHyTa Npe n3a3uBama HHPIamManuje (n=8 narosa),

= JKuBoTtume Koje cy per oS npumuIie HanpokceH pactBopeH y 1% DMSO y no3u ox 5 mg/kg,
60 MuHyTa Mpe u3a3uBama nHIamanuje (n=8§ mnaroaa),

= JKuBotume Koje cy per 0S mpumuiie HarnpokceH pactBopeH y 1% DMSO y no3u ox 10
mg/kg, 60 MuHyTa Npe n3asuBama HHPIamManuje (n=8 narosa) u

= JKusotume koje cy per os mpumumie 1% DMSO y uctoj 3ampeMuHu kKao U pacTBope
KOHTPOJHUX Tpyna, 60 MUHYyTa Iipe U3a3uBama nH(pIaMaiyje (n=8 namosa).

HaBeneHe no3e MCIUTHBAaHUX jeAMIbEHa W HANPOKCEHA Je(UHICAHE CY HAa OCHOBY
MPETXOIHO 00jaBbeHHNX myOnukanuja (64,218). [lebprHa TKHBA 3aqikbe JIEBE IIANe CBAKOT
MalroBa MEepeHa je y TPEHYTKY HEMoCpeIHO Tpe n3a3uBama nHdamanuje (MmomeHat (), kao u
jemaH, nBa, TpPU M YETHPU caTa HAKOH allIMKaldje KapareHaHa, a CBe TO y ULWJbY
KBaHTHQUKaMje aHTUMH(]IaManujckor edekra. 3a Mepeme AeOJbrHE TKHBa KopuliheH je
JTUTUTAIHA KalMIep, a MpOoIleHaT WHXHOWIMje eaeMa Iame u3padyHar je mpema cienehoj

dbopmynu:
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% naxuounuje = 100 - é (21)

C

e je:

Yt - mpocedHo nosehame AeOJbHUHE IMIare TPETHPaHUX MaroBa u3mMely aBa TpeHyTKa Meperma U
Y ¢ - npoceuHo noBehame 1e0spHHE Marne HeTPETUPAHUX MaoBa u3Mely aBa TpeHyTKa Mepemba
(219).

3.5. UcnutuBamwe COX-2 u 5-LOX nHXuOUTOPHE AKTUBHOCTH

COX-2 u 5-LOX unxubutopHa akTUBHOCT TipoliemheHa je mpuMenoM COX-2 n 5-LOX
CH3UMCKHX  (UIyODUMETPUjCKUX KHTOBa. HaBemenum TtectoBH Cy Oa3upaHu Ha
(GI1yopHUMEeTpHjCKOj JeTeKLUjHu IpPOU3BOJA KaTaJUTHUYKe aKkTUBHOCTH eH3uma COX-2
(mpocrarnanguaa Gz) U MHTEpMEMjepa Koju je mpousBoja aktuBHocTH 5-LOX enszuma. Ca
UCIUTHBAaa Cy CIPOBECHA MPeMa YIyTCTBUMa mpou3Bohaua (220,221).

Tect pactBopu nmotpedHu 3a ucnutuBambe COX-2 u 5-LOX nHXuOuTOpHE aKTHBHOCTH
OPUNPEMIBEHH CYy O] MoJia3HUX (INTOK) pacTBopa ucnutuBaHux cyncraniu y DMSO (5
mmol/l), koju cy pa30iaxxeHu UCTUM pacTBapaueM. TecT pacTBOPH Cy HAKOH Tora 5 myTa
pazbnaxxenu nydepom 3a ucnutuBame COX HHXMOUTOPHE aKTUBHOCTH, HAa Ta] HAYUH IITO j€
2 ul Tect pactBopa momerniano ca 8§ pul COX mydepa. Uuxuburopcka KOHTpOJIa MPUIPEeMIbeHA
je nomaBameM 2 pl pactBopa cenektuBHor COX-2 muxuburtopa (uenexokcu6da) u 8 pl COX
nydepa y oaroBapajyhe omesbke. KoHTpona pactBapada mpunpeMibeHa je mpumeHom 2 pl
DMSO u 8 pl COX mydepa, 1ok je eH3uMcKa KOHTpoJa AodujeHa noaaBamem 10 pul COX
nydepa y onrosapajyhe oxesbke. [To 10 pl pa3bmaxenor Tect pactBopa CBaKOT HCITUTUBAHOT
jenumbemna je 101aTo Y ofieJbKe MpeaBul)eHe 3a TECT y30pKe.

3a nporieHy HHXHOUTOPHE aKTUBHOCTH npema 5-LOX eH3umMy, pacTBOPH UCTTMTUBAHUX
JeIMbema IPUIIPEMIbEHH CYy Ol MOJIA3HUX ILITOKOBA y KOJUMa Cy HMCIUTHBAaHA jeIUE-CHA
pactBopena y DMSO, npu yemy je KOHIEHTpaija cyrncraniu usHocuwia 5 mmol/l. Osu
pacTBOpU Cy 3aTMM pa30ja)keHH MPHUMEHOM HCTOI pacTBapayda, Kako OM ce JOoOMIM TecT
pactBopu. Hakon Tora je mo 2 pl mpunpemibeHUX TECT pacTBopa JA0AaTo y ojarosapajyhe
onespke. Konrpone enzuma (COX mydep), pactBapaya (DMSO) u naxuburopa (3uieyToHa)
dbopmupane cy monaBameM 1o 2 pl oxrosapajyhe koHTpoIe y ipenBul)eHe oaesbKe.

dnyopeceHnMja y30paka MepeHa je kuHeTuuku Ha 25°C kopumthewmem Synergy LX
multimode microplate (BioTek, Shoreline, Winooski, Vermont, WA, CAJl) wuwuraua.
[TapameTpu ountaBama Omiu cy cinenehu: 3a COX-2 Ex/Em = 535/587 nm Tokom 10 MunyTa,
a 3a 5-LOX: Ex/Em = 500/536 nm Toxom 20 MuHYyTa.

3.6. Ctyamja MOJIeKYJICKOT JOKHHIa

VY by in silico mporene apuHUTETa Be3MBakba HOBCHHTETHCAHUX jeuberba (1-14)
3a COX-2 u 5-LOX en3ume cmpoBeneHa je CTyAMja MOJEKYJCKOr JokuHra. Kpucramhe
CTPYKType IUJbHUX NpoTenHa npeysere ca [Ipotenncke 6a3e mogaraka (euri. PDB - Protein
Data Bank) oune cy: 3NT1 (Hanpokcen Be3an 3a COX-2) (89) u 6N2W (NDGA Be3an 3a 5-
LOX) (222). Codprep MAKE Receptor kopurihen je 3a npunpeMy nubHuX eH3uma (223). Jleo
€H3MMa Yy KOME je M3BPIICHO YKJIalame MCIUTUBAHHX MOJIEKYNa Je(HHUCAH je y OOJIUKY
,KyTHja“ OKO KOKPHCTAIHNX JINTaHA/a, a urje cy quMensuje 6une 33,67A%x27,33Ax23,33A 3a
COX-2 u 19,67Ax14,67A%22,67A 3a 5-LOX. VkynHe 3ampeMHHE CHOJHAIIBUX KOHTYpA
KOKPHCTAITHUX IuraHana msHocuie cy 617A3% 3a COX-2 n 908 A3 3a 5-LOX. INoxemasame 3a
dbopmupame o6muMka Besyjyher mecra je AepHUHHCAHO Kao YpaBHOTEXKEHO Oe3 3aaaTux
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orpanuyema. CKynoBH mojiaTaka o0 KoHpopMalrjama UCIUTHBAHUX jEIHbCHba TPUIIPEMIbCHU
cy y coprepy OMEGA 2.5.1.4 (224,225), nok je coprep OEDocking 3.2.0.2 (226-228) ca
CBOjUM ajlaToM 3a Op30 puruaHo ykianame (enri. FRED - Fast Rigid Exhaustive Docking)
yrmoTpeOJbeH 3a aHANIM3y HAYWHA BE3WBamba MPUIPEMJBCHHX KOH(OpMalMja JMraHana y
aKTUBHHM MECTMMAa IIMJbHUX €H3UMa. YKJIamnaHh KOH(POPMEpH Cy 3aTUM KBaHTH(HKOBAHU
kopunithemem Chemgauss4 (229) ckopusr ¢yHKIHje, 0K je Tajba ONTUMH3aIHja KoHopMepa
usBpirena npumenom OEChemscore (230) ¢pyuknuje BpeanoBama. Chemgauss4 dynkiuja je
kopummheHa W 3a 0ojoBame W U300p oAromBapajyhe mo3e nwmraHaga, JOK Cy Ipeocrana
MoJieliaBama I0CTaBJbeHa Kao Tojpa3ymeBaHa. Kako Oum ce wu3Bpmwia Baluaanydja
CIPOBEACHE CTYIHMje MOJIEKYJICKOT JOKWHTa, KOoH(popmaruje HampokceHa u NDGA cy
VKJIOKhEHE Ta TMOHOBO ykimamaHe y aktuBHa Mecta COX-2 u 5-LOX. Kondopmepu
KOKPHUCTATHUX JIUTaHaa KOju Cy JOOUjEHHU CTYINjOM MOJICKYJICKOT JJOKHHTA CY IPEKJIOTIJbEHU
ca BUXOBHUM KpucTasorpadckuM koHdopmarmjama. JloOujeHn pe3yarar je u3paxeH y O0IuKy
RMSD (enri. Root-Mean-Square-Deviation) BpeaHocTH, Koja MpeacTaBba MEPY IPOCEYHOT
pacrojama u3Mel)y UCcTHX aToMma JiBe NPEKIIONbeHe KOH(pOopMallrje jeTHOT UCTOT MOJICKYJIa.
Uzpauynate RMSD BpennocTu cy 6uie Mame o1 2A, mro noTsphyje BamuaHOCT CpoBeieHe
CTyZIHje MOJIEKYJICKOT ToKuHTa (231).

3.7. AcnuTHBamhe MUTOTOKCHYHE AKTHBHOCTH

HcrtpakuBame je CIPOBEICHO KAao EKCIepUMEHTanHa IN Vitro cryauja y Kojoj cy
koputrheHe henmjcke TMHIje XyMaHOT MTOpPEKIIa, ¥ TO helujcka JIMHUja aIeHOKapIIuHOMA JI0jKe
(MDA-MB-231), kapuunoma rpiuha matepuiie (HelLa) u xapruunoma konona (HCT 116).
Takohe, y ucTpaxkuBame je yKJby4eHa W jeHa MAIWTHO HEW3MEmeHa henujcka JMHHUja
¢dudbpodnacra (MRC-5). Cse nmperxo/Ho HaBeeHe hienujcke TUHUje cy 100UjeHe 3axBasbyjyhn
Jpybasznoctu mipod. np Ierpa Yanosuha ca @akynrera MmeauiMHCKUX Hayka y Kparyjesiry.

3.7.1. Bapuja6.ie ucTpa:kuBama

HeszaBucue Bapumjabie crymuje (y3pOK) TMpeACTaB/balid  Cy  NPUMEHECHH
HOBOCHHTETHUCAHH THUOYPEHJHU JEpUBATH HANpPOKCEHa, JTOK 3aBUCHE Bapujabie (HCXO0m)
MPEACTaBba]y H3MEPEHEe BPEAHOCTH TapaMmeTapa BHJaOMIHOCTH U alloNTO3€ MAaJIMTHO
u3MewmeHux henmja. CBa MCMUTHBama Koja Cy c€ OJHOCHIIA HA aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT
HOBOCUHTETHCAHUX JEUIEHa CIpOBEJeHa Cy y Jaboparopujama WMucturyra dakynrera
MEIMIMHCKUX Hayka y Kparyjesiy.

3.7.2. MTT Tect

[Tpumenom MTT Tecra mMoxe ce jacHO AepUHHMCATH MOTEHLMjATHU AHTUTYMOPCKU
edekaT TecTUpaHUX jeaumema. [Ipenus3Huje, OBUM TECTOM MOXKEMO YTBPIUTH CTEICH
BUjabMITHOCTH henujcKkux JMHMja Koje cy YKJbyueHe y ucrpaxupame. MTT TecToMm nerexkryje
ce crerneH akTuBHOCTH eH3uMa NAD(P)H-3aBucHe okcupopenykrase KOjU je MPHCyTaH y
xuBuM henmjama. AxtuBHOmhy oBor eHsmma johu he 1m0 pemykiuje KyTor pacTBOpa
TeTpasoiaujym-opomuaa y popmasan koju je Jeyoudacre 60je. Crora, jacHO je 1a pacTBOp KOjU
je Jbyonuacte 60je HaKOH M3BOlema TecTa caapKu BelUKU Opoj BujabuinHux (xuBHX) henuja.

CrnpoBesieHO HUCTpaXMBame j€ OOyXBaTWJIO TECTHpAme CTEMeHa BHjaOMITHOCTH
hemujckux nuanja MDA-MB-231, HeLa, HCT 116 u MRC-5. BujaGmiHocT mpeTxoHO
MOMEHYTHX helnjcKUX JUHMja je TECTUpaHa y TpU BpeMeHcKa uurepBaina (24, 48 u 72 cara) y
NPUCYCTBY pacTyhMX KOHIIEHTpallKja TECTUPAHUX THOYPEUIHMX JepHBaTa HAIPOKCEHA.
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HcnutrBane KOHIIEHTpAIMje YeTPHAESCT JIepruBaTa HalpoKceHa cy ouse y omncery 0,3-100 uM.
[lopen oBuxX jenumerma, TECTHPAH j€ W aHTUNPOJIU(EpaTHBHHU YTHIA] HAIMPOKCEHa, Kao
KOHTPOJITHOT JIEKa.

Hakon nmonmsama hemuja u3 ¢urackosa, oko 5000 henmja je 3acejaHo y mojeuHavHE
OyHape MUKpOTUTap Iiouya o1 96 OyHapa. O KJbydHOT je 3Hadaja J1a Cy MPETXOIHO 3acejaHe
henmuje Omne y ekcrnoHeHIWjaHO) (ha3u pacra. HapenHu Kopak je oOyXBaTHO TPETHUPAE
henuja pactyhuMm KoHIlEHTpaIjama 1epuBara HanpokceHa. CBU eKCIIEPUMEHTH Cy pal)eHH y
tpurutnkary. Hakon 24, 48 u 72 cara noxasas je 10% pactBop TeTpaszonujym-opomuaa 'y PBS-
y ox 0,5 mg/ml. Hakon aBa cara unkyOarnuje momato je mo 200 u. DMSO-a y cBaku OyHap.
Crnenehu kopak je o0yxBaTao JlaraHO MeLIame IJ104a, a CBE Yy IMJbY pacTBapama KpucTaia
dopmazana y DMSO-y. Ha kpajy, ancopbannuja je ountaBana Ha ELISA-uutauy ma 595 nm.
BpenHocT UTOTOKCHYHOCTH je u3padyHaTa nmpeMa GopMyIIu:

C=100%-V (22)
rae je:

C - UUTOTOKCUYHOCT U
V - cTona npexuBibaBama henuja.

Hakon nmobOujeHux pesynraTta, 3a CBaKO TECTHPAHO jeAumbeme uipauyHare cy ICso
BPEIHOCTH, KOje TPEACTaBJbajy BPEIHOCT IMOJOBHHE MaKCHUMAJIHE WHXHMOUTOPHE MOJIApHE
KOHIIEHTpAIIH]e.

3.7.3. OnpehuBame peslaTUBHOI OAHOca hejHja Koje ce Hajla3e y anmonTo3W M
HEKPO3HU

HaxoHn mro je oapeheH creneH BHjaOMIHOCTH TeCTHpaHUX henuja, Kao U OMOJIOLIKU
edekaT epuBara HallPOKCEHa, y APYroM KOpaky je 1eUHUCAH BUXOB MEXaHU3aM JIeJ0Bamba.
[IpeunsHuje, TeCTUPAHO je JeN0oBamke JepuBaTa HAIIPOKCEHa Ha pelaTHBHU ojHOC henuja y
aronTo3M U HEKpO3H, MpH Yemy je kopumiheH anekcun V/PI (errn. Propidium lodide) tecr.
OnHoc henuja y anonTo3u M HEKPO3U je AETEKTOBAH MPOTOYHOM ILIUTOMETpHjoM. TecTupane
henuje cy Owmte manurue henuje kapuunoma rpiuha matepuie (Hela).

OnpehuBame penaTuBHOr ojiHOca henuja Koje ce Hajla3e y aronTO3M M HEKPO3H je
3aCHOBaHO Ha 0ojemy TecTHpaHuMX henmja Koje cy y mpBoM Kopaky Ttperupane ICso
BPEIHOCTUMA jeUIbCHha. YClel aHTUIpOoNHU(epaTUBHOr edeKTa TECTUPAHUX [EeUEEHA
JI0JTa3¥ A0 aKTUBUPAma MPOIEca aronTo3e, Ipyu YeMy Cy y alonTOTHYHUM henmrjama ocTamnu
¢bocharuann-cepuna (komrnoHeHte henujcke MeMOpaHe) OKPEHYTH Ka CHOJbAlIEkb0j CPEIUHH.
OBo omoryhasa fa ce aHekcuH V Bexe 3a pochatuauii-cepuH, npu yemy Moxxkemo pehu aa cy
henuje koje Cy akTUBUpaje MPOIEC aIlONTO3€ 3alpPaBO AHEKCHMH MO3UTHBHE. 32 MOJIEKYI
aHEeKCHHA je YBPCTO Be3aHa (ryopeciieHTHa 0oja Koja eMuTyje (GIyopecleHIn]y y CIeKTPY
3eneHe 0oje, ¢uyopecuenn-uzotronujanat (enrn. Fluorescein isothiocyanate - FITC). Ca
npyre crpane, Pl ce moxe Be3aTtu 3a jepo, IpU YeMy MpaBU jacHy pa3iuky usmehy Pl
no3utuBHUX (MpTBUX henuja) u Pl HeratuBHux (kuBuX henuja).

Haxon nnky0anuje ox 24 vaca, rectupane henje cy TpUIICHHU30BaHe, ucnpane y PBS-
y ¥ pacTBOpeHe y mydepy 3a Besupame hemuja (enrm. Binding buffer) y konnenrparmiju ox 10°
hemja/mL. ¥V cnenehem kopaky je 100 mL cycnensuje henurja npebaueHo y mo Tpu enpyBere
3arpemMuHe 5 mL. ¥V cBaky nocraBibeHy enpyBery aojaato je no 5 mb anekcun V-FITC u PI.
3aTuM je CpOBEJECHO BOpPTEKCOBame henrja U MHKyOaluja y BpeMEHCKOM MHTepBaily of 15
MHUHYTa Y MpaKy Ha coOHoj TeMnepaTypu. [locienmsu kopak noapasymea jonasame 400 mL
nydepa 3a BesuBame henuja m ountaBame qo0ujeHUX pe3ynartata. OOpaga U Mpe3eHTOBAmkE
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NO0OMjeHUX pe3ynTara cy Mmoapa3yMeBaIM KOpHIINewme mporpamMa 3a MPOTOYHY IIUTOMETPH]Y
FlowJo VX.

3.7.4. Anaau3a heaujckor mukiyca

OcumMm akTuBalMje TMpoleca aromnTo3e, AHTUIPOIH(EpaTUBHU edekar ce MOoxe
WCIIOJBUTH U 3ayCTaBjbameM hemmjckor mukiayca. Crora, y cieiaehem kopaky musb je Ouo
naduHUCakE YTHIAja epuBaTa HapokceHa Ha henmujcku muknyc Hela hemuja. Tlpenusauje,
nedUHKCAH je penaTuBHU OHOC henuja Koje ce Hajase y pa3IMuuTUM CTaiijyMuMa hemujckor
ukiyca mpuMeHoMm Pl 6ojema. Mepeme pelaTUBHOT oJfHOca je paljeHo y3 moMoh mpoTouHe
LIUTOMETPH]E.

Ananmza henmjckor mukiyca ce 3acHHBa Ha MOTYNHOCTH MOJEKyja MPOIUIH]jyM-
jomuna na ce Bexxe 3a Mmosiekys JIHK. Ha ocHOBY mHTeH3HTETa (hiTyopeciieHInje, KOjy EeMHUTY]Y
TAKO BE3aHW MOJIEKYJIM TIPONUAMjyM-JOANJA y CBaKoj IMOjeIuHAayHOj henuju, MokeMo
oJlpeIuTH y K0joj (a3u henujckor nukiyca ce odojene henuje Hanase.

Y mpBom kopaky Hela hemmje cy tpermpane onropapajyhum ICsg BpemHocTmma
UCIUTHUBAaHUX jelumbera. HakoH Tora cy hemuje moaurHyte, OQHOCHO TPUIICHHU30BAaHE H
JeIHOM uCTpaHe MEIUjyMoM U J1Ba myTa ¢ochartHum mydepom. 3atum cy henmje Gpuxkcupane
neneHo xiagHuM /0% eraHonoM u apxkaHe y eraHoiy Ha 4°C Hajmame 1 caT (y mpoceky cy
nnkyoupane 20-ak yacoa). Jlaske cy henuje aBa myta omnpane y JieqeHo XJIagHoM (hochaTHOM
nydepy, noxaro je 100 ug/ml RNaze u 200 pl pactBopa nmponuaujym-jonuaa. Hakon Ttora,
nonato je jour 300 pl dhocdarnor mydepa u 10OHUjeHN pe3yNITaTH Cy OYUTAHU HA MPOTOYHOM
LUTOMETPY.

3.7.5. AHaJIM3a NIPOTENHA aNoONTO3€e

AKTHBaIyja npoleca anonTo3e ce MOXe OAUIPaTH aKTHBALMJOM CIIOJbALIEr WIN
YHYTpallber (MUTOXOHPUJATHOT) MyTa. Y 1IMJbY JacHOT Ae(pUHHCamba MEXaHU3Ma JIEI0Bamka
JiepuBaTa HalmpoKceHa ojpeheHe Cy KOHIEHTpaluje MpOTeHHA KOjH Y4eCTBY]y Yy IpOLeEcy
anonTo3e. Tectupane henuje cy 6wmie HelLa manurne henuje kapuuHoma rpanha maTepuile.
AHanu3upaHu NpOTEHHU Cy akTHBHU Bax kao u mporenn Bcl-2. Takole, Mmepeno je npucyctBo
aKTHBHE Kacmasze-3.

Pearencu kopumtheHn y oBUM ekcriepuMeHTHMa cy Oumnu cineaehu:

= Cer 3a Qukcanujy u nepmeadbmnmmzanujy henmja - Invitrogen™ eBioscience™ Intracellular
Fixation & Permeabilization Buffer Set, Catalog number: 88-8824-00
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88-8824-00)

* [IpumapHO aHTHUTENO 32 aKTUBHU NpoTerH Bax - Santa Cruz™ rabbit polyclonal IgG Anti-
Bax Antibody (N-20), Catalog number: sc-493

» [IpumapHo obenexeHo dayopecuenn-uzoruonujanarom (FITC) antureno 3a nporeun Bcel-
2 - Life technologies™ bcl-2 fluorescein isothiocyanate (FITC) primary antibody, Catalog
number: MHBCLO1

» [IpumapHO aHTHTEJO 3a aKTHBHH NPOTeHH Kacmaza-3 - Cell Signaling™ rabbit Cleaved
Caspase-3 (Aspl175) Antibody, Catalog number: #9661

» CekyHmapHo obOenexeno (dayopecuenn-nzotuonujanarom (FITC) anmtureno 3a
HeoOene)xkeHa mpumapHa antutena - Abcam ™  secondary goat anti-rabbit 1gG-FITC
antibody, Catalog number: Ab6717-1
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Hakon tpermana tymopckux Hela hemnja 1Csp KoHIEHTpammjoM JepuBara
HampoKceHa, henuje cy moIMrHyTe, OTHOCHO, TPUIICHHU30BAHE U jETHOM HCIIPaHE MEHjyMOM
Y JIBa TyTa jJeaeHo xjaagauM ¢ocdataum nydepom. Hakon dukcanuje u nepmeadbunuzauje
nojaTo je onaropapajyhe mpuMapHO M CEKYHIApHO OO0CNIeKEeHO aHTuTeno. Pesynararu cy
OYHMTAHU Ha IPOTOYHOM HUTOMETPY (232).
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4. PE3YJITATH
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4.1. CuHTe3a W CTPYKTYpPHA KapaKTepuU3alMja THOYPEHJAHHMX AepHBaTa
HANPOKCEHA

[TocTynak cuHTE3€ THOYPEUIHHX JAepHBaTa HAlpoOKCeHa NpukazaH je Ha Cxemu 3.

[IpuHOCH CUHTETHCAHUX jeIUbEba KPETAJH Cy ce Y MHTepBaly o 25% (jeaumeme 7) 10 43%
(jemumeme 4).
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Cxema 3. [locTynak cuHTe3e THOYPEUTHUX J€pUBaTa HAPOKCEHa
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XeMHjcKe CTPYKTYype U MPUHOCH CUHTETHCAHUX THOYPEUJHMX JepUBaTa HaIPOKCEHA

npukaszanu cy y TabGemnu 4.

Tabesa 4. CTpyKkType U IPUHOCH HOBOCUHTETHUCAHUX THOYPEUAHMX JEpUBaTa HAIIPOKCEHA

I[epI/IBaTI/I apoMaTUYHUX aMHUHa

I[epnBaTn €CTapa apoMaTUIHUX aMUHOKHCE/IMHA

\T\

) St
2
o
\
&

H H H
N N )
\ S IEQI

Jennmeme Ilpunoc | Jequmeme R2 IIpunoc
\CH2
) O 33% 6 CH,;—CH,—  30%
OCH,
4 O 43% AN
CH,
/ — 25%
7 H-C
5 4@% 38% A\ 3 ’
CH; N
8 —@ 28% \
9 —@—cm 26%
CH,
HaG 13 H,C—— 30%
10 @ 42%
H,CO
11 @ 38% \CH2
. 14 \ H;C—— 32%
12 33% N
H
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CrtpykTypHa KapakTepHu3alyja CAHTETUCAHUX THOYPEUTHUX JIEpUBaTa HAIIPOKCEHA!

(S)-N-((4-dpnyopopenun)kapbamomuoun)-2-(6-memoxcunapmanen-2-un)nponanamuo
(nepuBar 1) - XKytu xpucranuu npamax. [lpunoc: 28%. Temneparypa Tonsbema: 57-59 °C.
IR (ATR) vmax (cm™): 1145,06; 1686,94; 2934,27 u 3168,25. *H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) & ppm 1,51 (3H, d, J = 6,8 Hz, CHanap); 3,87 (3H, s, OCHanap); 4,22 (1H, g, J = 6,8 Hz,
CHnap); 7,16-7,85 (10H, m, ArH); 11,72 (1H, s, NHCS) u 12,31 (1H, s, CSNH). *C NMR
(100 MHz, DMSO-de) 6 ppm 17,45 (CHanap); 44,35 (CHnap); 54,59 (OCHanap); 105,12;
114,71 (CFCHCHCH-, J = 22,6 Hz); 118,26; 125,36; 125,66; 126,31 (CFCHCHCH-, J = 8,4
Hz); 126,36; 126,45; 127,74; 128,65; 132,88; 133,51 (CFCHCHCH-, J = 2,9 Hz); 134,66;
156,69; 159,40 (CFCHCHCH-, J = 242,3); 175,46 (CONH) u 178,97 (NHCS). m/z = 383,1,
[M+H]*; 229,97; 185,02; 170,96; 169,05; 154,00 u 112,14. MS [M+Na]* uspauynaro 3a
C21H19FN202S = 405,10435; oapeheno = 405,10432.

(S)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-un)-N-((4-memokcugpenun)kapbamomuoun)nponanamuo
(mepuBar 2) - JKyru xpucranau mnpamak. [Ipunoc: 33%. Temmeparypa Tombema:
112-114 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1146,07; 1686,55; 2932,67 u 3184,85. 'H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,49 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3nap); 3,74 (3H, s, OCH3); 3,86 (3H, s,
OCHsngp); 4,21 (1H, g, J = 6,4 Hz, CHnap); 6,90-7,82 (10H, m, ArH); 11,61 (1H, s, NHCS) u
12,26 (1H, s, CSNH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 18,51 (CHanap): 45,40 (CHnap);
55,65 (OCHangp); 55,73 (OCHz3); 106,19-157,89 (apomaTtuunu yribenunu); 176,56 (CONH) u
179,52 (NHCS). m/z = 394,9 [M+H]"; 230,03; 184,99; 183,01; 169,78; 153,11 u 124,10. MS
[M+Na]* uspauynato 3a C2oH22N203S = 417,12433; oapeheno = 417,12418.

(S)-N-((4-emoxcupenun)kapboamomuoun)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-un)nponanamuo
(mepuBar 3) - JXKyru xkpucranau mnpamak. [Ipunoc: 31%. Temmeparypa Tombema:
115-116 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1142,79; 1677,97; 2935,29 u 3255,39. 'H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,31 (3H, t,J =7,2 Hz, OCH.CH?3), 1,50 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3nap);
3,87 (3H, s, OCHasnap); 4,01 (2H, g, J = 6,8 Hz, OCH2CH3); 4,22 (1H, g, J = 6.8 Hz, CHnap);
6,90-7,85 (10H, m, ArH); 11,63 (1H, s, NHCS) u 12,27 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz,
DMSO-ds) & ppm 14,02 (OCH,CHs); 17,46 (CHanap); 44,34 (CHnap); 54,59 (OCHanap); 62,61
(OCH,CHj3); 105,13-156,69 (apomaTtrunu yribenuim); 175,49 (CONH) u 178,40 (NHCS). m/z
=409,0 [M+H]"; 229,92; 196,92; 184,99; 179,93; 170,01 u 153,04. MS [M+Na]* uzpauynaro
3a C23H24N203S = 431,13998; onpeheno = 431,14020.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-((3-memoxcughenun)kapbamomuoun)nponanamuo
(mepuBar 4) - 3enenu kpuctanHu mnpamiak. IlpumHoc: 43%. Temmeparypa Ton/bema:
144-145 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1155,54; 1683,27; 3014,24 u 3224,80. *H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,50 (3H, d, J = 6,8 Hz, CHanap); 3,72 (3H, s, OCHs); 3,86 (3H, s,
OCHsnap); 4,21 (1H, q, J = 7,2 Hz, CHnap); 6,79-7,84 (10H, m, ArH); 11,68 (1H, s, NHCS) u
12,46 (1H, s, CSNH). 1*C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 18,50 (CHanap); 45,44 (CHnap);
55,65 (OCHsnap); 55,36 (OCHs3); 106,20-159,76 (apomatuunu yribenuim); 176,67 (CONH) u
179,19 (NHCS). m/z = 395,2 [M+H]"; 230,10; 185,08; 183,03; 170,07; 154,11 u 153,11. MS
[M+H]* u3pauynaro 3a C22H22N203S = 395,14239; onpeheno = 395,14197.

(S)-N-((4-ayemungpenun)kapbamomuoun)-2-(6-memoxcunapmanen-2-un)nponanamuo

(mepuBar 5) - XKyrm xpucranam mnpamak. [Ipunoc: 38%. Temmeparypa Tombema:
132-134 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1145,15; 1685,96; 2988,46 u 3180,83. 'H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,52 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3nap); 2,56 (3H, s, C(=0)CHs3); 3,87 (3H,
s, OCHsnap); 4,23 (1H, g, J = 7,2 Hz, CHNnap); 7,16-7,97 (10H, m, ArH); 11,80 (1H, s, NHCS)
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u 12,67 (1H, s, CSNH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 17,47 (CHanap): 26,08
(C(=0)CHs); 44,43 (CHnap); 54,59 (OCHanap); 105,14-156,71 (apoMaTu4HM yIJbEHHIIH);
175,60 (CONH); 178,26 (NHCS) u 196,22 (C(=0)CHs). m/z = 407,2 [M+H]*; 230,07; 195,05
185,11; 170,09; 152,36 u 136,14. MS [M+Na]* mspauyrato 3a CasHz2N203S = 429,12433:
onpeheno = 429,12489.

Emunecmap(((S)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-un)nponanoun)kxapbamomuoun)-L-
penunananuna (nepusar 6) - XKyru kpucrannu npamak. [punoc: 30%. TemmepaTtypa
Tombema: 59-61 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1155,75; 1688,89; 1737,73; 2934,28 u 3197,26.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1,16 (3H, t, J = 7,2 Hz, R-C(=0)OCH2CH?3); 1,43
(3H, d, J = 6,8 Hz, CHsnap); 3,15 (2H, dd, J = 5,6 Hz, J = 10 Hz, CHa-rhe); 3,87 (3H, s,
OCHsnap); 4,10 (1H, q,J = 7,2 Hz, CHnap); 4,13 (2H, g, J = 3,6 Hz, R-C(=0)OCH2CH3); 5,04
(1H, g, J = 6,4 Hz, CH-pre); 7,07-7,83 (11H, m, ArH); 10,98 (1H, s, NHCS) u 11,57 (1H, s,
CSNH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 14,39 (R-C(=0)OCH,CHj3); 18,60 (CHanap);
36,71 (CHa-phe); 45,41 (CHnap); 55,68 (OCHsnap); 58,94 (CH-phe); 61,59 (R-C(=0)OCH.CHj);
106,27-157,78 (apomaruunu yripenunu); 170,30 (R-C(=0)OCH2CHz); 176,50 (CONH) u
180,77 (NHCS). m/z = 465,00 [M+H]"; 418,86; 390,73; 184,95; 178,93; 169,96 u 120,08. MS
[M+Na]* uspauynaro 3a CosH2sN204S = 487,16620; oapeheno = 487,16578.

Memunecmap-N*-(((S)-2-(6-memokcunagpmanen-2-un)nponanoun)kapbamomuoun)-1-
memunmpunmogana (nepuar 7) - brenoxyrtu kpuctannu mnpamak. Ilpunoc: 25%.
Temneparypa Tombema: 88-90 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1174,36; 1693,37; 1740,80;
2932,10 u 3188,46. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds)  ppm 1,40 (3H, d, J = 7,2 Hz, CH3nap);
3,20 (2H, dd, J = 4,0 Hz, J = 12 Hz, CHa-trp); 3,62 (3H, s, NCHs-1rp); 3,63 (3H, s, R-
C(=0)OCHs3); 3,87 (3H, s, OCHsnap); 4,10 (1H, g, J = 7,2 Hz, CHnap); 5,06 (1H, g, J = 5,6 Hz,
CH-trp); 6,67-7,81 (11H, m, ArH); 10,99 (1H, s, NHCS) u 11,59 (1H, s, CSNH). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 18,54 (CHanap); 26,72 (CH2-1rp); 32,67 (NCHs-1rp); 45,30
(CHnap); 52,76 (R-C(=O)OCHgs); 55,68 (OCHsnap); 58,90 (CH.trp); 106,21-157,75
(apomatiunu yribenunn); 171,13 (R-C(=0)OCHs3); 176,44 (CONH) u 180,61 (NHCS). m/z =
504,3 [M+H]"; 470,36; 275,05; 216,07; 185,09; 174,11 u 144,14. MS [M+Na]* uzpauynaro
3a C2gH290N304S = 526,17710; onpeheno = 526,17742.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-(penunrkapbamomuoun)nponanamuo (nepusar 8) -
bnenoxyrn kpucranau npamak. [lpunoc: 28%. Temnepatypa Tombema: 137-139 °C. IR
(ATR) vmax (cm™): 1149,16; 1688,36; 3031,36 u 3169,36. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
ppm 1,50 (3H, d, J=6,8, CHanap); 3,86 (3H, s, OCHsnap); 4,22 (1H, q, J=6,8, CHnap); 7,15-7,84
(11H, m, ArH); 11,67 (1H, s, NHCS) u 12,43 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) o ppm 18,52 (CHanap); 45,45 (CHnap); 55,65 (OCHanap); 106,20-157,76 (apomatuvnu
yribenunu); 176,65 (CONH) u 179,46 (NHCS). m/z = 364,8 [M+H]*; 364,06; 229,90; 184,84;
169,83; 154,05 u 152,88. MS [M+Na]* uspauynaro 3a C21H20N202S = 387,11377; onpeheno
= 387,11342.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-(p-moryurkapbamomuoun)nponanamuo (nepusar 9) -
bnenoxyrn kpucranau npamaxk. [lpunoc: 26%. Temnepatypa Tombema: 123-124 °C. IR
(ATR) vmax (cm™): 1154,72; 1682,19; 3023,16 u 3176,53. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
ppm 1,50 (3H, d, J=7,2, CHanap); 2,29 (3H, s, CH3); 3,87 (3H, s, OCHanap); 4,22 (1H, q, J=6,8,
CHnap); 7,16-7,85 (10H, m, ArH); 11,64 (1H, s, NHCS) u 12,37 (1H, s, CSNH). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 17,45 (CHanap); 19,96 (CHs); 44,29 (CHnap); 54,59 (OCHaNap);
105,14-156,69 (apomatuunu yribenunu); 175,56 (CONH) u 178,27 (NHCS). m/z = 379,1
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[M+H]*; 230,07; 185,06; 169,95; 167,10; 149,98 u 108,19. MS [M+Na]* uspauynaro 3a
C22H22N20,S =401,12942; onpeheno = 401,12959.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-(0-moayurkapbamomuoun)nponanamuo (nepusar 10) -
XKyru kpucranau npamax. lpunoc: 42%. Temnepartypa tombema: 110-110,5 °C. IR (ATR)
vmax (cm™): 1157,26; 1686,27; 3025,90 u 3177,30. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm
1,50 (3H, d, J=6,8, CHanap); 2,17 (3H, s, CHa3); 3,86 (3H, s, OCHanap); 4,22 (1H, g, J=6,8,
CHnep): 7,15-7,84 (10H, m, ArH): 11,68 (1H, s, NHCS) u 12,08 (LH, s, CSNH). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 18,02 (CHanap); 18,61 (CHs); 45,43 (CHnap); 55,66 (OCHanap);
106,22-157,77 (apomatuunu yriberunu); 176,58 (CONH) u 180,30 (NHCS). m/z = 379,2
[M+H]*; 230,13; 185,12; 170,08; 167,09; 153,11 u 150,08. MS [M+Na]* uspauynaro 3a
C22H22N20,S = 401,12942; onpeheno = 401,12956.

(S)-2-(6-memorcunagpmanen-2-un)-N-((2-memokcugenun)kapbamomuoun)nponanamuo
(mepuBar 11) - brenoxytu kpuctanuu mpairak. [punoc: 38%. Temmneparypa Tombema:
159-160 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1156,80; 1684,26; 2976,29 u 3208,73. *H NMR (400
MHz, DMSO-ds) & ppm 1,50 (3H, d, J=6,8, CHsnap); 3,84 (3H, s, OCHz3); 3,86 (3H, s,
OCHsnap); 4,22 (1H, q, J=6,8, CHnap); 6,94-8,49 (10H, m, ArH); 11,63 (1H, s, NHCS) u 12,71
(1H, s, CSNH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 18,44 (CH3nap); 45,37 (CHnap); 55,65
(OCHanap); 56,47 (OCHg); 106,18-157,75 (apomaruunu yribeuuiu); 176,47 (CONH) u 178,24
(NHCS). m/z =395,3 [M+H]*; 230,18; 185,19; 183,18; 170,20; 153,22 u 124,24. MS [M+Na]*
u3pauynaro 3a C22H220N203S = 417,12433; onpeheno = 417,12460.

(S)-N-((2-gpnyopopenun)kapoamomuoun)-2-(6-memoxcunapmanen-2-un)nponanamuo
(mepuBar 12) - benu kpuctannu mnpamiak. Ilpunoc: 33%. Temmepatrypa ToIbema:
146-147 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 1144,87; 1685,51; 2937,68 u 3183,02. *H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,52 (3H, d, J=6,8, CHanep); 3,87 (3H, s, OCHanep); 4,23 (1H, g,
J=7,2, CHnap), 7,16-8,00 (10H, m, ArH); 11,85 (1H, s, NHCS) u 12,34 (1H, s, CSNH). 13C
NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 17,45 (CHanap); 44,37 (CHnap); 54,60 (OCHanap);
105,15-156,72 (apomatnunu yribenunu); 175,66 (CONH) u 179,43 (NHCS). m/z = 383,1
[M+H]*; 230,14; 185,10; 171,07; 169,13; 153,11 u 152,06. MS [M+Na]* uspauaynaro 3a
C21H10FN202S = 405,10435; onpeheno = 405,10465.

Memunecmap(((S)-2-(6-memoxcunagpmanen-2-unr)nponanoun)Kapoamomuoun)peHuilaranuna
(mepuBar 13) - Benu kpucranuu npamrak. [punoc: 30%. TemnepaTtypa Tombema: 58-60 °C.
IR (ATR) vmax (cmt): 1173,47; 1693,18; 1742,27; 2933,81 u 3183,77. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 1,43 (3H, d, J=6,8, CHanap); 3,15 (2H, dd, J=5,6, J=10, CH2-pne); 3,64 (3H,
s, R-C(=0)OCHpy); 3,86 (3H, s, OCHanap); 4,10 (1H, q, J=6,4, CHnap); 5,05 (1H, q, J=6,4, CH.
phe); 7,05-7,82 (11H, m, ArH); 10,97 (1H, s, NHCS) u 11,59 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 18,61 (CHanap); 36,63 (CHaphe); 45,39 (CHnap); 52,73 (R-
C(=0)OCHpa); 55,66 (OCHanap); 58,95 (CH-phe); 106,21-157,75 (apoMaTHUHU YTJbEHUIIH);
170,79 (R-C(=0)OCH2CHBa); 176,50 (CONH) u 180,82 (NHCS). m/z =451,1 [M+H]"; 419,11,
391,28; 185,06; 180,16; 169,90 u 153,19. MS [M+Na]* uspauynaro 3a CzsH2sN204S =
473,15055; onpeheno = 473,15096.

Memunecmap(((S)-2-(6-memoxcunapmanen-2-un)nponanoun)kapoamomuour)mpunmo@ana

(nepuBar 14) - benu kpucranuu npamax. [lpunoc: 32%. TemnepaTtypa Tombema: 91-93 °C.
IR (ATR) vmax (cmt): 1154,16; 1683,78; 1740,19; 3017,40 u 3190,00. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de) 6 ppm 1,41 (3H, d, J=6,8, CHanap); 3,16 (2H, dd, J=4,0, J=12, CH2-1rp); 3,63 (3H,
s, R-C(=0)OCH&); 3,88 (3H, s, OCHasnap); 4,12 (1H, q, J=6,8, CHnap); 5,10 (1H, q, J=6, CH-
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Trp); 6,69-7,82 (11H, m, ArH); 10,94 (1H, s, NHCS); 11,00 (1H, s, NH-trp) u 11,58 (1H, s,
CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 17,54 (CHanap); 25,91 (CHa-rp); 44,28
(CHnap); 51,64 (R-C(=O)OCH3); 54,61 (OCHsnap); 57,82 (CH-1rp); 105,14-156,68
(apomatununu yrisenunn); 170,12 (R-C(=0)OCHz3); 175,33 (CONH) u 179,65 (NHCS). m/z =
490,2 [M+H]"; 329,12; 261,06; 202,09; 185,10; 170,09 u 160,11. MS [M+Na]* uspauynaro
3a C27H27N304S = 512,16145; onpeheno = 512,16195.

4.2. MHcnuTuBame JII/IHO(I)I/IJIHOCTI/I HOBOCHUHTCTHCAHUX THOYPCHUIAHUX
AepuBaTa HAIIPOKCEHA

4.2.1. In silico npeasuhame JTMNOPUIHOCTH

Bpennoctn  maprurmmonor — koedunujenta  (logP)  u3padyHare — IpHMEHOM
Molinspiration, SwissADME, MarvinSketch u ChemDes codtrepa npukasane cy y Tabenu 5.

Ta6ena 5. Bpennoctu napruiimonor koeduiijenta (I0gP) HOBOCHHTETHCAHNUX THOYPEUIHUX
JiepuBaTa HalpoOKCeHa

Co¢reep | Molinspiration SwissADME MarvinSketch | ChemDes
Jequmeme MilogP ilogP xlogP3 wlogP mlogP SILII$OS- Co?osggsus logP ILC;?FI)Der?(;
1 4,65 305 551 483 333 531 4,41 513 4,60
2 4,54 311 538 428 261 4,95 4,07 4,74 4,47
3 4,92 379 575 467 282 5,36 4,48 5,08 4,86
4 4,52 346 522 428 2,61 4,95 4,11 4,74 4,47
5 4,39 295 509 448 248 5,36 4,07 4,3 4,67
6 5,46 4,18 597 412 2,84 5,83 4,59 4,97 4,12
7 5,30 421 568 422 217 5,48 4,35 4,98 4,22
8 4,49 280 541 427 295 4,88 4,06 4,99 4,47
9 4,94 3,19 577 458 3,17 541 4,42 5,46 4,77
10 4,89 310 561 458 317 541 4,37 5,46 4,77
11 4,50 315 522 428 2,61 4,95 4,04 4,74 4,47
12 4,60 290 535 483 333 531 4,34 513 4,60
13 5,08 390 5,60 3,73 263 542 4,26 4,63 3,73
14 5,23 3,72 573 421 197 5,99 4,32 4,73 3,73

4.2.2. OnpehuBame NAPTHIMOHOI KOe(PHMIHjeHTa Yy CUCTeMY N-OKTAHOJ/BOAA
npumenom shake-flask merone

3a Banyaanujy Merone oapehuBama MapTUIMOHOT Koe(UIjeHTa HOBOCHHTETUCAHUX
THOYPEUJIHUX JepHBaTa HalpoKCeHa KOPHUINNEH je HalpoKCceH Kao KOHTpoia. [laprurimonn
KOC(HIM]EHT HAIpPOKCEHAa MHUIMJAHO je UCIUTAH y cucTeMy N-okTaHoiy/Boja. [Tpummkom
nporeca myhkama n8e (aze gonuio je 10 Gopmupama CycleH3tje HanmpokceHa y mehydazu
1ITO je oHeMoryhmiio Mepeme arncopOaHimje y OKTaHOJIHOM pacTBopy. C 003upoM Ha To Ja je
pKa BpenHOCT HampokceHa 4,2 (233), 6umno je HeomxoaHO mojecuTd pH BpeaHOCT Boae Ha
BPEHOCT MpH Ko0joj he OuTH 3Ha4ajHO cy30HjeHa joHU3alMja MOJIEKYJICKOT HampokceHa. 13
HaBeneHor pasyiora pH BpemHocT BoaeHe (ase je mojemieHa Ha 3, HAKOH 4Yera je MpoIlec
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[TOHOBJBCH IIPUMEHOM cHcTeMa N-okTaHo/Boga pH = 3 y 3anpemunckom ogxocy 1:300 v/iv. Ha
Canuum 23. mpuKazaHu cy CHEKTpU HANpPOKCeHa AOOMjEHU aHaJIM30M pacTBOpa N-OKTaHOJA
HaKoOH paszaBajama (paza (N-oxranon/Boaa pH = 3), kao U KanmuOpaMOHU JUjarpaM cepuje
pacTBopa MO3HATE KOHIEHTPAIHj€ HAIIPOKCEHA y N-OKTaHOIY.
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Cauxka 23. Pesynratu UV/VIS cniekrpodoromerpujckor oapelhBama HampoKceHa

Ca xamuOpaliioHe KpuBE, a Ha OCHOBY H3MEPEHHMX BPEIHOCTH arcopOaHIuje
HaIpOKCEeHa y N-OKTAaHOJy HAaKOH pa3/Bajama (haza, oapeheHa je KOHILEHTpalija 3a0CTajor
HarpokceHa y n-oktanony (Cnuka 23.). KonnunHa HarmpokceHa Koja je peliia y BojieHy (a3zy
(pH = 3) u3pauynara je u3 jennaunne (3).

N3 noOujeHnX eKCIepUMEHTAIHUX pe3yirata npumeHoMm jeanadmHa (1) u (3)
u3padyHara je JunoguiHocT (xuapododHocT), oqHocHO, I0gP BpeaHocTH HampoKkceHa Koje
uzHoce 2,69 (3a 0,15 mg/ml), 2,42 (3a 0,2 mg/ml) u 2,34 (3a 0,3 mg/ml), a cpeama BpeaHoCT
je logP =2,48 +0.18.

3a mpoleHy NPUMEHJPUBOCTH HaBeldeHe MeTone 3a oapehuBame l0gP BpemHOCTH
HOBOCHHTETHCAHMX jeAHbECHa 01a0paH je JAepuBaT 9, Ka0 PElpe3eHTATUBHU MPEICTaBHUK
UCIHUTUBAHOT ceTa. [TapTuinonn koeuujeHT HCIMTUBAHOT jelubemba je oipeleH y cuctemy
Nn-okTaHoJ/Boja y 3ampeMuHckoM oaHocy 1:500 v/v. Melytum, npuimkoM Mepema
aricopbaHIMje JepuBaTa 5 y N-OKTaHOJY HAaKOH Mpolieca Myhkama 3aKk/by4eHO je Ja CKOpO
[IEJIOKYITHA KOJIMYMHA jeWEHha OCTaje pacTBOpeHa y N-OKTAaHOMY, OJHOCHO, Ja ce
HCIHUTHBAHO jeIU-EHhe TOTOBO HE pacTBapa y Boau. Haume, Huje 6mio moryhe onpenutu
pasnuky n3melyy ancopOaHIlije UICTUTUBAHOT jeIUbEeHha y N-OKTaHOJY TIPe U HaKOH Myhkama
ca MPHUXBATJ/BMUBUM CTEIIEHOM INpenu3HOcTH. Ha ocHOBY 0OMjeHHX pe3ynTaTa 3a JepuBaT S
MOXEMO TPETIIOCTABUTH Ja CMHTETHCAHA jeANbeha MMajy 3HaTHO Behy mmmoduiHoCT of
HaNpoKceHa, nma Huje Owio moryhe oxpenutu |0gP BpeqHOCTHM CHHTETHCAHHMX jeIUECHA
MIPUMEHOM criekTpodoToMeTpujcke MeToie. [Ipema ToMe onucana MeTo1a HUje Ouia morojiHa
3a UCITUTHBAHC JIMMTO(MITHOCTH CHHTETHCAHUX jeanmerba (198,199).
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4.2.3. UcnutuBame Junopuanoctu npumeHom RP-TLC metoae

PeTeHIIMOHA TMOHANIakba HOBOCHHTETHCAHMX THOYPEHIIHUX JIEpUBaTa HAIPOKCEHA
WCIUTHBAHA CYy y MET Pa3IMUUTHX XpoMmaTorpadckux cucTeMa Koje Cy YMHUIM BOJa U
OpPraHCKM pacTBapad (aleTOHUTPWI, AaleTOH, TeTpaxuaApodypaH, ancoiIyTHH ETaHOI U
MPONAHON) Y YETHPH pasiuuuTa 3anpeMmuHcka oxnoca (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v).
BpennocTtu napamerapa nunodpuaHocta nooujenux npumeHom RP-TLC metone HaBenenu cy
y Tabenu 6.
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Tabena 6. Bpennoctu xpomarorpadekux napamerapa (RYy, S u Co) HOBOCHHTETHCAHHX jeumbera nooujenn RP-TLC mMetonom

. Jennmeme
TLC cucrem™ Tlapamerap ~, 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
R?, 208 311 323 292 308 290 356 288 342 306 296 320 313 3,29
| S 0,037 -0,040 -0,040 -0,036 -0,040 -0,034 -0,046 -0,036 -0,042 -0,039 -0,037 -0,040 -0,040 -0,044
Co 80,35 78,03 8092 80,98 77,72 8434 7728 8064 8124 7938 8068 7950 7867 7523
RS, 396 399 422 383 342 390 423 385 410 390 377 379 423 398
I S 20,052 -0,053 -0,056 -0,050 -0,045 -0,051 -0,056 -0,051 -0,054 -0,051 -0,050 -0,049 -0056 -0,054
Co 7586 7480 7594 76,67 7560 7675 7550 7597 7673 7585 7592 76,75 7545 7428
RS, 285 293 323 289 281 306 337 28 333 330 308 307 312 293
1l S -0,037 -0,038 -0,043 -0,038 -0,038 -0,040 -0,046 -0,037 -0044 -0044 -0042 -0041 -0041 -0,040
Co 7715 7617 7591 7641 7487 7660 7312 7636 7522 7530 7322 7571 7603 7428
RS, 332 333 350 328 336 370 342 338 364 370 346 332 357 340
v S 20,042 -0,043 -0,044 -0,043 -0,044 -0,048 -0,045 -0044 -0046 -0047 -0046 -0042 -0,045 -0,047
Co 7835 7697 7965 77,01 7584 7670 7565 77,22 8005 78,81 7582 7851 78,70 72,58
R, 174 146 163 158 186 156 158 163 161 156 157 150 1,37 121
v S 20,028 -0,025 -0,027 -0,025 -0,031 -0,026 -0,026 -0027 -0026 -0026 -0026 -0025 -0025 -0,024
Co 6208 5800 6045 6224 5946 5990 5994 6142 6219 5945 6021 5981 5528 51,10

* | - aueronutpui/Boa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v), Il - aueron/Bona (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v), Il - Terpaxunpodypan/soaa (50:50,
60:40, 70:30, 80:20 v/v), IV - aniconytau etanoi/soaa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v), V - mponanon/Bozaa (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)
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JomatHo je cmpoBeleHa W JIMHEapHa KopesanuoHa aHayim3a pesyiarata RP-TLC
MCIUTHBaKa TunoduiHocT. Bpennoctu nodujene oom metonoM (Ry, S u Co) kopenucane
cy ca in silico ompehenum BpemHOCTHMa MApTHHUMOHOT Koeduiwjenta. M3pauyHatu cy
oarosapajyhu koedunujentu kopenamnuje (r) u 3akpydeHo je ma RP-TLC umje moromna
METO/A 332 UCHHUTHUBAIE JIMMO(PUIHOCTH HOBOCHHTETUCAHUX jeubeha. Mely npumemeHnumM
xpoMatorpad)ckuMm crcteMuMa HajooJby Kopemnanujy ca in Silico uspauynatum BpeaHocTHMA
logP mokasao je cucteM arconyTHu eTanoi/Bojaa. Koedunujentu kopenanuje () 3a HaBeIeHU
xpomarorpadcku cucteM npukazanu cy y Tademu 7.

Ta6esna 7. Bpennoctu koedunujenta kopenanuje () uamelhy xpomarorpadcKux mapamerapa
3a RP-TLC cuctem ancoixyTHH €TaHOJI/BOAA U MaPTHIIMOHOT KOe(pHIIMjeHTa

Xpomarorpagcku napaMmeTpu

IMapTnumonn koepuuujeHT

ROM S Co
MilogP 0,61 -0,72 -0,14
ilogP 0,37 -0,52 -0,21
xlogP3 0,68 -0,61 0,15
wlogP -0,21 0,45 0,37
mlogP 0,20 0,30 0,80
SILICOS-IT 0,45 -0,65 -0,29
Consensus logP 0,57 -0,39 0,33
MarvinSketch (logP) 0,47 -0,11 0,59
ChemDes (logP) -0,04 0,41 0,58

4.2.4, UcnutuBame Junopuianoctu npumenom RP-HPLC metone

Ca mmwibem oxapehuBama yrtunaja pH BpemHocTH Ha mapameTpe JUNOPUIHOCTH
onpehene RP-HPLC mertonoM, onabpaH je HHULMjATHU CET O] YeTHPH jeUberma (epuBaTu
2, 3, 8 u 14) xoju je uciuTaH MPUMEHOM TPH pa3IHIuTe MOOWITHE (haze (aneToHuTpuI/mydep
pH = 5,5, aneronutrpwi/mypep pH = 7,4 u auneToHuTpwi/BoAa) y HYETUPU pazIUuUTa
3anpemuHcka oanoca (50:50, 60:40, 70:30 u 80:20 v/v.). HaBenenu cet omabpan je Ha Taj
HauuH Ja OyAe y XEMHJCKOM CMUCIY pPENpe3eHTaTUBaH 3a 11€0 CKYNl HOBOCHMHTETHCAaHUX
jenumema. [lapamerpu munoduaHOCTH 32 01a0paHy IpyIy jenumbemha HaBeaeHu ¢y y Tabdenun
8.
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Ta6esa 8. Bpennoctu xpomarorpadckux napamerapa (logkw, S 1 ¢o) HOBOCHHTETHCAHUX
jembeHha

MoobuiHa dasza

Jenumeme Ilapamerap aneToHuTpwI/yQep aneTOHUTPUI/Imydep

pH=>55 pH = 7,4 alleTOHUTPUII/BOJIA

logkw 3,19 3,18 3,21
2 S -0,042 -0,042 -0,042
Po 76,06 75,80 76,16

logkw 3,48 3,49 3,50
3 S -0,044 -0,044 -0,044
Po 78,82 78,65 78,75

logkw 3,20 3,24 3,23
8 S -0,041 -0,042 -0,042
Po 77,65 77,52 77,74

logkw 3,30 3,30 3,29
14 S -0,045 -0,045 -0,045
Po 73,71 73,38 73,85

Ha ocHOBy HaBeneHHMX pe3yiaTara MOXE C€ 3aK/bYyYUTH Ja CY BPEIHOCTH
Xxpomarorpad)CKux mapamerapa 3a WHUIHMjaJHH CET jeJMbEeha BPJIO cindyHe 0e3 003upa Ha
MpUMEHEHY MOOWIHY (a3y, OJHOCHO, Ja TUNO(HUIHOCT jequemha HUje 3aBucHa ox pH
BpenHOCTH cpenuHe. M3 TOr pasmora OTydeHO je Ja ce HCIUTHBAKE JIMMO(PHIHOCTH
npumenoM RP-HPLC wmerozme 3a mpeoctanux AeceT jeAumbema CIOpOBENE y3 YHoTpeldy
MoOunmHe  ¢asze  aneTOHUTpwiI/Boja.  BpemHoctn — mapamerapa  JIMNOQUIHOCTH
HOBOCHHTETHCAHUX THOYPEUJHUX JIepUBaTa HallpoKceHa HaBeseHe cy y Tabenu 9.

Ta6esna 9. Bpennoctu xpomarorpadekux mapamerapa (1ogkw, S 1 o) HOBocHHTETHCAHUX
Jenumbemha T0OUjeHUX MPUMEHOM XpOMaTorpadcKor cucTeMa aleTOHUTPHIT/BO1a

Xpomarorpagcku napamerap

Jeanmeme logke S 0
1 3,35 -0,043 77,29
2 3,21 -0,042 76,16
3 3,50 -0,044 78,75
4 3,34 -0,043 77,25
5 3,06 -0,041 73,81
6 3,70 -0,046 80,18
7 3,66 -0,047 78,23
8 3,23 -0,042 77,74
9 3,50 -0,044 79,94
10 3,32 -0,042 78,36
11 3,31 -0,043 77,44
12 3,32 -0,043 77,12
13 3,45 -0,044 77,62
14 3,29 -0,045 73,85
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Xpomarorpadcku mapamerpu gooumjenn RP-HPLC meromom (logkw, S m ¢o) cy
Kopenucanu ca in Silico oxpeheHnM BpenrHOCTHMA MAPTHLIMOHOT KOC(UIM]jEHTa TPUMEHOM
MpoCTe JUHEapHe KopenanuoHe aHanuze. [loOujeHn cy oaroeapajyhu KoehuUIIHjeHTH
kopesanuje (r) urje cy Bpennoctu npukazane y Tademu 10.

Tadena 10. Bpennoctu koeduuujenarta kopenaimje () uamehy xpomarorpadckux
napametapa nooujeaux RP-HPLC meTomnoM u mapTuimoHor KoeduimjeHTa

Xpomarorpadgcku napamerap

IHapTunnonu xkoedpuumjeHT

logkw S Po
MilogP 0,82 -0,90 0,38
ilogP 0,80 -0,92 0,30
xlogP3 0,80 -0,75 0,57
wlogP -0,21 0,31 0,04
mlogP 0,00 0,33 0,51
SILICOS-IT 0,45 -0,65 -0,03
Consensus logP 0,75 -0,69 0,56
MarvinSketch (logP) 0,42 -0,16 0,69
ChemDes (logP) -0,23 0,48 0,24

3a mapoBe xpomartorpad)CKuX MapaMeTrapa U HMapTHUIMOHHX Koe(duIMjeHara Koju Cy
nokaszaiu Hajeehu crenen kopenarwje (|r| > 0,7) usBpieHa je npocra JHHEapHa PErpecuoHa
aHanmm3a, npu 4demy cy (opmupane oaromapajyhe perpecroHe jenHaunHE W HM3pAuyHATH
xoedurmjentu nerepmunanyje (R?). PesynTaty perpecrone aHanmse npukasanu cy y Tabemn
11.

Ta6esa 11. Perpecrione jenHaunHe U Koe(pUILIMJEHTH A€TEpPMHUHALIN]€ TUHEAPHUX 3aBUCHOCTHU
usmeljy logP u RP-HPLC napamerapa.

Perpecnona jennauuna R?
MilogP = 0,4147-logkw + 1,3729 0,668
ilogP = 0,2914-logkw + 2,3839 0,637
xlogP3 = 0,5518-logkw + 0,3266 0,633
Consensus logP = 0,7372-logkw + 0,2192 0,565
MilogP = -0,0042S - 0,0233 0,809
ilogP = -0,0031-S + 0,033 0,852
xlogP3 =-0,0048-S - 0,0171 0,564
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4.3. HpoueHa nmacuBHeE raCTpOMHTECCTUHAJIHE ancopmmje
HOBOCMHTCTHCAHUX THOYPECUTHUX JIEpUBATA HAIIPOKCECHA

4.3.1. IIpoueHa macuBHe TraCTPOMHTECTHHAJIHE ancopnuuje npumenom PAMPA
TecTa

[lponena nacuBHE  racTPOMHTECTHMHAIHE  alCcopHiMje  cefaaM  ojabpaHHMX
HOBOCHHTETUCAHUX THOYPEHIHHX JiepuBara HampokceHa (2-7 u 11) je Hajupe ucnuraHa
npumeHoMm o6a PAMPA mMopena kako Ou ce yTBpAWIIO Ja JIM TIOCTOj€ pa3iuke y 100ujeHUM
pesynraruma. Pezyntatu PAMPA Tecrta 3a HCIIMTHBAHU CET jeANbEHh-a HaBeeHU cy y Tabenn
12.
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Tabesa 12. PAMPA napamerpu nepmMeaObMIHOCTH U PETCHIIN]E THOYPEHIHHUX JeprBaTa HampokceHa (2-7, 11) u nanpokceHa

PAMPA monen Jegumeme Ca(t)/Cp(0)  Pe (-10°) logPe R %T Papp (-10°9) logPapp
= 2 0,11+0,01 4652+6,92 -434+0,07 0,13+0,07 10,92+0,66 / /
g < 3 0,11+0,03 53,08+3,65 -428+0,03 0,24+0,18 10,76+ 2,55 / /
B 4 0,15+0,01 74,78+654 -4,13+0,04 0,19+0,04 15,02+ 1,07 / /
5 = = 5 0,12+0,00 44,78+2,27 -435+0,02 0,02+0,02 11,92+0,35 / /
¢ g = 6 0,11+0,03 67,74+17,24 -418+0,11 0,34+0,30 10,53 + 2,92 / /
28 7 0,13+0,01 11521+9,63 -3,94+0,04 -0,07+0,03 13,03+0,76 / /
& 11 0,11+0,30 50,30 +4,02 -4,30+0,04 0,32+0,21 10,71+ 3,00 / /
_ 2 0,22 + 0,01 / -5,34 + 0,02 / 21,85+0,65 4,57+0,18 5,34+0,02
5 = 3 0,18 + 0,02 / -5,43 + 0,06 / 17,92+1,66 3,54+0,41 543+0,06
2, g <2: = 4 0,14 + 0,02 / -5,57 + 0,06 / 14,43 +171 2,72+0,39 5,57 +0,06
5 5 A = 5 0,15 + 0,00 / -5,55 + 0,01 / 14,82 +0,21 2,80+0,05 5,55+ 0,01
Eckg 2 6 0,22 +0,01 / -5,34 + 0,02 / 21,67+0,71 452+0,20 5,35%0,02
§ & 7 0,16 + 0,01 / -5,52 + 0,04 / 15,87 +1,23 3,04+0,29 552 +0,04
11 0,23 + 0,01 / -5,37 + 0,03 / 2249+122 476+0,35 5,32+0,03
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C 003upom Ha TO J1a cy pe3yaTaTi qoOujeHu nmoMmohy ABa HaBeeHa MO/ieNia CIIMYHHU, /1a
ce npeuM PAMPA mozenom Mory m3padyHaTH peTeHIHje MCIMTUBAHUX jEeAMIbEHA U 1A je
MPUIMKOM HETOBE IPHUMEHE BpeMe HWHKyOaluje 3HauajHo Kpahe, oIIydyeHo je Ja ce
UCTIUTUBAKE MPEOCTAUX jEeAHbEha M3BPIIN YHOTPEOOM CHCTEMa XEKCaJeKaH/XEKCaH Kao
Bemrauke PAMPA wmemOpane. Pesynratu PAMPA Tecta 3a mpeoctanux ceaam
HOBOCHHTETHCAHUX jeNbEHha HaBeeHH cy y Tabenn 13.

Ta6ena 13. PAMPA napameTpu repMeaOuIHOCTH U PETSHIIH]e THOYPECHIHUX JIeprBaTa
nanpokcena (1, 8-10, 12-14) u nanpokceHa qooujenn npsumM PAMPA Monenom

Jennmeme Ca(t)/Cp(0)  Pe ( -10‘6! logPe R %T
1 0,11+0,01 40,14+3,10 -4,40+0,04 0,02+0,01 10,83+1,09
8 0,10+0,04 44,72+737 -435+0,07 0,16+0,28 9,89+3,75
9 0,11+000 39,38+156 -441+0,02 -0,06+0,01 10,89+0,38
10 0,11+0,00 38,93+144 -441+0,02 -0,03+0,02 10,78+0,35
12 0,12+0,01 43,72+261 -436+0,03 -0,01+0,03 11,90+0,65
13 0,07+0,02 29,62+043 -453+0,01 0,18+0,19 6,92+1,58
14 0,10+0,00 34,17+048 -447+0,01 -0,03+0,02 9,60+0,12

Hanpokcen 0,18 +£0,03 98,63+ 15,70 -4,01+0,07 0,21+0,06 18,09+ 3,44

4.3.2. Cratuctuuka anaau3za QSPR moaena

Bpennoctu craructuukux mapamerapa QSPR monena dopmupanux y codrepuma

alvaModel u STATISTICA naBenenu cy y Tabenu 14.
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Codraep

alvaModel

Tabena 14. Cratuctuuku mapamerpu QSPR Mozaena nodujenn y alvaModel u STATISTICA
corBepuma

Mopaea

OLS(logPe)

Perpecuona jenHaunna
logPe = 4,469 +

0,063*FO6[C-C] -
0,637*WHALES100 Rem

RMSEE RMSEP

0,080

0,166

Q%test

-1,685

r 2

0,333 0,111

tarening

0,483

PLS(logPe)

logPe = f(RDCHI, VE2_D/Dt,
SM4_Dz(i), Wi_B(e),
MATS6e, GGI3,
SpMax4_Bh(m),
SpMax4_Bh(i), P_VSA p_2,
Chil_AEA(bo),
SM06_AEA(dm),
Eig07_EA(ri),
Eigl0_AEA(ed), RDF040v,
RDF155p, E3v, L2p, ISH,
H7m, HATS2e, R1p+, SP19,
SsF, NssO, gmin, FO5[C-S],
CATS3D_03 DL,
CATS3D_10_AA,
CATS3D_02_AL,
s34 phRelSize)

0,055

0,072

0,495

0,747 0,559

4,674

SVM(logPe)

logPe = f(SM07_EA(dm),
CATS3D 02 AL)

0,077

0,069

0,536

0,956 0,914

0,543

STATISTICA

MLR(logPe)

/

/ /

/

PLS(logPe)

logPe = f(Mor25m, minssO,
RDF020m, s34 _relSize,
GATS2i, E2s, LOGP99,
GATS2e, SpMin5_Bh(s),
R8p+, R7p+, MATS2v, H8p,
SpMin6_Bh(s), JGI3,
RDF130s, ATSC2m, Mor14yv,
Morl3v, P_VSA i 3,
GATS7p, CATS3D_05_AA,
P_VSA ppp_A,
WHALES60_Rem, SpMax_L,
SpMAD_Coulomb,
CATS2D_09_AA,
SpDiam_AEA(ri), RDFO75i,
HATSSI.)

0,058

0,109

-0,166

0,467 0,218

/

SVM(logPe)

logPe = f(Mor25m, minssO)
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0,125

0,140

-0,930

0,554 0,307
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4.3.3. PeTeHUIMOHO TOHAIIAK€ HCITUTUBAHUX jequmbeba Y BMC cucremy

BMC wucnuTHBame CHpOBEACHO je Ha CETy OJ celaM THOYPEHJHUX JepuBara
HanpokceHa (2-7 u 11) u HanpokceHy kao peepeHTHOM jenumbery. [Ipunrkom onadbupa cera
3a UCTIMTHBAE OMpaHa Ccy jeIuberha Koja MPUIa/ajy XeMHjCKH Pa3INduTHM AepPUBATHMa KaKko
O ce Ha OCHOBY HKMXOBOT IOHAIIAka IpolieHmIa MoryhHnoct npumene BMC ucniutrBama Ha
IPEOCTaINX CelaM HOBOCHHTETHCAHMX JepuBara. J[0OMjeHH pe3yaTaTH M3paXeHH Cy Kao
pereHunono Bpeme (tr), perenuuonu dakrop (K) u merosa goraputmoana Bpeanoct (logk), a
npukasanu cy y Tabenu 15.

Tabdena 15. Perenunonu dakropu ncnutuBanux jeaumemna (2-7 u 11) y BMC cucremy

Jequmeme {r () K logk

2 37,24 30,03333 1,477604

3 35,54 28,61667 1,456619

4 42,06 34,05 1532117
5 27,57 21,975 1,341929
6
7

57,9 47,25  1,674402
43,94 35,61667 1,551653
11 37,9 30,58333 1,485485

4.3.4. Cratuctuuka anaansza QSRR moaena

dopmupame MLR(K) monena n3Bpieno je npumenom MLR forward stepwise merona.
FSVS mnocrynkom omabpan je VE2sign_A neckpunrtop, Mmehytum, mume HHje Moryhe
dopmuparu Banmmaan MLR(K) monen. Ilpumenom MLR forward stepwise metone uzabpanu
neckpuntop je Mor20u u mume je 1o6ujeH Banuaan Mozaen. OBaj MoJieN KapaKTepHILy BUCOKE
Bpenoctr R u R? xoje m3noce 0,977, omaocHo 0,955. M3Benena jexnaunna MLR(K) moxena

TJIaCH:
logk = -25,5626+18,0194*Mor20u

4.4. In VivO HCIUTHBambe€ aKyTHEe TOKCHYHOCTH M AHTHHHQIAMAIHjCKe
aktuBHocTH Ha Wistar Albino manoBuma

4.4.1. UcnuTHBamke aKyTHe OpPaJiHe TOKCUYHOCTH

Kakxo 6u ce okapakrepucao 6e36enHocHu mpodmt 14 HOBOCHHTETHCAHUX jEAUHEhHA,
WCIUTAH je ’BHUXOB TOKCUYHU MMOTESHIIMjall Ha BUTAIIHE OpraHe. Pe3ynrtatu yHOca XpaHe, BOJie U
noBehama TellecHe TEKWHE, KA0 BAXKHU IMApaMETPH OIINTET CTama EKCIEPUMEHTAITHHX
KUBOTHUIA, puKazanu cy Ha Crumm 24. CpoBeeHO HCTPAXKHUBAKE j€ MOKa3alo Ja Hema
CTaTUCTUYKM 3HAYajHE DPA3JIMKe y PeJaTUBHO] TEXHHHM BUTAIHMX OpraHa usmely mnarosa
TpeTupaHe u KoHTposHe rpyme (Tabena 16).
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79



Ta0esa 16. PenaTuBHa TeXHWHA OpraHa KoJi €KCIIEpUMEHTAIHUX IpyIla U KOHTPOJIHE rpy1e

TaioBa
Opran ByoOper Cpue Jetpa Keaynan
Jenumeme

1 0,31+0,03 0,32+0,02 2,73+0,24 0,54 +0,05

2 0,34+0,04 0,33+0,04 3,07+0,38 0,57+0,04

3 0,32+0,06 0,31+0,03 2,85+0,17 0,50+ 0,05

4 0,33+0,07 0,30+0,03 2,45+0,15 0,50+ 0,05

5 0,30+0,03 0,31+0,03 2,97+0,33 0,53+0,04

6 0,35+0,05 0,34+0,02 3,01+0,29 0,55+0,03

7 0,29+0,03 0,33+0,03 2,64+0,46 0,50+0,04

8 0,32+0,02 0,31+0,01 2,65+0,15 0,51+ 0,06

9 0,29+0,03 0,29+0,03 3,01+0,27 0,56+ 0,03

10 0,31+0,04 0,34+0,04 2,67+0,15 0,58 +0,04

11 0,33+0,05 0,32+0,02 2,83+0,20 0,54 +0,05

12 0,32+0,04 0,35+0,03 2,76+0,36 0,59 +0,05

13 0,28+0,06 0,30+0,04 3,09+0,27 0,50 + 0,06

14 0,29+0,04 0,31+0,02 2,03+0,42 0,53+0,04
KonTposna rpyma 0,33+0,01 0,31+0,01 291+0,10 0,53+0,04

4.4.2. In Vivo HcnuTHBaKk-€¢ aHTHHH(JIaMaIUjcKe AKTHBHOCTH

C 003upoM Ha TO Ja CHHTETHCAaHA je[umemha y HajBehoj mo3u ox 10 mg/kg Hucy
MOKa3ajia TOKCUYHOCT, CIIPOBENICHO je iN VIVO HCIHUTHBakbe aHTUUH(IaMAaINjCKe aKTHBHOCTH
ynotpebomM wmojena wuHpIaMaluje wu3a3BaHe KapareHaHoM. KapareHaHoM WHIyKOBaHa
uHGIaMaiuja ce MaHudecToBaga y BUAy OTOKa Imane, a epexaT NpUMEHhEeHUX CYICTaHIM je
KBaHTU(HUKOBAH MeEpemeM JAeOJpMHE IIare KamumnepoM. Pesynratn aHTHHH(IAManujcKe
aKTUBHOCTH MpuKa3aHu cy y TaGenu 17 u va Cnunn 25.
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ExcnepuMeHTaHa rpyna

mrarne + craHaapaHa JIeBUjalyja u Kao MpoIeHaT HHXUOUIH]je

Jebdbuna mane nanosa (mm) (% nuxubunuje)

Ta6ena 17. Autunndramaiyjcka akTHBHOCT UCIIMTUBAHUX JeIUI-EHha U HAITPOKCEeHA. Pe3ynraTu cy u3pakeHu Kao cpefiha BpeJHOCT Ae0JbruHe

Oh 1h 2h 3h 4h
Jenumeme 12,5 mg/kg 457+031 6,50 0,40 (20,275%) 6,50 £ 0,40 (11,111%) 6,20 + 0,30 (10,502%) 5,53 + 0,29 (33,333%)
Jenumeme 15,0 mg/kg 440+036 7,00+0,10 (-7,216%) 6,50 £ 0,17 (3,448%)  58+0,20 (23,288%) 5,27 + 0,29 (40,230%)
Jenumeme 1100mg/kg  4,47+051  7,03+0,12(-5842%) 6,60 £0,10 (1,916%) 6,10+ 0,17 (10,502%) 5,27 + 0,50 (44,800%)*
Jenumeme 2 2,5 mg/kg 437+0,15 657+1,16(9,278%) 6,07 0,72 (21,839%) 5,77 £ 0,42 (23,288%) 5,30 + 0,26 (35,632%)
Jenumemse 2 5,0 mg/kg 477+021  7,03+0,47 (6,529%) 6,40 + 0,53 (24,904%) 5,70 0,20 (48,858%)* 5,53 + 0,29 (47,126%)*
Jenumeme 2100mg/kg  4,63+0,06  6,5+040(23,024%) 6,17 +0,67 (29,502%) 5,53 + 0,15 (50,685%)* 5,33 % 0,25 (51,724%)*
Jenumese 3 2,5 mg/kg 430+028 6,25+0,21 (19,588%) 6,0+ 0,57 (21,839%) 550 £ 0,42 (34,247%) 5,10 + 0,14 (44,737%)
Jenumeme 3 5,0 mg/kg 413+025 6,40+0,79 (6,529%) 5,73 +0,38 (26,437%)* 544 +0,28 (28,584%) 4,97 + 0,42 (42,529%)*
Jenumeme 3100mg/kg  3,90+020  6,23+0,25(3,780%) 5,80 +0,26 (12,644%) 527 + 0,15 (25,114%) 4,67 + 0,38 (47,217%)*
Jenumeme 4 2,5 mg/kg 403+006 593+0,25(21,649%) 5,40 +0,10 (37,165%)* 5,17 +0,15 (37,900%) 4,90 + 0,10 (40,523%)*
Jenumeme 4 5,0 mg/kg 440 £0,62 6,10 0,44 (29,897%)* 597 £0,25 (27,969%) 570 + 0,46 (28,767%) 5,22 + 0,50 (43,218%)*
Jenumeme 4 100mg/kg 4,23 +0,06 6,00+ 0,10 (27,148%)* 5,70 + 0,20 (32,567%)* 530 % 0,17 (41,553%)* 4,90 + 0,20 (54,013%)*
Jenumemse 5 2,5 mg/kg 357+0,12 5,73+0,12(10,653%) 5,37 +0,25(17,241%) 5,20 £0,20 (10,502%) 4,57 0,15 (31,034%)
Jenumee 5 5,0 mg/kg 3,10+0,00 5,05+0,07 (19,588%)  4,85+0,07 (19,540%) 4,40 + 0,14 (28,767%) 3,95 + 0,07 (41,379%)
Jenumeme 5100mg/kg  4,00£0,28 550,71 (38,144%)* 5,35 + 0,64 (37,931%)* 590+ 0,71 (39,726%) 4,75 + 0,49 (48,276%)
Jenumeme 6 2,5 mg/kg 403+0,06 6,17+0,31 (11,753%) 5,87 + 0,23 (15,709%) 5,37 £ 0,55 (26,941%) 4,93 0,21 (37,931%)
Jexumeme 6 5,0 mg/kg 447+035 6,47+0,57 (17,526%) 6,17 £0,06 (21,839%) 577 +0,06 (28,767%) 5,27 + 0,21 (44,724%)
Jemumeme 6 10,0mg/kg  430+0,62 6,20 £0,20 (21,649%) 6,17 + 0,23 (14,176%) 5,27 + 0,72 (47,103%) 5,03 % 0,76 (49,425%)*
Jenumeme 7 2,5 mg/kg 513+0,29 7,03+0,15(21,649%) 6,47 0,21 (38,697%)* 6,10 + 0,20 (47,032%)* 5,87 + 0,21 (49,425%)*
Jenumeme 7 5,0 mg/kg 527+040 7,10 +0,17 (24,399%) 6,80 0,20 (29,502%)* 6,43 + 0,32 (36,073%) 6,03 + 0,61 (47,126%)
Jenumeme 7100mg/kg 4,80 053 6,87 0,25 (14,777%) 6,50 + 0,36 (21,839%) 6,03+ 0,21 (32,420%) 5,47 + 0,38 (54,123%)*
Jenumemse 8 2,5 mg/kg 370+0,44 567 £0,15(18,900%) 543 +0,15(20,307%) 5,07 0,21 (25,114%) 4,53 + 0,50 (42,529%)*
Jenumemse 8 5,0 mg/kg 413+031 6,0+0,36(23,024%)*  58+0,44 (23,372%) 540 0,44 (30,594%) 4,96 + 0,35 (42,989%)*
Jenumeme 8 100mg/kg 4,27 £0,15 6,0+ 0,40 (28,522%)* 5,60 + 0,44 (38,697%)* 527 + 0,38 (45,205%)* 5,07 + 0,21 (44,828%)*
Jenumemse 9 2,5 mg/kg 477+0,15 6,60 0,10 (24,399%)* 6,33 0,06 (27,969%)* 5,97 + 0,06 (34,247%) 5,70 + 0,26 (35,632%)
Jenumeme 9 5,0 mg/kg 463+029 6,53+0,32(21,649%) 6,23 +0,23 (26,437%) 5,90 + 0,17 (30,594%) 5,50 + 0,36 (40,230%)*
Jenumeme 9100mg/kg  4,30+0,20 6,20 +0,17 (21,649%)* 5,83 + 0,29 (29,502%)* 5,33 + 0,15 (43,379%)* 5,05 % 0,09 (48,276%)*
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Jenmmeme 10 2,5 mg/kg  4,17+0,60 6,17+ 0,51 (17,526%) 6,07 +0,83 (12,644%) 5,77 £0,85 (12,329%) 5,17 + 0,75 (31,034%)
Jenumeme 1050 mg/kg  473+0,15 6,47 £0,51 (28,522%) 6,13 + 0,47 (35,632%)* 5,77 + 0,32 (43,379%)* 5,67 + 0,40 (35,632%)
Jenumeme 10100 mg/kg  4,23+0,38 6,20 £0,36 (18,900%) 593 +0,31 (21,839%) 5,70 + 0,44 (19,635%) 5,20 + 0,44 (33,333%)
Jenumeme 1125 mg/kg  540+0,80 7,30 £0,60 (21,649%) 6,97 + 0,67 (27,969%)* 6,67 + 0,80 (30,593%) 6,50 + 0,80 (24,137%)
Jenmmeme 1150mg/kg  507+0,32 6,97 +0,12 (21,649%) 6,73 +0,15 (23,372%) 6,27 £0,23 (34,247%) 6,07 + 0,15 (31,034%)
Jenmmeme 1110,0mg/kg  513+0,32  7,33+0,06 (9,278%)  6,93+0,12 (17,241%) 6,63 +0,15(17,808%) 6,17 + 0,31 (28,736%)
Jenumeme 1225mg/kg  4,60+0,36 6,83 £0,38 (7,004%) 6,43 £0,40 (15,709%) 6,00 + 0,30 (23,288%) 5,53 + 0,06 (35,632%)
Jenumeme 1250 mg/kg  4,07+0,06 6,07 £0,64 (17,526%) 583 +0,49 (18,774%) 5,57 +0,38 (17,808%) 5,03 + 0,12 (33,333%)
Jenumeme 12100 mg/kg  4,37+0,38 6,33 £0,21 (18,900%) 6,03 + 0,06 (23,372%) 5,60 + 0,10 (32,420%) 5,17 % 0,21 (44,828%)*
Jenumeme 13 25 mg/kg  4,70+0,17 7,0 £0,10 (5,155%) 6,60 0,10 (12,644%) 6,13 + 0,12 (21,461%) 5,83 + 0,06 (21,839%)
Jenumeme 1350mg/kg  443+031 6,90+0,10 (-1,718%) 6,43 £0,32 (8,046%) 5,90 + 0,36 (19,635%) 5,47 + 0,23 (28,736%)
Jenumeme 13100mg/kg  4,80+0,36 6,77 £0,42 (18,900%) 6,40 + 0,36 (26,437%)* 6,10 + 0,36 (28,767%) 5,80 + 0,30 (31,034%)
Jenumeme 1425 mg/kg  440+053 6,53 £0,42 (12,027%) 6,23 £0,25 (15,709%) 5,90 + 0,26 (17,808%) 5,33 + 0,49 (35,632%)
Jenumeme 1450 mg/kg  4,93+0,12 6,77 £0,38 (24,399%) 6,53 + 0,42 (26,437%) 6,17 + 0,25 (32,420%) 5,80 % 0,10 (40,230%)*
Jenumeme 14 10,0 mg/kg 4,87 +0,25 7,03 +£0,21 (10,653%) 6,47 + 0,06 (26,437%)* 6,03+ 0,25 (36,073%) 5,67 % 0,21 (44,828%)*
Hanpokcen 2,5 mg/kg 423040 6,20+0,10 (18,900%) 5,87 £0,12 (24,904%) 5,60 £ 0,17 (25,114%) 5,03 + 0,25 (44,328%)*
Hanpoxkcen 5,0 mg/kg 4,10+0,10 5,87 +0,23 (27,148%)* 5,37 £0,31 (41,762%)* 5,07 + 0,35 (47,083%)* 4,83 + 0,21 (49,448%)*
Hanpoxkeen 10,0 mg/kg 417030 5,73 +0,20 (35,395%)* 5,40 + 0,40 (43,295%)* 5,20 + 0,30 (45,205%)* 4,80 + 0,40 (56,322%)*
19% DMSO 4,40 £ 0,08 6,83 0,30 6,58 + 0,30 6,23 + 0,46 5,85 + 0,31
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Hanpoxcen 10 mg/kg

Jeammeme 3 2,5 mg'kg
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z
=
0 T T T 1
0 1 2 3 4
Bpeme (h) Bpeme (h)
3] Jb)
—_— 60_ N
S -8 Jenumeme 14 2.5 mg/kg
-~ Jenmmeme 13 2,5 mg/kg 2 - Jenumeme 14 5 mg/ke
<
=~ Jemumeme 13 5 mg/kg E 40— ¥ Jenumeme 14 10 mg/kg
¥ Jeanmweme 13 10 mg/kg § —+— Hanpoxkcen 2,5 mg/kg
v
—+— Hanpoxcen 2,5 mg/kg -:; 20 Hanpoxcen 5 mg/kg
=
Hanpoxcen 5 mg/kg % - Hanpoxkcen 10 mg/kg
-l Hanpokcen 10 mg/kg -
=
0 | 1 T 1
20 Bpeme (h) 0 1 2 3 4

Bpeme (h)

Cauka 25. [IporieHar nHXUOUIMje efieMa Iane rnainoBa TPeTUPaHuX jeaumemneM 1 (A),
jemumemeM 2 (B), jenumemem 3 (B), jemumemem 4 (1), jemumemem 5 ([1), jenumemeM 6 (D),
jenumemeM 7 (E), jenumemem 8 (OK), jenumemem 9 (3), jenumermem 10 (1), jeaumermem 11
(1), jemumemem 12 (K), jemumemem 13 (JI) u jenumemem 14 (Jb) y no3um ox 2,5 mg/kg,

5 mg/kg u 10 mg/kg
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4.5. UcntuBame COX-2 n 5-LOX uHXHOMTOPHE AaAKTUBHOCTH

Ca musbeM J1a ce MPOICHH MOTCHIMjAIHU MEeXaHH3aM aHTHUHH(IaMalnjCcKor JejCTBa,
UCIHTAH j€ MHXUOUTOPHH TMOTEHLHUjaJl CHHTETUCAHUX THOYPEUTHHX JepHBaTa HAIPOKCEHA
npema COX-2 u 5-LOX enszumuma. Pesynratn COX-2 u 5-LOX uHXMOUTOpHE aKTUBHOCTH,
u3paxxeHu kao npoueHat naxuounuje Ha 10 umol/l u ICso BpenHocTH, npukazanu cy y Tabenun
18. Mcnurana je u mHXUOMTOpHA aKTHUBHOCT cenekTuBHOT COX-2 (menekokcn6) m 5-LOX
(3uI1eyTOH) MHXUOUTOPA, Ka0 ¥ MMOJIAa3HOT JIeKa HAlTPOKCEHA.

Tabesa 18. Pesynratn COX-2 u 5-LOX nHXuOUTOpHE aKTUBHOCTH

COX-2 npouenar COX-2 5-LOX npouenar 5-LOX

Jenmmeme uﬂxnﬁnunje ( 1Cs0 EM! nﬂxnﬁnunje $|C50 LlM!
1 24,73 +1,11 HO 34,25+ 1,04 19,16 +£ 0,96
2 18,77 + 4,37 HO 25,12 +1,83 39,77 £1,98
3 23,39 + 0,57 HO 47,02 £ 4,32 9,52+1,51
4 37,71 +£0,28 HO 77,20 £ 0,26 0,30+0,12
5 19,58 + 4,55 HO 46,19 + 4,87 16,74 £ 1,79
6 23,99 + 5,36 HO 23,63 +2,14 HO
7 24,23 £ 5,77 HO 20,72 +£4,19 HO
8 36,23 + 16,45 HO 34,63 +5,84 HO
9 26,84 + 6,07 HO 12,94 + 5,47 HO
10 12,64 + 4,99 HO 27,92 £ 0,57 HO
11 16,18 + 13,72 HO 31,24 £5,45 HO
12 13,82 £ 6,41 HO 29,72 £ 8,56 HO
13 23,12 £ 9,83 HO 19,84 + 13,22 HO
14 29,80 +12,12 HO 46,24 + 0,40 HO
Hanpokcen 72,15+ 1,40 0.20 £ 0.02 HU HU
Ienxexoxen6 85,02 + 0,31 0.07+0.01 HU1 HU1
3uj1eyToH HU HU 64,85 + 0,39 0,36 0,10

*HO - Huje moryhe ogpenutu
**HU - Huje ucnutuBaHo

4.6. CTyauja MoJIeKYyJICKOT TOKHHTA

In silico mporeHa noTeHIMjaia HCIIMTHBAHKUX jeANbCHHA J1a CE BEXKY 32 aKTHBHA MeECTa
COX-2 u 5-LOX ensuma crnpoBefeHa je NPUMEHOM CTyIHje MOJIEKYJICKOT JIOKWHTA.
[Torenmujan Be3uBama je UCIUTAH HA OCHOBY BPEIHOCTH €HEpruje Be3uBama, Opoja U TUIa
Be3yjyhux uHTepakuuja. Mozen Be3nBama HalpokceHa 3a akTuBHO MecTto COX-2 npukasaH je
Ha Cnunm 26, 1ok je HauuH ykianarkka NDGA u 3uneytona y karanutudkoM mecty 5-LOX
npuka3ad Ha Cnumu 27. CBux 14 HOBOCHMHTETHCAHHX jeIMbCHha j€ YKIIAMaHo y o0a MujbHa
eH3uMa. EHepreTcku HajmoBoJbHHUjE KOH(OpMalMje 3a Be3uBame cy npukaszane Ha Ciinkama 28
u 29, 0K Cy BpeTHOCTH BbUXOBE EHEpPruje Be3nBama npukasane y Tademu 19.
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Cauxka 27. Monexkyicko ykiamname NDGA (A) u 3uneyrona (b) y akruBao Mecto 5-LOX

Tadena 19. Bpennoctu enepruje BesuBama (kcal/mol) ucnutuBanux jenumerma

*HU - Huje ucnutuBano

Jennmeme COX-2 5-LOX

1 -14,40 -7,70

2 -14,90 -7,47

3 -14,13 -6,74

4 -14,94 -8,39

5 -14.42 -7,30

6 -8,76 -1,77

7 -9,41 -7,98

8 -14,53 -8,00

9 -14,57 -7,54

10 -14,27 -9,19

11 -12,77 -9,24

12 -14,62 -8,54

13 -11,28 -9,29

14 -8,99 -7,86

Hanpokcen -13,13 HU

3u1eyToH HU -10,67

NDGA HU -8,77
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Cauka 28. MonekyIcko ykianame jequmbema 1 (A), jenumena 2 (b), jenumema 3 (B),
jemumema 4 (1), jemumema 5 (J]), jenumema 6 (D), jemumema 7 (E), jenumema 8 (0K),
jemumema 9 (3), jemumema 10 (M), jenumema 11 (J), jenumema 12 (K), jenumema 13 (JI) u
jemumera 14 (Jb) y aktuBHO MecTto COX-2
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Cauxa 29. Monekyscko ykianame jeaumemna 1 (A), jenumema 2 (b), jenumema 3 (B),
jemumema 4 (1), jemumema 5 ([1), jenumema 6 (D), jenumema 7 (E), jenumema 8 (0K),
jemumema 9 (3), jemumema 10 (M), jemumema 11 (J), jenumema 12 (K), jenumema 13 (JI) n
jenumemwa 14 (Jb) y aktuBHO Mecto 5-LOX
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4.77. UcnuTHBamb€ MUTOTOKCHYHE AKTUBHOCTH

Pesynraru uctpaxuBama cy 00yxBaTUiIH oJpehuBame cTerneHa aHTUIpoudepaTnBHe
aKTUBHOCTH THOYPEUIHMX JEpHBaTa HAIPOKCEHA Ha MAaJWTHO M3MEHEeHMM henujama M Ha
KOHTpOJHO]  momynanuju  (pubpobmactuma). Ilopex  Tora, HCIOUTHBAaH je M|
a"TUnponudepaTuBHu epeKaT HANMpPOKCEHA Kao KOHTPOJHOT JieKa. AHTHUTyMOpPCKH edekar
MPETXOHO TIOMEHYTHX jeanmera je onpeher MTT tecTtoM y Tpu BpeMeHCKa HHTEpBaia, Ipu
yemy cy uspauyHare |Csp BpeJHOCTH 3a CBako jeaumbeme nojeaunnadno (Tademna 20).

Tabema 20. ICso BpenHocTH jequmena 1-14 u Hanpokcena HakoH 24, 48 u 72 cara npema
MRC5, MDA-MB-231, HCT 116 u HelLa henujckum nuanjama. Pesynraru cy npukazanu
Kao cpellba BPEAHOCT + CTaHapHa JICBHjallnja

ICs0 (uM) MDA-MB-231 HeLa

Jeanmeme 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
1 >200 >200 >200 >200 >200 104+ 8
2 >200 >200 130,5+ 10,4 >200 >200 >200
3 >200 >200 >200 >200 120,5+9,3 11,7+4,3
4 >200 >200 110,2 £ 12,9 >200 1009+12,2 90,8 +£8,3
5 >200 >200 120,3 £ 14,8 >200 160+ 13 107 £ 10
6 >200 >200 >200 >200 >200 >200
7 >200 >200 >200 >200 >200 >200
8 >200 >200 >200 >140,5+7,2 97,6+10,9 9,1+£2,5
9 >200 >200 111,7+ 18,1 >200 >200 1204 £8,7
10 1009 +11,2 70,5+8,3 42,2+9,8 >200 110,7 £ 8,3 85,3+9,1
11 >200 >200 >200 >200 >200 >200
12 >200 >200 >200 135,4+16,8 103,2+9,5 72,8+ 6,9
13 >200 >200 99,5+ 8,2 >200 >200 >200
14 >200 >200 1174+ 15,3 >200 150,7+ 14,2 110,1 £11,5

Hanpokcen >200 >200 >200 >200 >200 >200

ICso (uM) MRC-5 HCT 116

Jemumeme 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
1 >200 >200 >200 >200 >200 >200
2 >200 >200 >200 >200 110,8 £ 15,2 82,8+10,6
3 >200 >200 >200 >200 >200 >200
4 >200 >200 >200 200 1064+129 71,6 9,9
5 >200 >200 >200 >200 157,7+9,3 108,6 £ 14,2
6 >200 >200 >200 >200 >200 >200
7 >200 >200 >200 >200 >200 1004 £11,3
8 >200 >200 >200 >200 >200 100,7 + 15,5
9 >200 >200 >200 >200 105,2+ 14,8 52,9 +8,1
10 >200 >200 >200 120,4 + 8,8 97,2+ 6,8 33,3+5,5
11 >200 >200 >200 >200 >200 >200
12 >200 >200 >200 >200 159,3+17,5 68,8+£9,5
13 >200 >200 >200 >200 >200 99,6 + 4,9
14 >200 >200 >200 1502+7,6 107,5+12,7 47,154

Hanpokcen >200 >200 >200 >200 >200 >200
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4.7.1. lluroTokcuyHH edeKaT THOYPEHTHHUX JepuBaTa HampokceHa Ha heauje
KapuuHoma aojke MDA-MB-231

HcnutuBan je aHTUTYMOPCKH e(dekaT dYeTpHAeCT CHHTETUCAHUX THOYPEHIHUX
JepuBaTa HarpokceHna Ha henuje kapuuHoma gojke MDA-MB-231. PesynTaTu cy nokaszanu ga
CBUX dYeTpHaecT jenumema (1-14) makoH 24 yaca WHKyOaiuje HCIOJbaBajy BeoMa clad
IUTOTOKCHYHU edekart, npu yemy cy cBe |Cso Bpennoctu uzHocwmiie npeko 200 UM. Hakon 48
YaCOBHOT TpeTMaHa, jenumemne 10 je mokazano ymepeH MuToToKCuIHu edekat, a |Cso BpemHoct
je m3nocuna 70,5 WM. 3a paznuky o1 MPeTX0HO MOMEHYTOT jeIUbEHha, OCTAIIU THOYPECHIHU
JIEpUBATH HAMPOKCEHA Cy MCIOJHMIIM BeoMa ciiad aHTuTyMopcku edexar Ha MDA-MB-231
henmje, npu uemy cy ICso Bpeanoctu nznocuie npexo 200 M. Hakon 72 gaca nnkyOanyje,
jenumema 10 u 13 cy ucmosbriia yMepeH aHTUTYMOPCKH eekaT Ha TeCTupaHe Majaurae henuje,
npu uyemy cy ICso Bpemnoctu wmsnocune 42,2 UM u 99,5 pM. Ilpeocramux aBaHaect
CUHTETHCAHUX THUOYPEUTHUX JepuBaTa HANpPOKCEHa j€ HCIOJbUIO BeoMa  ciad
arTunponrdeparnBau edekar. HampokceH je y cBa Tpu BpeMEHCKa HHTEpBajia M0Ka3ao BeoOMa
ciab antutymopcku edekar Ha MDA-MB-231 henuje npu uemy cy 1Cso BpeaHocTu nznocusne
npexko 200 UM (y cBa Tpu BpeMeHCKa uHTepBaja). Moxe ce 3ak/bydyuTH Ja MPETXOAHO
noMeHyTa jeaumera (1-14) HuCy ocTBapmiia CHaKaH aHTHTYMOPCKH edekar Ha henuje
kapruHoma nojke MDA-MB-231.

4.7.2. llutoTokcnyHU edeKaT THOYPEHJIHHX JepuBaTa HampokceHa Ha heawmje
kapunHoMma rpanha marepune Hela

AnTHNIpOIM(epaTUBHU edeKaT THOYPEHIHUX JepUBaTa HAIIPOKCEHa j€ NCIUTHUBAH Ha
henujama kapruaoma rpauha marepuiie Hela (Ta6ena 20). Hakon 24 yaca nnkyOaruje, CBUX
YeTpHAECT UCIUTUBAHUX jeaumema (1-14) je mokaszano Beoma ciad HUTOTOKCUYHU edekarT,
onHocHo 1Cso BpeaHocTu cy uznocwie npeko 100 pM u npexo 200 UM. Hakon 48-gacoBHOT
TPEeTMaHa, JeUbEeHe 8 OCTBAPUIIO j€ YMEpEeH IIMTOTOKCHMYHHU edekaT Ha ucnutuane Hela
hemuje, mpu wemy je m3pauynata |Cso BpemnocT m3Hocmia 97,6 M. Ocrana tectupana
jeIMmbema cy MoKaszaja BeoMma ci1ad aHTUTYMOpPCKU edekaT HakoH 48 vacoBa MHKyOaryje.
Hakon 72 uaca mHKyOanuje, jeIMmbEme 3 je MOKA3alo CHaKaH IIUTOTOKCHYHU edekaT Ha
manurae henuje, npu yemy je 1Cso Bpeanoct usnocuna 11,7 UM (Cnuka 30). Jenumeme 4 je
HaKOH 72 Yaca ToKa3ajo yMepeH antunpoiudepatuBHu edekat, mpu demy je 1Csp BpemHoCT
m3Hocuna 90,8 UM. 3a pasnuky oA MPEeTXOJHO IMOMEHYTOT jelUbera, jelumbemne 8 je
OCTBApWJIO CHAKaH aHTHIIpoiu(epaTuBHU edekaT Ha KaHIepcke hemmje, a m3pauynara 1Cso
BpeaHocT je uznocmia 9,81 UM (Cruka 30). Jemumema 10 u 12 cy HakoH 72 yaca WHKyOarmje
MoKa3ajia yMEepeH IUTOTOKCHYHH epekaT Ha MauTHO m3MemeHe henmje, a ICso BpegHocTr cy
usnocuie 85,3 UM u 72,8 UM (Cnuka 30). Tlpeocrana jenumema Cy Mokaszana Beoma ciab
anTunponudepatuBHu edexar Ha henuje kapuuHoMa rpiauha MaTepulle HaKOH 72-4acoBHE
uHKyOamuje. HampokceH je y cBa Tpu BpeMEHCKa HHTEpBaja OCTBApHO BeoMa cCliad
arTunponndeparnBHu edexar Ha Hela hemmje. MokeMo 3akJbyUuTH Ja Cy jenumbema 3 U 8
UCTOJbUIIa CHAXKaH aHTUTyMOpcku edekaT Ha Hela henmje, nok cy jenumema 4, 10 u 11
OCTBapuUJIa yMEpEH aHTUNPOoIU(epaTUBHU eeKarT.
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Cauka 30. LlutoTrokcnuynu edekat jenumema 3, 8, 10 u 12 npema Hela henujckoj nunauju
HakoH 24, 48 u 72 cata. Pe3ynraru cy nmpuka3zaHu Kao cpe/ilba BpEAHOCT + CTaHapIHa
JeBUjaIyja

4.7.3. llutoTokcnuyHu edeKaT THOYPEHJIHHX JepuBaTa HampokceHa Ha heawmje
KoJiopekTagHor kapuunoma HCT 116

VY crnpoBeseHOM HUCTpPaKMBalby TECTUPAH j€ AHTUTYMOPCKH e(eKaT THOYPEHIHHX
JepuBaTa HanpokceHa Ha henuje kapuuaoma kosona HCT 116 (Tabena 20). Hakon 24 yaca
MHKYOAaIlMje CBUX YETPHASCT CHHTETHCAHWMX jenumera (1-14) je ocTBapmio Beoma ciabd
AHTUTYMOPCKU edekart, npu uemy cy nodbujeHe |1Csp Bpemnoctu msHocmie npeko 200 UM,
Hakon 48-yacoBHe unkyOanuje jenumeme 10 je mokazano ymepeH aHTUIPOIHQepaTUBHU
edekar Ha henmje komopekranHor kKapuuHoMma. OcTtana jequmkemha Cy 0CTBapuiIa Beoma ciad
aHTUTYMOpCKH edekaT Ha kaHIepcke hemuje HakoH 48 yaca uHKyOanuje, MpuU 4Yemy Cy
nobujene 1Csp Bpennoctn m3nocwie mpeko 100 UM u mpexo 200 UM. Hakon 72-gacoBHe
UHKYyOa1uje jeaumemna 2 1 4 cy nokasana ymepeH antunpoiudepatusau epexat Ha HCT 116
hemmje, mpu uemy cy mobmjene ICso Bpemnoctn m3nocwmie 82,8 UM u 71,6 pM. Takobhe,
jemumema 9, 10, 12 u 14 cy ocTBapuiia yMepeHy aHTUTYMOPCKY aKTUBHOCT HaKOH 72-4acOBHE
nHKyOanumje, 1ok cy nooujene |Cso BpeaHocTn n3nocuie pexom 52,9 UM, 33,3 uM, 68,8 UM u
47,1 pM. Ca ngpyre cTpaHe, HaIPOKCEH je MoKa3ao BeoMa ci1ab aHTUTyMopcku epexat Ha HCT
116 henuje y cBa Tpu BpemeHcka nHTepBana y3 nooujere |Cso Bpegnoctu ox mpexo 200 UM.
Ha ocHOBy cBera HaBeqeHOT MOXEMO 3aKJbY4WUTH Ja cy jenumema 2, 4, 9, 10, 12 u 14
OCTBapuUJIa yMEpeH HUTOTOKCUYHM epekaT Ha KaHllepcKke henuje, 10K Cy peocTana jeIumbemha
ocTBapuia Beoma ciad antupnonudepatuBau edpexar Ha HCT 116 henwje.

4.7.4. AuTunpoiaudepaTtuBHn edekaT THOYPEHJAHHX JAepPUBATA HANPOKCEHA HA
MAaJIUTHO Heu3sMemeHe henuje pudpodaacta MRC-5

Kontponnra hemujcka nmuauja MRC-5 ykibydeHa y UCTpaKUBame 3alpaBO IMMOKa3yje
KOJIMKH j€ CTETIEH CeJIEKTUBHOCTU THOYPEUIHUX JIepUBaTa HaIPOKCEHa, IPEU3NHI]€e, KaKaB je
anTunponrdepaTuBHN edeKkaT OBUX jeqUEHa IPEeMa MaJUrHO HEeW3MEHEeHUM henujama
(Tabena 20). Hakon 24 yaca nHKyOaIije cBa HICIMTHBAHA jeINCHA CY IMOKa3alla BeoMa cliad
arTunponudeparnBHu edekar, mpu yemy cy uzpauynare 1Cso Bpennoctn u3Hocuiie mpexo 200
MM. Takohe, nakon 48 wyaca wuHKyOauuje, jeaumema 1-14 cy mokaszana Beoma cial
artunpomudeparnBau epexar Ha MRC-5, mpu yemy cy nodujene 1Cso BpeaHOCTH M3HOCHITE
npeko 200 M. Ilocne 72-uacoBHe WHKyOaluje, THOYPEUIHHM JI€PUBATH HANPOKCEHA CY
MOKa3ajiy Beoma ciiab anTunponrdepaTuBHu edekat Ha MaTUrHo HensMeweHe henuje. Takohe,
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KOHTPOJIHH JIEK HAIPOKCEH je Y CBa TPH BPEMEHCKa MHTEpBaja JEMOHCTPHpAao BeoMma ciald
antunponudeparuBuu edexar ca nodujernm ICso Bpenrnoctuma ox npexo 200 M.

Ha ocCHOBY CBHX NpPETXOJHO HABEACHUX YHMICHUIIA MOXKEMO 3aKJby4UTH Ja
CHHTETHCAHA jeANIbEha He MOKa3y]y aHTUIponudepaTuBHU edeKaT Ha MaJIUTHO HEU3MEH-CHE
hemuje pudbpobmacra.

4.7.5. Edpexkar THOYpeHTHHUX JlepUBATA HANPOKCEHA HA Mpollec anmonrto3e heauja
kapuuHoma rpiauha matepune Hel a

Ha ocHOBY mpeTXogHO NpHKa3aHUX pe3yiTara 3aK/bydeHO je Jla jelumbema 3 U 8
MOKa3yjy CHakaH aHTUTyMopcku edekat Ha Hela hemuje. Cnenehu xopak y HCTpaxuBamy
MoJIpa3yMeBa MCIHUTHUBAKE KOJUM TUIIOM henujcke cMpTH J0Jla3d 10 Majaa BHjaOMIHOCTH
Manuraux henuja. M3 npeTxoaHo HaBeaeHHUX pasora kopuiihena je anekcud V/7AAD metona
3a nerekunjy tuna hemmjcke cmpru. Kannepcke Hela henuje cy Tpetupane oarosapajyhum
ICs0 koHUIEHTpanujama, a 3aTUM Cy HakoH 24-4acOBHE KyJTHBalMje OOjeHE MPETXOJHO
MIOMEHYTOM MeTOoZoM. TadyaH nmporeHaT anontoTckux henuja gerexrosan je FACS ananmszom.

Y KOHTpOIIHOj Tpynu HeTpeTHupaHux henuja HajBehu mpoleHAT cy YUHUIIEC BUjaOMIIHE
hemuje (90%). [Tomro je y muTamy KOHTPOJIA, OHOCHO henuje Koje HUCY TpeTupaHe, OUYeKUBaH
je HajBehu nporeHar BujadbuinHux henuja (Cnuka 31).

HcTpaxuBame je mokasayio ga HakoH TpermaHa Hela henmja nonaBamem jenumema 3
J0JIa3d 70 BeOMa jaKor aHTUIPOJIH(EepaTHBHOT e(peKTa aKTHUBALKjOM IIpoleca amonTo3e
(Cnuka 31). Ilpenmsuuje, oko 40% henuja ox yKyrHe HOIMyJal#je je IETCKTOBAHO Y PaHO)]
anonToTu4Hoj (as3u, 1ok je 3% henuja geTeKTOBaHO y CTaaujyMy KacHe amomntose. Takobe,
peructpoBaHo je oko 1% HexpoTrnuHuX henuja. MoxeMo 3aKJbYYUTH J1a j€ KOl OKO MOJIOBUHE
0]l YKyITHe nomyianuje hemamja Jo1nuio 10 akTHBUPamka paHe arornTo3e.

Haxon Tpermana Hel a henuja nonaBameM jenumemna 8, Hajpehu mpomeHaT KaHIIEPCKUX
henuja meTekTOBaH je y paHoj armontos3u, oko 48% (Cauka 31). Beoma manu mporenar hemuja
j€ yOo4eH y KacHO] amomTOTHYHO] Kao M y HeKpoTuyHo] (a3u. Ha ocHOBy Tora, moxkemo
3aKJbYUUTH JIa jeIUbemhe 8 CBOj aHTUIIPONIU(EepaTUBHU edekaT OCTBapyje aKTUBAIIMjOM paHe
amonTo3e MaUrHux hemnuja.
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Cauka 31. [Iporouna ruromerpujcka anainu3a Hela hemuja o6ojenux anekcuuom V/PI. Y
HeTpeTupaHoj (KOHTpoHOj) u 24-yacoBHo TpeTupanoj (ICso jenumerma 3 u 8) rpynu Hela
henmuja, TaukacTH TpapUKOHM TMOKa3yjy MpoleHaT henujcke BHjaOMIHOCTH (MOMBH JICBH
KBAJIPaHT), paHe anomnTo3e (JIOWmH JeCHH KBaIPAHT), KaCHE aronTo3e (TOpmbH JISCHU KBAIPAHT)
1 Hekpo3se henuja (ropmu J1eBU KBaJpaHT). Pe3ynratu cy mpuKa3aHu Kao JujarpaMH r'yCTHHE
anexcuH V-FITC u Pl OGojewa (A), ka0 u y hopMu JBOJMMEH3MOHATHUX CTYOHMYACTHX
rpadukona (B) ca mpoceunnM BpeaHOCTHMA BHjaOMITHOCTH (T1aBa), paHe anomnTtose (IpBeHa),
KacHe aromnro3e (3eJ1eHa) 1 Hekpose henuja (JbyOnuacTa) y TpH OfBOjeHa eKCIIEpHMEHTA.

*p < 0.05 y mopehemy ca HeTpeTupanuM henmrjama (KOHTPOIHA TpyIa)

4.7.6. EdpexaTr THOYpeHIHHX JepUBATA HampokceHa Ha heamjcku mukayc Hela
henuja

AHTUTYMOpCKH edekaT ce Moke MocTWhW Ha JBa HAuWHA. aKTUBAIMjOM TpoIieca
nporpamupane hemaujcke CMpTH WM UHIYKITA]OM 3acTOja hemrjckor mukiryca. 300T YN eHHIIE
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na jenumbema 3 U 8 MHAYKY]Y aKTUBAIM]y paHe arnonTo3e, HapeIHU KOpPaK y UCTPaKUBABY je
00yXBaTHO HCIIMTHBAKE YTUIIAja OBUX jeANbEha Ha hennjcku MUKITyC KaHuepekux hemnuja.

henujcka nunuja Hela je Tpetupana nooujenum ICso BpeqHocTHMa, a 3aTHM j€ BpIICHA
nereknuja hemuja y Go/Gi1, S u G2/M da3u henujckor mukinyca. Herperupane henwmje cy
IpeaCTaBbajie KOHTPOJIHY Momyjanujy u Hajpehu nporuenat henuja nHanasuo ce 'y Go/G1 u G
¢a3u. Mamu nporieHar henuja gerekroBas je y S dasu henujekor muknyca (Crvka 32).

HaxoH TpeTmaHa, 0OJTHOCHO JI0/IaBamba jeHbEHha 3, MOXKEMO BUJICTH JIa je Y OJJHOCY Ha
KoHTposHy henujcky nonynanujy Hajehn ckok npouenra henuja nerextoBan y Go/Gi dasu
hemujckor nukiayca. Moxkemo pehu ga ce aHTHTYMOPCKH e(ekaT jequmema 3 3aCHHUBa Ha
aKTHBaIMju mporpamupane hemujcke cMptu u mHAYKIMjU 3actoja y Go/G1 ¢dasu henmjckor
mukiayca (Civka 32).

[IpumenoM jequmema 8 MOKEMO jacHO BUICTH Ja je HajBehu ckok mporeHTa henuja y
OJIHOCY Ha KOHTpOJIHY henujcky momynamujy aetektoBad y Go/G1 ¢asu henujckor mukiyca.
[Ipeunsnuje, cBoj anTUnposmpepaTHBHU edekar jeaumeme 8 ocTBapyje aKTHBALWjOM
nporpamupane henawjcke CMpTH M HHAYKIUjoM 3actoja ¥ Go/Gi ¢asu hemujckor mukiyca
(Cnuka 32).
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Cauxa 32. Edextn jenumemwa 3 u 8 Ha hemujcku muxnyc Hela henumja. Pesynratu cy
npukaszanu kao nujarpamu Pl 6ojema (A) u nBoauMeH3noHaNHU cTyondactu rpadukonu (Bb)
KOjH TI0Ka3yjy mpoceuan 0poj henuja y Tpu oBojeHa ekcriepuMenTa koje ¢y y Go/G1 (miasa),
S (mapanyacra) u G2/M (cuBa) ¢a3u henmjckor nuKiIyca HeTpeTHpaHe (KOHTPOJIHA Ipyma) U
24-gacosHo Tpetupane (ICso jenumemwa 3 u 8) rpyne Hela henmja.

*p < 0.05 y mopehemy ca HeTpeTupanum henrjama (KOHTPOJHA TPyIIa)
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4.7.7. MexaHHM3aM aKTHBaLMje Mpolueca nporpamupane heiaujcke cMpTu

JlBa eceHIMjajiHa CHTHAJIHA TyTa y aKTHUBAIlMjU TPOIIECa arloNTO3€ CY CIOJbAIlbU U
YHyTpalllby (MHUTOXOHAPHjaTHH) MyT. 3a aKTHBALHU]y CIOJbALIET AMONTOTCKOT IIyTa
HEOITXOHO j€ BE3WBAC JIMTAHJA 33 PEUENTOp CMPTH, MPU YeMy HAKOH CEpHje KaCKaTHHX
peakiyja mojla3y 10 aKTHUBAllMje er3eKyTopcke kacmase-3. Ca apyre cTpaHe, 3a aKTHBAIH]y
VHYTpalllbel MHUTOXOHJIPHUjATHOT TIIyTa OJl KJbYYHOT j€ 3Hayaja TNPOMEHa OJHOca
MPOANONTOTCKUX M aHTHANONTOTCKUX MpoTeuHa. lIpuiMkoM akTHBHpama YHYTpallmber
MUTOXOH/IPHjaJTHOT TyTa JI0Ja3M J0 MOpacTa KOHIEHTpalmje Bax mpoTenHa Koju omjiasu y
CHOJpAIllly MHUTOXOHJApHjalHy MeMOpaHy, ¢opMmupa MOpe H J0Ja3d 10 OTHyIITama
MUTOXOHpHjasTHOT cajapikaja. [Ipenusnuje, HakoH TpaHchepa muroxpoma-C y MHUTOIIIA3MY
70134 10 aKTUBUpama Kacrase-3.

HaxoH mTO je MCTpakMBame jaCHO MOKAa3ajo Ja THOYPEUIHH JIEPUBATH HAIPOKCEHA
(jemumema 3 u 8) akTHBUPAjy pany a3y amomnrose, ciaeaehu Kopak je 00yXBaTHO UCITUTHBAE
KJbYYHUX MOJICKYJIa KOjU MMajy yJOTYy y aKTHBAIMjU YHYTPAIIHET MUTOXOHIPUjATHOT ITyTa.
Tectupan je yTHIlaj OBHX jenuibea Ha KOHIEHTpauujy Bax, Bcl-2 u kxacmnaze-3. [Ipenunsnuje,
camom nerekigjom MFI  (enrs. Mean Fluorescence Intensity) oxpehena je Tauna
KOHIICHTPAIIMja MPETXO0THO TOMEHYTUX MPOTEHHA.

Tectupana jemumema (jeaumema 3 U 8) HUCY J0OBeda A0 CTAaTUCTUYKU 3HAYajHOT
noBehama MFI 3a Bax nmporenn y nopehemy ca kouTpoaHoM henujckom rpymom. Takole, Huje
JIONLIO O CTaTHCTHYKK 3HauvajHor mnosehama MFI 3a Bcl-2 mporenn y mopehemy ca
HETPETUPAHOM KOHTpoJIHOM hemujckom rpymom. Crora, jacHO je Ja HHjEe IOLUIO JI0
CTaTHCTUYKU 3HavajHe TmpoMmeHe oaHoca Bax/Bcl-2 kom tperupanux henuja y oaHOCY Ha
koHTponiny nonyinanujy (Cnuka 33). Ca npyre crpaHe, HakoH Tperupama Hela henuja
JICTEKTOBAH je TopacT KOHIICHTpaIlMje er3eKyTopcke Kacmase-3 y nopehemy ca KOHTpOJIHOM
nomynaijom henuja (Cnuka 33).
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Cauka 33. Yrunaj jenumena 3 1 8 Ha henujcKy KOHIEHTpALK]y aKTUBHOT IPOAONTOTHYKOT
nporenHa Bax, antmanonrorwukor mnporewHa Bcl-2 u mpomenar Hela henmja xoje
eKCIPUMHUPAJy aKTUBHY Kacrasy-3 mocne 24-uacoBHor TpermaHa ca |Csp BpemHOCTHMMa
onroBapajyhux jemumema. (A) MFI BpenHOCTH 3a aKTHBHH MPOAMONITOTHYKU MpoTenH Bax
HeLa henuja Hakon 24-uacoBHor TpetMaHa ca ICso koHIeHTpanujama jequmema 3 u 8. (b) MFI
BPEIHOCTH (CpeIbU MHTCH3UTET (UIyOpECIICHIIH]je) 32 aHTHANONTOTHYKK npotenH Bcl-2 Hela
henuja Tperupanux ca ICso koHIEeHTpaHjama jeaumbena 3 u 8. (B) Bcl-2/Bax oanoc 3a Hela
hemmje. (I') Ilpoumentn henmja koje moka3yjy QIryopecleHIUjy 3a aKTHBHY Kacmasy-3.
Pesynratu cy npescTaB/beHH Kao Cpe/ilba BPEAHOCT + cTaHiap/iHa JeBHjalilja 3a TpPU 0/1BOjeHa
excriepumenta (A, b u I') wim kao meaujana (B).

*p < 0,05 y nopehewy ca HeTpeTupanuM henujama (KOHTpOJIHA IpyTia).
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5. TMCKYCHJA
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CrpoBeieHO UCTPaKUBamkE j€ 3aCHOBAHO HA MPETIOCTABIHM Ja 01 (yHKIIMOHATIU3AIIH]a
KapOOKCHIIHE TpyIe HAMpPOKCEHA y THOYPEUIHY IPYyNy MPUMEHOM CTEPHO BOJIYMHHO3HUX U
TUNO(QUIHUX apOMAaTUYHUX aMUHA U eCTapa apOMaTUYHUX AMUHOKHCEIMHA JI0BEJa 10 CUHTE3€
MOJIEKYyJTa KOju OM wMamu O00Jby TaCTPOMHTECTUHAIHY NOJHOILBUBOCT y3 UCTY WU
MOTEHTHU]Y aHTUUH(IAMAalKjCKy AaKTUBHOCT y OJIHOCY Ha HANpOKCEH, Ka0 U CHaXHY
AHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT. 3a MOCTYIaK CHHTE3¢ je KopuinheHa MoaudHKaiuja MpeTxoaHO
OIKCaHe TPOCTENEHE MPOLEAYpPe KOjOM CE HAPOKCEH HAjIpe MPEBOAH Y KUCEIMHCKH XJIOPHI,
KOjU y TNPUCYCTBY KaJIMjyM-THOLIMjaHATa pearyje ca apoOMaTHYHUM aMHHMMAa U €CTPHMa
apOMaTUYHUX aMUHOKHCEJIMHA GopMupajyhu sxkesbeHu npou3Bo/ (64). CHHTETHCAHO j& YKYITHO
14 HOBUX THOYpPEHIHUX JepUBaTa HAIPOKCEHa o/ Kojux cy 10 nepuBaTi apoMaTHUYHUX aMHHA
(jemumemwa 1-5 m 8-12), a derupu cy aepuBaTH ecTapa apoOMaTHYHUX AMHHOKHCEIMHA
(jemumema 6, 7, 13 u 14). [Ipunocu jennmema CHHTETUCAHNX IPUMEHOM HaBeCHE MPOLEAYpPe
ounu cy y omcery oa 25% 1o 43%, npu yemy je HajBehu MPUHOC OCTBApEH NMPUIUKOM CUHTE3€
nepuBara 4 (nepuBarT aHWIWMHA), IOK je ca HajMamUM MPUHOCOM CHHTETHCAHO jCIUILCHE [
(mepuBat metuiectpa tpuntodana). Kao mobuine ¢ase 3a npenapatuBHy TLC mpuarkom
npeuniihaBama CHHTETUCAHUX jeIUIbEHha KOPUIINEHH Cy CHCTEMH XJIOPO(HOpM/METaHON Y
onrocy 99:1 v/v (3a mpeumnmihaBarme JepuBara ecrapa apoOMaTHYHHX AMHHOKHCEIHNHA),
JIUXJI0pMeTan/mMeTaHoa y ofaHocy 99:1 viv (jemumeme 11) u xmopodopm (3a npeuunrrhaBame
ocTaJMX JepuBaTa apoMaTuyHUX amuHa). Yuctoha noOujeHux jequmerma mpoepaBana je TLC
MetogoM. CTpyKTypHa KapakTepu3alyja H3BpIICHA je oJpehuBameM Tauke TOIJbEHA,
npumeroM NMR (*H u ¥C), IR, maceHe crektpockonuje, kao u oapehuBameM TauHMX Maca
(234,235).

buonormika akTUBHOCT HEKE CYICTaHIIE 3aBUCU OJ H€HUX CTPYKTYPHUX U (PU3UYKO-
xemujckux ocobmna (197). 3aro je moTpeOHO HOBOCHHTETUCAHMM jEAWI-ECHMMA, HAKOH
CTPYKTYpHE KapakTepu3alluje, UCIUTaTi (pusndko-xemujcke ocoobune. JInnmopuaHocT je jenHa
O]l BOKHHUX (PU3UIKO-XEMH]CKUX KapaKTePUCTHKA JICKa KOja MMa 3Ha4ajaH yTUIAj HA FETOBY
OMOJIOIIKY aKTUBHOCT, PECOPIILIN]Y, PACIIOJIENY, BE3UBALE 3a PELENTOD, BE3UBALE 33 TPOTEHHE
IJIa3Me, mepMeabmIHOCT Kpo3 Ouosonke MeMOpaHe Kao U Ha MeTabOoIu3aM U eIIMMHUHAII]Y.
Bosby pecopnumjy u pacnoseny kao u Behy crmocoOHOCT Ipoarpama y TKHBA UMa]y MOJIEK YJIH
(;tekoBu) Behe nunopuiaHocTH. JInmopuIHOCT MoJieKya (JeKa) 3Ha4ajHO YTHYE U Ha HEroBY
eJIMMUHALIM]Y HA Ta] HA4YMH IITO ce ciaabo JMNO(UIHM JEKOBU J00pO EIMMHUHUILY MyTeM
ypUHA, JIOK BeoMa JIMIOQWIHK YEeCTO MMajy W XemaTuuHu myT enuMuHanuje (236-240).
JIMmopuIHOCT HOBOCUHTETHCAHUX JEUIbEHhA j€ HAJIIpe UCIUTaHA IPUMEHOM TPaJAULIMOHATIHE
shake-flask meronme. YoueHo je ma 300r Benmuke JUMOPHUIHOCTH HMCIHMTUBAHUX jEIUEHCH-A
(logP > 4) roToBO MLENOKYHA KOJWYMHA CYICTAaHIE Mpelia3d y OpraHcky ¢asy ITo
oHemoryhaBa aJieKBaTHO W3payyHaBame Koe(HIMjeHTa pacrojiesie oBoM MmetojaoMm. Hawwme,
ycliell BUCOKE JTUMO(UITHOCTH JeIUbEha, BbUX0Ba KOHIIEHTPAallMja y BOACHO] da3u je U3y3eTHO
HHUCKA, OJTHOCHO, pa3iiMKa y KOHIICHTPAIMjU CHUHTETHUCAHOT jeAHIbeha y N-OKTaHOIY Tpe U
nocie myhkama ¢a3za je TOJIMKO Mana Jia je Huje Omno Moryhe opeIuTH Ha OCHOBY pa3jiMKe
M3MEPEHUX arcopOaHIlija ca JOBOJBHUM CTETICHOM IPEIIU3HOCTH. 32 Pa3IMKy OJ1 HCITUTHBAHUX
jeIvmbema, Mambe JMIOQHIHM KOHTPOJHHM JIeK (HalpoKCceH) MOCTHXKe 3HaTHO Behy
KOHIICHTpAIIH]y Y BOACHO] a3y, a pa3ivKa y KOHIIEHTPAIM]HA HAITPOKCEHA y N-OKTAaHOIIY Mpe U
nocie Mmyhkama ¢a3za je TakBa J1a ce MEpeEeM arcopOaHIifje MOXKe OJPEAUTH KOHIIEHTpaIja
HaIPOKCEeHa TIIOoclie pacrojene y N-okTaHoiy. CHekTpopoTOMETpHjcka METola Ce MOXKe
npuMeHnTH 3a onpehuBame 10gP BpenHocTH 32 Mame nunoduiiHa jeumemha. Ha ocHOBY cBera
M3JI0KEHOT MOKe ce 3akspyuntu fa Shake-flask merona muje Ouma morogHa 3a MCITUTHBAE
JTUMO(GUIHOCTH CHHTETHCAHE T'pYyNe jeUmbEekha M J1a je MOTPEOHO YNOTpeOUTH HEKy ApYry
MOY3aHN]y METOJly Kao 3aMEHY 3a OBY TPAJAWIMOHAIHY MeToxy. [IpeTxomHo myOoIuKoBaHU
pasioBH Cy THOKa3ajly Jia jeé OBa METO0Ja MOT0JHA 3a MPOLEHY JUIMOPUIHOCTH jeIUbeha ca
Bpennoctuma l0gP u3mely -3 u 4, mto ykasyje Ha TO J1a ce TUMOPHUIHOCT HOBOCHHTETHCAHUX
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THOYPEUTHUX JIEPUBATa HAITPOKCEHA HE MOXKE OJPEIUTH Ha OBaj HauMH (241) u na je BpeaHoCT
logP oBux jenumema Beha ox 4. M3 HaBeneHOr pasiora ce Jajbe MPUCTYIIHIO UCIIUTHBAY
nunopuaHocTr mpuMeHoM antepHatuBHuXx RP-TLC u RP-HPLC metona.

RP-TLC  merogoM  HMCHOUTHBAaHO j€  PETEHIMOHO  IOHAIIAKE  MPUMEHOM
XpoMmarorpa)cKux CHUCTeMa CaYMIbEHUX OJ] BOJE M OPTaHCKOr pacTBapaya (alleTOHUTPHII,
alleTOH, TeTpaxuApodypaH, arncolyTHU €TaHOJ W TPOIMAHOJ) Y YETHUPU Pa3IM4YUTa OJHOCA
(50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v). Pe3ynraTu cy mokaszajid Ja IOCTOjH JIMHEApHa 3aBHCHOCT
n3mehy Rm BpemHOCTH U yJiena OpraHCKOT pacTBapava y MOOWMIIHO] (a3u, a KOjy KapaKTepHUIILy
BHCOKE BpeHOCTH KoeduimjenTa nerepmunanuje (R? = 0,95 - 0,99). Takas pe3ynTar ykasyje
Jla MOCTOjU MOTYhHOCT MpUMEHE METOZAE eKCTparojialje Kako OM ce oapennsia BpeIHOCT
napameTpa Ry. Bpeanoctu xpomarorpadckux mapamerapa Cy JMCTPUOYHpaHe y peIaTHBHO
YCKOM OIICery, Ia Ce MOXXE€ CMaTpaTH Ja IOCTOjU CIMYHA JHUIOQWIHOCT HMCIUTHBAHUX
jenumema. Mehyrum, y Behunu ciyuajesa Hajsehy Bpennoct Ry u Co u Hajsehy anconyTny
BPEIHOCT Mapamerpa S mocenyjy jenumemna 6 u 7. To yka3zyje aa je npumerom RP-TLC mertone
noka3aHa HelTo Beha JIMnouiIHOCT [Ba HaBeICHA IEpUBAaTa Y OJHOCY Ha OCTala UCIIUTUBAaHA
JjeIUmbemba.

Ca uuspeM mporeHe nunoduiHoctu npumemneHa je 1 RP-HPLC merogna. ITapamerpu
KOju ce ynorpebspaBajy 3a mporeHy aunopuiHoctd oBoM MetoaoM cy logk u logkw, kao u
neckpuntopu S M @o. PaHuja ucTpaxuBama Mokazaia cy ga Xxpomarorpadcku no0ujeHu
napaMeTpu JUNO(WIHOCTH HMMajy J00py KOpelamujy ca KOMIJYTePCKH H3padyyHAaTUM U
CKCIIEPUMEHTAIHO OJpel)eHM BpEIHOCTHMA MapTUIMOHOT KoedurmjeHta logP unmme je
norBphera moryhnoct nmpumene RP-HPLC merone 3a mporeHy nunodriHOCTH OHOIONIKA
aKTHBHUX jequmberba (242,243). RP-HPLC ananu3a mokasana je u3y3eTHO BUCOKE BPEAHOCTH
xoedurmjenta aetepmunanuje (R?) koju je mpummkom ompehuBama xpomarorpadckux
napameTapa 3a CBa jeIubeba U3HOCHO mpeko 0,99 mto ykasyje Ha Behy moy3qaHoCT pe3ysiraTa
y onHocy Ha RP-TLC metony. Pezynratn RP-HPLC MeTone noBenu cy 10 CIUYHHX 3aKJbydaKa
kao u RP-TLC merona. Hanme, HajBehe arncosyTHe BpeJHOCTH XpoMaTorpadCKuxX napamerapa
S, logkw 1 @o 3a0emexeHe cy 3a jenumberba 6 (epuBat eTuit ectpa GpeHuIanaHiuaa) u 7 (1epuBar
Metun ectpa N-metun Tpunrodana). CrpoBeieHa KOpelalMoHa aHalIW3a IMOKaszala je Ja
RP-HPLC pmaje Oosbe koedumujeHTe Kopemnamuje XpoMaTorpadckux mapamerapa ca
uspauyHarum logP Bpennoctiuma y oqaocy Ha RP-TLC mapamerpe. KopenanunoHom aHanu3zom
yo4eHO je ja HajBehu cTemeH Kopesanuje rmokasyje mapamerap S ca Bpeanoctuma ilogP
(r=-0.92) u MilogP (r = -0.90), xao u mapametap logkw ca mpeasuhenum Bpeanoctuma MilogP
(r = 0,82), ilogP (r = 0,80) u xlogP3 (r = 0,80). JIeCKpUIITHBHOM CTaTUCTHYKOM aHAIH30M
MOKa3aHO je Ja ce HaBeJeHa 3aBUCHOCT MOXE M3Pa3UTU DPErpecHOHUM jeHaunHama
ilogP = -0,0031-S + 0,033; MilogP = -0,0042-S - 0,0233; MilogP = 0,4147-logkw + 1,3729;
ilogP = 0,2914-logkw + 2,3839 u xlogP3 = 0,5518-logkw + 0,3266.

Pesynratn ucnntuBama munoduiaHocTr nokasyjy na cy RP-HPLC u RP-TLC metoze
MOTOJIHUj€ 3a TMPOLEHY JHUMNO(UIHOCTH CHHTETHCAHOT CeTa jelumbemha y OJHOCY Ha
tpamuironanny shake-flask meroxy. OBo moTBplyje HaBoge Kempinske v capagHuka KOju Cy
gony o 3akibydka aa je RP-HPLC eduxacna merona 3a MCIUTHBaWKE JUNO(DUIHOCTH
jenumema unje ce logP BpeanocTu kpehy y uaTepBany ox -3 a0 8, gok je RP-TLC merona
NOTO/IHUja KOJ jenumerma ca 10gP Bpennoctuma Behum ox 4. Ca apyre crpane, shake-flask
METO/Ia j€ HaMEH-CHA 3a UCITUTHBAILE JTUITOPHITHOCTH jeauibeba ca |0gP BpeaHocTrMa usmely
-3 u 4. lIpeanoct RP-HPLC u RP-TLC mertona y onHocy Ha shake-flask ornena ce u y Tome
ITO peBep3HO-(PazHe XxpomaTorpadcke METO/IE 3aXTEBA]y MPUMEHY PEIATHBHO MaJie KOJIMYHHE
cyncranie (10 1 mg), ok je 3a shake-flask morpe6ro o 10 10 50 MY UCIUTHBAHOT jeTUBCHHA
(241).

3a npoleHy MacUBHE alCOPIILHje U3 TACTPOMHTECTHHAIHOT TPAKTa HOBOCUHTETUCAHUX
THOYPEUIHUX JepuBata HampokceHa kopuutheH je PAMPA tect. MemOpaHe npuMmemeHe y
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OBOM HCTIUTHBAIY MPEJICTABIHANIC CY CMEIa XeKCaeKaH/XeKCaH U pacTBOP JICIUTHHA jajeTa y
noaexany. HUIMjaHU CeT O]l cellaM jeINberha KOPHUIINEH je 3a HCIIUTHBAKE eBeHTYaTHUX
pas3irKa U IPeIHOCTH jeJTHOT OJ1 HaBeJICHUX Mojena. M3 pasnora mro cy pe3yiraTd 100ujeHu
MIPUMEHOM /IBa HaBeJleHa MOJIeJ1a OUJIH CIIMYHH, ILTO MOJIEI Ca paCTBOPOM XEKCaAeKaH/XeKCaH
omoryhaBa npoIeHy peTeHIIN]e UCITUTUBAHNX jeIMIbEHba Y BEIITAYKO] MeMOpaHH, Kao 1 TO Ja
je BpeMe wWHKyOamuje 3HATHO Kpahe, OJUIydeHO je Ja Cce WCIUTUBAKE ITacCHBHE
racTPOMHTECTHHAIIHE AalCoOpIIHUje MPEOCTaTNX CeJaM HOBOCHHTCTUCAHUX jEAHIbCHA U
HarpokceHa crpoBeae npumeHom npBor PAMPA wmopnena. pH Bpennoct pactBopa y
JOHOPCKOM OJIeJbKY M3HOCHIIA j€ 5,5 unMe ce CUMYJIHpajy YCIOBH Y TAHKOM IIpeBY, 0K je pH
BPEIHOCT PacTBOPA Y aKIENTOPCKOM OJEJbKY MOeHIeHa Ha 7,4 YMMe ce UMITPOBU3Y]Y YCIOBU
y cucteMckoj nupkynanuju. C 003upoM Ha TO J1a UICIIMTUBAHA JeANbEHA Y CBOjO] CTPYKTYPH
HeMajy joHm3yjyhe ImieHTpe, odekyje ce na he mpu Qu3MoONIOmMIKMM YCIOBHUMAa OWTH Y
HEJOHHU30BaHOM 00JIMKY 6€3 003upa Ha pH BpeTHOCT, ITO y 3Ha4ajHO] MEPH JOTIPUHOCH 00Jb0]
arCoOPIIIUjU OBUX MOJIEKYJIa U3 raCTPOMHTECTUHAITHOT TpakTa. KOHIEHTpalije NCITUTHBAaHNX
jeIvbema y MoJIa3HUM PAacTBOPUMA, JIOHOPCKHM M aKIENTOPCKUM OJiesblinMa oapeheHe cy
npumenom HPLC-DAD wmetoze. 360r Tora mro je npuwinkom npumene HPLC-MS/MS metone
Ha WHUIUJAIIHOM CETY OJ1 YeTHUPHU TECT jeAumbema (aepusatu 2, 3, 4 u 6) curHai Koju MmoTuye
O]l HCTIMTUBAHUX jeIHbCHa OO CYBHIIE CJIa0, a TO je HAjBEPOBATHHU]E IMOCIICIUIA TIPUCYCTBA
DMSO u TWEENS8O koju Mory 3Ha4yajHO CMamWTH CUTHAJ, OJyCTalO0 C€ O] HhEHE J1ajbe
pHUMeEHe, T1a Cy cBa mpeocrtana Mepema crposeaena HPLC-DAD meromom.

Hajumxe BpeaHOCTH JorapuTMOBaHOT KoeduimjeHta mnepmeadbuanoctu (logPe)
nocenyjy nepusat 13 (logPe = -4,53) u nepusat 14 (logPe = -4,4). Hajsehy Bpeanoct oBor
napametpa nokasyje aepusar 7 (logPe = -3,94). Jeaumema ca HajBuInuM BpeaHocTrMa logPe
(etun ecrap denunananuHa (nepusar 6) u mMetwn ectap N-metun tpuntodana (nepusar 7)
cranajy y rpymy HajiunoQIHUjUX jeIUbCHha HCIIUTUBAHOT ceTa. Ca ipyre cTpaHe, AepUBaTH
3 u 6 mocemyjy HajBUIIIE BPEIHOCTH PETEHIIH]je Y BemTaukoj MemoOpanu (24% u 34%), mro je
oHeMoryhuio na oBa jeaumema ocTBape joumr Bumie BpeaHoctu logPe mapamerpa of
OUYEKMBAaHUX HA OCHOBY HUXOBE JIUMOGUIHOCTH. BaxkHo je nctahu ga aHanm3upaHa jeInmbemha
noceyjy 3Ha4ajHO MamH MOTEHLMjall 32 TACUBHY I'aCTPOMHTECTHHAIHY allCOPILH]Y Y OAHOCY
Ha HalpoKceH 0e3 003upa Ha U3BPIIEHY XEMU]CKY MOIU(UKaIN]y, IPH YEMY j€ cCaMO JIepUBaT
7 moka3zao Behu cTerneH nepMeadMIIHOCTH Y OJHOCY Ha HAaIIPOKCEH.

Ha ocHoBy pe3ynrara cpoBeneHe QSPR ananmmse, MoXxe ce 3aKJbYYHTH Ja j€ jeIUHU
MOJIeN Koju je mporrao Bamupairone tectoBe SVM(logPe) moaen dhopmupan y alvaModel
coprBepy. JIBa meckpunropa ox kojux je popmupan HaBeaenu mozaena cy SMO7_EA(dm) u
CATS3D_02_AL.

SMO7_EA(dm) je neckpuntop u3 rpymne Edge adjacency indices meckpumnropa. To cy
MOJIEKYJICKH JIECKPUIITOPH KOJU Cy M3payyHaTH W3 MaTpHIle CYCeIHOCTH HMBMIIA MOJIEKYIA.
OBaxBa MaTpuIa je U3Be/IeHA U3 MOJIEKYJICKOT TpadMKOHA Y KOME Cy YKIOFEHU BOJIOHUKOBU
aTOMH M KOJIupa IMoBe3aHocT u3Mel)y uBuna ¢opmupanor rpapukona. To je cumerpuyHa
MaTpulla KBaJpaTHOT o0yKKa AuMeH3uja BxB, rae je B O0poj Be3a usmely mapoBa aroma Koju
HUCY BojoHuIM (244). Ilpema nedpuHUIMjU OBA] IECKPUNTOP IMPEICTaBba CHEKTPATHU
MOMEHAT pefia 7 CYCEAHOCTH MBHUIIC MAaTEeMAaTHUYKH W3padyHAT TUIOJHHUM MOMEHTOM (245).
CriekTpajHM MOMEHAT MaTpHIle CyCEHOCTH MBMIIA U3payyHaBa ce cabMpameM JIijarOHaTHUX
enemeHara K-tor crerneHa Matpuiie cyceJHOCTH uBuIla. CrieKTpalHi MOMEHAT eJieMeHara K-tor
pena MoXke ce M3pa3suTH Kao JIMHeapHa KOMOMHALMja pa3IMuUuTHX CTPYKTYpHHUX (parMeHaTa
(moarpadosa) y jenHom rpadukony. Ha npumep, ciekTpajlHu MOMEHAT HYJITOT pesia 0JiIroBapa
Opojy uBuua y rpaduxoHy (244). BpeaHOCTH HaBEAEHOr JAECKPHUNTOpA 3a HMCIUTHBAHA
jenumema kpehy ce y uatepBany on 16,4408 no 17,3456. Jenuau MoneKyiu 4rja je BPEAHOCT
neckpunTopa Owna usHan 17 jecy nepuBar 7 (nepuBaT MeTuia ectpa N-meTun tpuntodana) u
nepuBaT 14 (nepuBaT metua ectpa Tpuntodana). Jlepusar 7 y ucto Bpeme nocenyje Hajehe
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Bpennoctu logPe u meckpunropa SMO7_EA(dm), mTo ykasyje Ha TO Ja BHILIE BPEIHOCTH
HABEJICHOT JIECKPUIITOpAa MOTY MMAaTH NMO3WTHBAH YTWIA] HA MACHBHY TaCTPOMHTECTHHAIHY
arnicopryjy. Hacynmpor Tome, HajHMXKY BPETHOCT HCIIMTHUBAHOT JIECKPUIITOpPA IOKA3ao je
HanpokceH (16,2353). Ha ocHOBy Tora ce Moke 3aKJbYYHUTH J1a MOJICKYJTH KOJjU Y CBOjOj
CTPYKTYpH Tocenyjy HajBehu Opoj HEBOJOHMKOBUX aToMa HWMajy HAajBHIINE BPEIHOCTH
SMO7_EA(dm) aeckpuntopa, JOK HAMpPOKCEH Kao IMOJIA3HW MOJICKYJI Y CHHTE3U IMOCEIyje
HajHIDKY BPETHOCT.

CATS3D_02_AL ce yopaja y rpynty CATS3D neckpuntopa (15). CATS neckpunropu
MPUIAAaj)y KIACH TOIOJIOIIKUX JIECKPUIITOpA aToMCKOr mapa. OBH JECKPUNTOPU HE
KapakTepHIlly aTOME MpeMa THIy XEMHJCKOT eJeMEHTa. YMECTO Tora, aTOMHU C€ JOAEIbY]Y
onpeheHrM THUNOBUMA TMOTeHIMjaTHUX ¢apmakodopaux Ttadaka. CATS3D nmeckpuntopu
ONHKCY]y AWCTPUOYIU)Y TMOTCHIHjaTHUX (apMakoOpHUX Tadaka y TPOJMMEH3HOHATHOM
npoctopy. Pactojama m3mely cBux mapoBa (apmakodopHHX Tauaka C€ H3payyHaBajy H
(dpekBeHIMje TapoBa KOjU MPpUNANaj)y Ae(GHHHCAHUM OIce3nMMa Ce U3pakaBajy y OOJIUKY
BekTopa kopenauuje (246). CATS3D_02_AL geckpunrtop moBe3yje wuHpopMaIije o
TUNO(GHIHOCTH MOJICKyJla W O Opojy akmenTopa BojaoHWYHE Be3e (247). BpemHoctu
neckpunropa CATS3D_02_AL uzpaxkeHe cy y o0JuKy Leiaux OpojeBa KOju ce 3a UCIIUTUBaHA
jemumema Kpehy y uatepBary oa 3 10 7. Hajpehy BpeTHOCT HaBeICHOT IECKPHUIITOPA TIOCEY]Y
nepuBaty 3 U 5, 10K je HajMama BpeAHOCT 3abenexxena 3a aepusare 10 u 14. Ilopehemwa panu,
BPEHOCT OBOT JECKPHUITOpa 3a HANpoKceH u3Hocu 6. Ha OCHOBY HaBeneHOT ce MOoe
3aKkJpyuuTH Ja cy HajBuiie BpeaHoctd CATS3D_02_AL yodene koj nepuBaTa apoOMaTHYHHUX
aMHMHa KOjH Yy TIapa 1oJ10Xkajy 0€H3eHOBOT IPCTEHA MOCEeYjy TpyIIe ca JIBa aTOMa yIJbeHHUKA U
jEIHUM aTOMOM KHCEOHHKA (€TOKCH Ipyma KO AeprBarta 3 U alleTHII TpyIa Ko/ JepuBara 5).

[lacuBHa amcopmnmMja CHHTETHCAHMX THOYPEHIHUX JepuBaTa HAIpPOKCEHa W3
racTPOMHTECTHHAIHOT TpakKTa TMPOLCHEHA je W MoMohy OHONApTHIIMOHE MHIIECIapHEe
xpomatorpaduje. IHAIN]jaTHO HCIIUTUBAKE j€ 00YXBATHIIO CET O] C€aM HOBOCHHTETHCAHUX
JeIMIbEha U HAITPOKCEH y3 IPUMEHY alleTOHUTPHIIA Ka0 OpraHCcKe KOMIIOHEHTE MOOMIIHE dase.
VYneo aneronurpuina uzHocuo je 30%, mTo mpeacTaBiba MaKCHMAaHU YIE€O KOJU CE€ MOXKE
IPUMEHUTH, a Jla Ce OYyBa MOCTOjaHOCT (popMupanux muuena. C 003upoM Ha BPEMEHCKY U
€KOHOMCKY HEpaIlMOHAIHOCT, jep Cy C€ PETEHIIMOHA BpEMEHA HCITUTHBAHUX jeTNH-EHha KpeTalia
u 10 60 MUHYTa, OJUTYYEHO j€ J1a C€ OBOM METO/I0M HE UCIUTYje MaCUBHA FACTPOMHTECTHHAIHA
aricopIilfja MPeocTaInX CelaM jeqUmbeHha.

JloOujeHu pe3yaTaTu Cy MoKa3aiu Jia ce BpeAHOCTH peTeHuuoHor ¢akropa (K) kpehy y
untepBany ox 21,975 mo 47,25. Hajsehe Bpeanoctu perennuonor gaxrtopa (K) mocemyjy
nepuBat 6 (nepuBat eTui ecTpa (peHnnagaHuHa) U epuBar / (aepuBat MeTHi ectpa N-meTun
tpunrodana). To mokazyje na ce o] ecTapa apoOMaTHUYHUX aMUHOKHUCEJIMHA OuYeKyje 0oJba
MacuBHA TaCTPOMHTECTHHAIIHA arlCopIMja y OJHOCY Ha JepuBarTe apOMaTUYHHUX aMHUHa.
Hajumxa BpeaHoCT peTeHIMOHOT (akTopa H3padyHaTra je 3a JepuBar S (IJepuBar p-
aMMHOalleToO(peHOHa) IITO YKa3yje Ha TO Jla THOYPEWAHM JepHBaTH HANPOKCEHa ca
apoMaTUYHUM aMHUHHMa KOJU TOCeAyjy KapOOHWIHY TIpyly HMMajy HUKM IMOTEHLMjall 3a
racTPOMHTECTUHAIIHY alCoOPIILHjy y OJTHOCY Ha OHE Ca €TapCKOM I'PYIIOM.

Cratuctnuka anammza QSRR mozpena mokasana je ma je Mor20u neckpunTop Koju
HajOoJbe OmHUCyje TMOBE3aHOCT u3Mel)y CTPYKType HCIHMTUBAHUX jJEAUIbEHha M HUXOBE
peternmone crocooHoctn y BMC cuctemy. Mor20u npeacraBiba JECKPUITOP KOjU MPHUIIAIa
3D-MoORSE rpymu neckpuntopa (248). 3D-MORSE neckpunropy 3acHOBaHM Cy Ha
HaeJIeKTpHcamby aTtoMma, nosiapuzabmiHocTu u van der Waals-oBoj 3ampeMuHH MOJIEKYJIa.
Tymaueme oBe BpcTe JECKpUNTOpa je MONPUIMYHO KOMIUIMKOBAHO M TOHEKaJ HHXOBO
3HaUYCH-¢ HUje MOTITYHO jacHo (249,250,159). Ctyaumje cy mokasajie ja mprucyCcTBO apOMaTHIHHIX
cucreMa M He3acuheHux Besa, moBehaBajy BpenHocTH oBuxX neckpunropa (251). 3D-MoRSE
JIECKPUNITOPH Y3UMa]y y 003Hp TPOIUMEH3HOHAITHU PACTIOpe]] aToMa Y MOJIEKYITY U HE 3aBHCE
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0J1 BEJTMYMHE MOJICKYJIa, Tla C€ MOTY IPHUMEHUTH Ha BEJTMKOM Opojy Mosekyna (249). Bpennoct
Mor20u meckpurnropa pacre kako ce moBehaBa momapuzadbunnoct moinekyna (252). Hajsume
BPEIHOCTH HABEAEHOI JECKPUIITOpa IIOCeAyjy jJelumema 6 (nepuBar eTuin ecTpa
¢bennnananuna) u 7 (nepusar metuia ectpa N-meTun Tpuntodana), mMTO yKasyje 1a Cy BUCOKE
BPEIHOCTH KapaKTepUCTUKa JepHBaTa ecTapa apoMaTHYHUX aMuHOKucenuHa. Ca npyre
CTpaHe, HajHM)Ka BPEIHOCT JIECKpUITopa (2,7644) y HICIMTUBAHOM CETY jeANbEHba 3a0enexeHa
je 3a aepuBar S (nepuBaT p-aMHHOANETO()EHOHA) KOJU UMa M HajMamkU PETEHIUOHU (DAKTOp
(21,975).

30upHO IOCMaTpaHH Pe3yJTaTH MPOLIEHE NAaCUBHE raCTPOMHTECTHHAIIHE AICOPIILHU)e
npumeHoM PAMPA u BMC metone yka3yjy Ha BUCOK CTETICH MOAYAapHOCTH ABa Mojena. Oba
TeCTa Cy IIOKa3aja Ja TUOYPEUJHM JAepHBAaTH HAIPOKCEHAa ca €CcTpUMa apOMaTHYHUX
aMHHOKHMCeNHa (iepuBaTh 6 1 7) mocenyjy HajBehy ouekuBaHy NaCHBHY FaCTPOMHTECTUHAIHY
aTiCOpIIIH]y, JOK JIEPUBAT p-aMHHOANeTO(EHOHA (JIepuBaT 5) MMa HajMamU MOTEHIM]al 3a
MACHBHY aIrlCOPIIIH]Y U3 TaCTPOUHTECTUHAIHOT TPAKTa.

Ca mwbeM 1a ce NpolEeHUM OMONIOMKK e(eKkaT HOBOCHMHTETHCAHUX THOYPEHIHUX
JepuBaTa HAMPOKCEHa, CHPOBEACHO je IN VIVO HUCIHTHBakEe aKyTHE TOKCHYHOCTH M
anTurH(pIaManujcke aktuBHoctd Ha Wistar Albino mamoBuma. Pesynrati cy mokasanu na
HEMa KJIMHUYKHX 3HAKOBA CHCTEMCKE TOKCHYHOCTH NPWIMKOM NPUMEHE CBUX 14 jenumerma
TOKOM JIBe HeJleJbe NMakJbUBOr mpahema Ha nHeBHOM HUBOY. HajoutHuje je ucrahu na nHuje
OWJI0 3HAYajHUX MPOMEHA Yy MOHAIIAkY W ONIITEM CTamky JKMBOTHIbA Kao MTO Cy ciadocrt,
nmpoMeHe 0o0je CIy30KOke, KOKe, MpOMEHe Kp3Ha, KOH3UCTEHIMja H3MeTa, 0oja ypuHa,
MIPOMEHE y JIOKOMOTOPHUM aKTHBHOCTHUMA, Ka0 ¥ [10jaBa arpeCUBHOCTH. YHOC XpaHe U BOJE U
HampeIak y TeJeCHO] TEeKWHU OWIM Cy CIMYHU Y EKCIIEPUMEHTaNHO] (TpeTHupaHoj) u
KOHTPOJHO] (HeTpeTupanoj) rpynu. Takohe, Huje mpumeheHa cTaTUCTUYKY 3HAYajHA Pa3iInKa
y pelaTUBHOj TEXUHU OpraHa usmel)y aBe HaBe/ieHe TpyIle Maosa.

HcTtpaxuBame je Toka3ano Ja je edekar Ha eIeM Iare MmamoBa KOju Cy OCTBapHiia
UCIHUTHBaHA jelumbemha OO JJ03HO-3aBHCaH, Tj. Hajjaue cMameme Je0/bHHE LIane YOueHo je
KO/ ’KMBOTHa TPETUPAHUX HajBehoM 1030M TeCTHpaHuX jeinbema. HajuHTeH3uBHMjU mopacT
enema mane npuMeheH je TOKOM IpBa JiBa caTa HAKOH MHjEKTOBama KapareHaHa Kajaa cy
jenumema 4, 5 u 8 y HajBUINIO] T03W OCTBApHIIA Hajjadyll WHXUOUTOPHU edeKar y OJHOCY Ha
KOHTpoJHY rpymy. IloceOHO ce HaBeneHa pasnuka u3Mmel)y HeTpeTHpaHe M Tpyle MaoBa
KOjuMa Cy aluIMKOBaHE MCIHUTHBAHE CYICTaHIIE MCTHYE HAKOH Tpeher m 4eTBpTOr caTa on
u3a3uBama MH(pIaManyje. Jeaumewa 2, 4 U 7 mokasaja Ccy HajCHAXHHUJM NOTEHIMjad Ja
peayKyjy €AeM Iiarne mnarosa y HajBehoj 103U y3 BpeIHOCTH IpOLIEHTa HHXUOUIUje Ha Kpajy
excriepumenta ox 51,724% (mepusat 2), 54,013% (mepusar 4) u 54,123% (mepusat 7).
Hagenene BpemHoCTH Cy 3HaTHO Behe y OHOCY Ha HETpETHpaHy TPYITy TaloBa, a YIIOpeanBe
ca MHXUOHMIHUjOM KOjy je octBapuo HampokceH (56,322%).V mnperxoqHo mMyOIMKOBaHHM
UCTPaKMBakbUMa YOUEHO j€ J1a THOYPEHUIHU I€pUBATH UMajy IOTEHTHUJU aHTUHH (hJamMaliyjCKu
epekaT y OJHOCY Ha YypeuaHe, aMHUJHE M XHUAPA30HCKE JepuBaTe HampokceHa (63).
TuoypenaHu nepuBaTH HampoKceHa ca TUPO3UHCKUM (58,5%) M XuUIpa3UH-TUPO3UHCKUM
(59,7%) ocratkoM y G0YHOM HHU3Y OCTBApWJIM Cy MHXHOHMIM]Yy eleMa IIare yrnopeauBy ca
jenumehuMa MPUKa3aHuM y OBOj AMCEpTANUju U HanpokceHoM (64). PazymeBame MexaHH3Ma
pa3Boja akyTHOT MH(]IaMalHjCKOT OATrOBOPA MPeICTaBba HaJBAXKHH]Y KOMIIOHEHTY y pa3Bojy
HOBUX MOTCHIIHjaTHO e(pUKACHUX aHTUUH(IIAMAIIN]CKUX jenbeba (253). Mozen enemMa 1are
MaroBa, Kao pelieBaHTaH M jelaH oj Hajuemihe KopuimheHMX Mojena akyTHe MHQIamaluje
KapakTepuily jaBe ¢asze y pa3Bojy eaema. Y TNpBUX caT BpeMeHa Joyia3u A0 ociobahama
XMCTaMHHA, CEPOTOHMHA, OpaJUKMHIHA U JAPYTHX MPOMH(IAMAIIMjCKUX MeaujaTopa KOju cy
OJIFOBOPHM 32 110jaBy KJIMHUYKUX MaHH]ecTalrja nH}pIaMalyje momnyT eemMa, Xurnepruiasuje
u epurema (253,254). Haenena TtBpAma je y CKiIaay ca JOOHjeHHM pe3ylTaTHMa
HCTpakMBama, ¢ 003UpoM Ha TO na je Hajeehm exem 3abernexkeH y mpBa JBa caTa y CBHM
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WCIIUTUBAHUM TpylaMa 300T BEHCKE OICTPYKIMje W ToBehaHe MepMeaOMIIHOCTH KPBHUX
cynoBa (255). Mehytum, Ko marnoBa Koju Cy NPUMIIM jeaumema 2, 4 u 7, exeM miamne je
u3pasuto yonaxxeH. HacynpoT HaBeneHOM, MpOJyKIMja MpoCTarjaHIuHa Ce€ jaBJba KacHU]e
TOKOM HMH(pIaManujckor oarosopa. IIpernocrasiba ce 1a je npuMeHa KapareHaHa OArOBOPHA
3a mpoaykiujy TNF-a u IL-1p xoju mHIyKyjy cuHTe3y mpoctarianauHa (254). Makcumym
aHTUUH(IaMaIyjckor edekra HajeUKaCHUjUX JAepHBaTa MPHUKAa3aHUX y OBOj AUCEPTALUjU
(mepuBatu 2, 4 u 7) youeH je y Iepruo1y Haju3paKeHHjer eeMa TOKOM Tpeher 1 4eTBPTOr cara
HAaKOH alUIMKayje KapareHaHa. Ha ocHOBy Tora OM ce MOIJIO TPETIIOCTaBUTH Ja je
HaJUHTCH3WBHH]a MHXUOUWIIM]ja eJieMa IIarne TOKOM OjiiokeHe ¢ase nHdiamanuje mociaeauna
yTHIlaja CHHTETUCAHUX jeIHbCHha Ha OMOCHHTE3Y MpocTarjaHAnHa. 3aTo je OWiIo 3Ha4ajHO
CIPOBECTH JI0JIaATHO MCIIUTHBAKE MOTEHIIM]jala HOBOCUHTETHUCAHUX JepUBaTa J1a MHXUOUpajy
€H3UME YKJbYYECHE Yy NPOAYKIH]y NpOoUH(pIAMAIMjCKUX MeIujaTopa M TaKo OCTBAape CBOj
anTurH}IaManujcku eexar. YKOJIUKO ce aHAIM3UPa OJJHOC CTPYKTYpE U aHTHUH(DIaMaI]jCKe
AKTUBHOCTH MCIIUTHBAHUX jeIUI-EHa MOXKE C€ 3aKJbYUUTH J1a IPHCYCTBO HECYIICTUTYHCAHUX,
MeTa- U Mapa-CyNCTUTYUCAHUX apOMAaTHYHUX aMUHA Yy OOYHOM HHU3Y JONPUHOCH CHAXHO]
AHTUMH(IIAMAIN]CKO] aKTUBHOCTH.

Pesyntatu ucnutuBawa nnxuounuje COX-2 u 5-LOX ensuma nokasanu cy ga cBa
CHHTETHCaHa jeAumema noceayjy cinabujy COX-2 MHXMOMTOPHY aKTUBHOCT Yy OJHOCY Ha
HanpokceH. HujeaHo ol ucnuTHBaHUX jeumbema Huje octBapuio 50% unxubunuje COX-2
npu KoHIeHTpanujama HiwkuM o 100 umol/l. ITporienar nHXUOUIMje THOYPEUIHUX JIepruBaTa
HanpokceHa 3a COX-2 enszum npu kourentparmju 10 pmol/l xperao ce y uHTepBany on
12,64% (nepusat 10) no 37,71% (mepusat 4), mITO je 3HAYAJHO HIXKE Y OJJHOCY HA HAIPOKCEH
(72,15%). YxomuKo ce y3my y 003Up pe3yaTaTtd 100HjeHH HCITUTHBambeM HHXuouImje 5-LOX
€H3MMa, MOXKE CE 3aKJbYUUTH JIa Ce jeInberba 1-5 Mory cMaTpaTi HHXHOUTOpHUMA OBOT €H3UMa
(ICso Bpeanoctu y omcery 0,30-39,77 UM), npu yemy je nocturayta 1Cso BpeqHOCT AepuBarta
4 najumxa (0,30 UM) u ynopenusa ca suineyronom (0,36 UM). TTopehewem nporenata COX-
2 u 5-LOX nHXxuOHIMje MCHOUTHBAHUX jEIUEHCHA YOUEHO je /1a IeHepallHO MOCTOoju Behu
noteHujan 3a naxuonnujy 5-LOX enszuma y ogaocy va COX-2. [IpeTxoqHO HaBEIECHUM Ce
MOry O00jacHHTH pe3yiTaTH J0OHjeHH IN VIVO HCTpaKMBambeM, OJHOCHO, Jia je jefaH Of
MOTEHIIMJaJTHUX MEXaHu3aMa aHTUUH(IAMalK]CKOI e(peKTa HOBOCHUHTETHUCAHUX [E/IUI-EHa
uaxu6unuja 5-LOX ensuma. U3pasuto Bucok creneH 5-LOX unxubunuje nepusata 4, kao u
Hajsehu mpouenar nuxuouimje COX-2 y oHOCY Ha OCTaja UCTIUTHBAHA JeINHCHaA, yKa3yje
Ha TO Jia MPUCYCTBO M-aHM3MJMHA y CTPYKTYpPH THOYPEUTHHX JepUBaTa HAIIPOKCEHA MOXKeE
MOTEHIIMPATH HEroB MHXUOUTOpHU edekaT. M3paxeHa peaykiuja eaema Iiane IaioBa Y3
HajcHAKHN]Y COX-2 u 5-LOX MHXUOUTOpPHY aKTHBHOCT KOJy j€ OCTBAapHWJIO jelumeme 4
U3/lBaja OBaj JepUBaT Kao jeldaH OJi HAJIIOTEHTHHUJUX aHTHUMH(IJIAMalMjCKUX areHaca y
UCIIUTUBAHOM CeTy jeaumerma. Kako OM ce mpeTmnocTaBMO MOJeNl Be3MBamka HMCHUTHBAHUX
jemmema 3a COX-2 u 5-LOX nomatHo je cipoBenieHa CTy/I#ja MOJIEKYJICKOT JOKHHTA.

Ha ocHOBY paHuje 00jaB/beHUX pe3yiTaTa 3aKJ/bY4€eHO je J1a C€ Be3UBabe KOKPUCTATHOT
JUTaHJa HalpoKceHa y akTuBHOM MecTy COX-2 kapaktepuiie popMUpameM TPH BOJOHHUYHE
Be3e M TO jenHe ca amuHOKHcennmHoM 1Yr355 u nBe Be3e ca Argl20. Atomu KHuceoHUKa
KapOOHUITHOT ¥ XHUJIPOKCHUITHOT Jiesia KapOOKCHIIHE Ipyle HanpokceHa (opMUpajy BOJOHUYHE
UHTepakiyje ca amuHokucearuHoM Argl20, nok kapOOHWIHM KHCEOHHMK (opmupa I0JaTHY
BOJOHWYHY Be3dy ca (¢eHomHoM rpynmoMm ocratka 1yr355. Ca gpyre crpane,
METOKCHHA(TAICHCKO je3rp0o HAIpPOKCEHA I'Pajyd MPEXy T-aJIKUI MHTEpakifja ca ocTanuma
Val349, Trp387, Leu352, Val523 u Alab27. Jenna amua-n HTEpaKIidja HaBeAEHOT parMeHTa
KOKpHcTana (opMupa ce ca aMUHOKHCEIMHOM TIJIMIMH Ha [ojoxajy 526, 10K
amuHOKHCcenuHCKH octari Valll6, Val349 u Leu531 octBapyjy ajaKuiI HHTEPAKIIMje ca METHIT
rpynom xupainHor C-aToma HalpOKCeHa.
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Pe3ynrat MONeKyJICKOT yKiamama CHHTCTHCAaHHX jelUbeha MOKa3anu cy Ja
KapOOHHMIJIHM aTOMHU KHCEOHHKa JepuBata 1 m 5 popmupajy BOZOHMYHY Be3y ca OCTATKOM
Argl20, 1ok ce 1BOCTpyKa BOJOHMYHA Be3a Ca HaBEJCHOM aMHHOKHCEINHOM YCIIOCTaBJba Ca
KapOOHUITHOM M THOKapOOHWIHOM TpymnoM nepuBata 2, 8-10 u 12, ogHOCHO, KapOOHUITHOM
rpynom nepusara 3, 4 u 11. Cninyan Mojen ykianama Kao M KOJ] KOKPUCTAIHOT JIUTaH/a YOUeH
je kox nepuBara ectpa (heHunananuna (aepuBat 6) Koju popMupa BOJOHUIHE HHTEPAKIIH]E ca
ocraniuma Argl20 u Tyr355, nok nepusaru 7, 13 u 14 popmupajy camo jeHy BOJOHUYHY BE3y
ca Tyr355.

VKOIMKO ce y3My Yy 003Mp BpEIHOCTH €HEprHje BEe3WBama, jaCHO je 1a JEpUBaTH
apoMaTHYHUX amMuHa (popmupajy crabuiamje komiuiekce ca COX-2 y oHOCY Ha JepuBaTe
apOMaTHYHMX aMHHOKHCEIMHA OCTBapyjyhm ymopenuBe BpEeJHOCTH CHEPrHje Be3WBama Y
oaHocy Ha HanpokceH (-13,13 kcal/mol). OBakBu pe3ynratu ce Mory o0jacHUTH GopMHUpameM
JOAaTHUX XUAPO(OOHMX HHTEpaKiHja, KOje Cy OCTBapeHEe INPEeKO apOMaTHYHOI IPCTEHa
O6ouHor ocratka. be3 003upa Ha TO MTO ce METOKCMHA(PTAJICHCKH JI€0 HOBOCHHTETHCAHUX
jenumera yKiana Ha CIMYaH HAuydH Kao M KOJ HAlpOKCEHa, apOMaTW4HU IPCTEHOBU
apOMAaTUYHUX aMHHA Cy 3HA4ajHO JOTNPHUHENH CTaOMIN3alUjU KOMIUIEKCA JIMTaH I -PEeUenTop
bopmupameM ToJaTHUX WHTepakmuja ca ocraiuma Val89, Leu93, Vallle, llell12, Phe357,
Serl19 u Arg120. HajHmka BpeAHOCT eHepruje Be3uBama 3a JepuBar 4 y 0JHOCY Ha ocTaia
UCIIUTHBAHA jEOUIbEHa MOXE ce O00jacHUTH (GOpMUpameM JOAAaTHUX KOHTakara M-
MeTOKCH(EHUITHOT OCTaTKa ca amuHOoKucennHama Val89 (n-c u ankwn) u Vallle (m-amkwn).
Hacynpot HaBeieHOM, epuBaTi ectapa apOMaTHYHUX AMHUHOKHCEIINHA Cy OCTBAPHIIN 3HATHO
BUIIIE BPETHOCTH €HEPTH]j€ BE3MBaba MPIJIMKOM yKianama y akTuBHO Mecto COX-2 y ogHOCY
Ha HampokceH. be3 o03upa Ha ycrocTaBjbeHE BOJOHMYHE MHTEPAKILHMje, Mama CTAOMIHOCT
KOMIUIEKCa Koje (opMHpajy HaBeIEeHH MOJIEKYJIHM MOXKE ce O00jaCHHTH II0jaBOM CTEpPHO
HETIOBOJFHHUX MHTEPAKIMja Koje Mory outu nocieanua Behe 3anpeMuHe 00YHMX HH30Ba OBUX
JjeIubema Y OJHOCY Ha HAIIPOKCEH U ACPUBATE QpOMATUYHUX aMUHA.

Kao mTo je HaBeneHo, kapOOKCHIHA Ipyna HampokceHa (opMHUpa TpPU BOJAOHUYHE
WHTEpaKIuje ca octaruma amuHokucenmaa Argl20 u Tyr355 koje cy mo3Hare u Kao ocranu
MecTa CyXema Koje je jounpano Ha ynazy COX-2 ensuma (256). Takohe, ucrpaxuBama cy
MoKa3aJia J1a YKOJIMKO C€ M3BPIIIM MyTalllja IB€ HaBEJCHE aMHUHOKHCEITMHE JI0JIa3H JIO MTOTITYHE
eJIMMUHAIIN]j€ HHXUOUTOPHUX CIOCOOHOCTH HanpokceHa npema ensumy (89). Hemoryhnomhy
UCIUTHBAHUX JeAUbElma Ja (QopMupajy TpU BOJOHMYHE HHTEPAKIHM]jEe Ca HaBEIECHUM
aMUHOKHCeNnHamMa Moxe ce o0jacHuTu cnaduja COX-2 naxuOuIiMja y 0IHOCY Ha HalPOKCEH.

Nuxuburopu 5-LOX eH3uma Mory ce MojeiuTH Ha Xenarope rBoxha, KOMIIETUTHBHE
HEpeIOKC MHXUOUTOPE U PeIOKC akTUBHE HHXHOuTOpE (257). Jenan on Hajmo3HaTHjux 5-LOX
WHXUOUTOpA, 3UJICYTOH, CBOj€ JIEJCTBO OCTBAPYjE€ XEIUPAKHEM jOHA TBOXKa Y aKTUBHOM MECTY
€H3UMa M CTa0MIIN3allijoM OKCHAALMOHOT cTama. Hacynpor memy, nexkosu nonyt NDGA ce
KOMIIETUIIMjOM Ca apaxHJOHCKOM KHCEITMHOM Be3yjy 3a aKTHBHO MECTO €H3UMa YuMe
MHXUOMpajy weH Mmerabonuzam (97). Y uuipy Banuaanuje CTyAHje€ MOJEKYJICKOT JOKHUHIa
M3BpIIEHO je ykinaname 3mieyTona 1 NDGA y aktuBHO MecTo 5-LOX. PesynraTtu cy mokazanu
na NDGA Hema crnocoOGHOCT Xenupama joHa TBoxkha 3a pasiuKy Of 3WIEyTOHA, YUME je
MOTBpl)eHa BaJMIHOCT CIIPOBEICHOT NCTPAKUBAbA.

Ha ocHOBy crynuje MOJEKYJICKOT TOKHHIa MOXE C€ 3aKJbyUYUTH Ja HMCIUTHBAaHA
jenumema (1-14) He Mory xemupatd joH rBoxha y aktuBHOM Mecty 5-LOX eH3uma.
HadTraneHcku cucteM roTOBO CBUX TECTUPAHUX jEIU-EHha Ce Ha HCTH HAYUH YKJIaa y aKTUBHO
MecTo 5-LOX. OBaj neo Monekyia y XuapopoOHOM [Ty MUJHHOT €H3UMa OCTBAPYje T-aIKIIT
uHTepakiyjy ca ocratkoMm I1e406, n-c xonrakt ca Ala4l0 u m-aHjOHCKY HMHTEpakKiujy ca
octatkom 11e673. Hujenno on MCIUTHBAHMX jelMI-CHa HHjE YCIeno na (Gopmupa KibyuHe
BOJIOHMYHE MHTepakuuje ca ocraiuma Arg596, 11e673 u His600 koje je popmupao NDGA. Ca
JpyTe CTpaHe, CBa jeANbEHha MPEKO KapOOHWITHOT KHUCEOHHKA aMHJIHE TPYIIe Tpajie BOAOHUYHY
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uHTepakimjy ca ocratkoM GIN363 ocum nepuBara 5-7, 9 u 10 Koju HUCY yCIETH da OCTBApe
HUje/IHY BOJIOHUYHY MHTEPAKIIH]Y.

Kana ce y3my y 003up ocTBapeHe BpeIHOCTH €HEPIyje Be3UBamba, MOXKE CE 3aKIbYUUTH
Ja Cy CBa TECTHUpaHA jeqUCHa OCTBapWia BpeIHOCTH Koje cy ynopeamBe ca NDGA
(-8,77 kcal/mol), anu e u ca 3uneyronom (-10,67 kcal/mol). To mokasyje ga Mosekynu Koju
MMajy CIOCOOHOCT Ja Xenupajy joH roxkha dopmupajy crabunamje komruiekce ca 5-LOX.
Kana ce ymopene BpenHOCTH €HEpruje Be3nBama NCIUTUBAHUX jelubea Mel)ycoOHo, Moxke
Ce 3aKJbYUMTH JIa HajCTAOMITHHM]e KOMILIEKCE ca IMJbHUM €H3UMOM rpane aepuBatu 11 u 13.
JlepuBaT 0-METOKCHAHWIMHA C€ Y aKTHBHOM MECTY IIMJBHOT €H3MMa YKJIala Ha CIIMYaH HauuH
Ka0 ¥ IpeocTaia jeuhbeba U3 aHaTu3upaHor ceta. OHO IITO ra U3/Baja y OJAHOCY Ha OocTae
nepuBate je MoryhHocT ¢popmupara IBOCTPYKE BOJOHHYHE HHTEpaKIrje ca octatkoM GIN363.
Haume, amuina rpyna O0YHOT HHM3a HaBEJCHE aMHHOKHCEIMHE Kao JIOHOP BOJOHUYHE Be3e
MHTEparyje ca eTapCKUM KHCCOHHMKOM aMHHCKOT Jela M ca KapOOHWJIHOM TPYIOM
HalpoOKCEeHCKOTr Jena jenumema 11, CraGwiHOCTH (GOPMHUPAHOT KOMIUICKCA JIOAATHO
JONPUHOCE T-JIKAJI MHTEpaKiuje HadTaJeHCKor cucTeMa ca ocranuma Leu368, His372 u
Ala410, kao u -1t (His372) u n-c (Ala410) xonraktu. Ca apyre crpane, HaQTaJICHCKO je3rpo
JepuBaTta MeTwiecTpa (peHunanannHa (jeaumemne 13) ykiana ce Ha WASHTHYaH HaYMH Kao U
KO jenumerba 11 y3 momaTHy m-ayikuil HHTepakimjy ca ocratkoM 11e406. Jenuny BOJOHUYHY
BE3y OBO jeIUIEH-E OCTBApYje MPEeKo THOKapOoHWIHOT cymmnopa ca NH rpymom nMmuaasonosor
npcrena anHokucenuHe His367. Beha crabuiiHocT koMIuiekca HaBeeHux nepuBara (11 u 13)
ce J0/JaTHO MOXK€ O0jaCHHTH OJCYCTBOM CTEPHO HEIOBOJFHHX MHTEPAKLHUja TPHIMKOM
HUXOBOT YKJIaNama y akTHBHO MecTo 5-LOX.

N30eraBame akTHBalWje Mpoleca amonTo3e HMa KJBYYHY YIOTY Yy pPas3Bojy
KaHIeporeHes3e. ATONTO3a je BEOMa CI0XKEH MPOIIeC KOjU C€ MOXKE aKTHUBHPATH HA JIBa HAYMHA!
MIPEKO perenTopa (CroJballbyi MyT) U MUTOXOHJPUJaTHUM MyTeM (yHyTpalmu myT). HakoH
aKTHBAIMje TporpaMupane hemmjcke CMpPTH J0Ja3u 10 GpopMHpama alnoNTOTCKUX Teaniana
Koja ce y cinenehem kopaky darouutyjy on crpane Makpodara. 3HauajHO je Jja MPUIMKOM
oJIBHjarba Mmporpamupane heaujcke CMpTH He J10J1a3u 10 uHpIamMaTopHor mporieca (258).

VYHyTpalmby anonTOTCKU MYT je akTHBHpaH HakoH omrtehema /IHK monekyna wnum
henujckux opranena. KibydHu Kopak y akTHBAIMju MUTOXOHJpPHUJAJTHOT IyTa aronTo3e je
ryouTak TpaHCMEMOpPAaHCKOI MOTEHLHjalla MHUTOXOHJApHja U TpaHchep uumtoxpoma-C u3
MUTOXOHJIpHja y IUToIIa3My. Hakon Tora, nonasu o akTuBalyje Kacnasze-3 u popMupama
aronTo3omMa. MoJeKy/M KOju UMajy €CEeHIMjaliHy YJIOoTy y peryJalyjy aronTo3e ¢y NpoTeHHU
Bcl-2 cymepdamunuje (259). Crospamimy anmonTOTCKH MYT je aKTUBUpPaH 3axBajbyjyhu
Be3MBamy oJroBapajyher nuranja 3a pernentop cMptu. HakoH cepyje moBe3aHux almonTOTCKUX
peKaruja 101a31 10 aKTHBAIIHje Kacmase-3 kao U popmupama anontozoma (260).

henujcku MKIIyC je CTpOro KOHTPOJIUCAH MPOLeC KOjU ce OJBUja y Bulle ¢aza U To:
G1, S, G2u M oa3za. [Ipunmmkom omrehema JJHK Monekyna kox Manurao HensMemeHux henuja,
henujcku LUKIyC ce 3aycTaBiba, J10JIa3u JI0 pernapanuje M KacHUje 10 HacTaBKa O/IBHjama
nukiryca. Ocum nmopemehaja y mporiecy nporpamupane hemujcke cMpTH, mopemehaju y cTporoj
KOHTpOJIM henujckor muKiIyca MOTY JIOBECTH JO pa3Boja mpoleca KaHieporeHese (261).
CaBpemMeHHN aHTUTYMOPCKH JIEKOBU CBOj e(eKaT HCIoJbaBajy aKkTUBAIlMjOM Mpolieca arnonTo3e
W/WIM MHAYKIUjoM 3acToja henujckor nukinyca. KibydHu HegocTany caBpeMeHe aHTUTYMOPCKE
Teparnuje cy HeCEJIEKTUBHOCT, Kao U M0jaBa pe3UCTEHIMje Ha JIEK HAKOH AYTOTpajHe IPUMEHE.
Crora, jacHO je Ja CHHTe3a MOTEHIMjaTHUX XeMUOTepaneyThKka MMa 3a/aTak Jia npeBasube
MIPETXOHO TIOMEHYTE HEJOCTATKE.

VY mpencraBibeHOj AUCEPTAIMjH TECTUPAHO je YeTpHaecT jenumbemwa (1-14) Ha hemuje
aneHokapruHoMa nojke MDA-MB-231, xapumaoma rpimha martepunie Hela, kapmmHOMa
konoHa HCT 116. V uuspy ucnuTHBaWka CEJIEKTUBHOCTU MPETXOAHO MOMEHYTHX jEAMIbEHba,
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TeCTUpaH je aHTurpoaudepaTuBHU edeKaT W Ha MAJIUTHO HEM3MEHEeHHM (pudpobdiacTuMa
(MRC-5).

Tectupana jenumema (1-14) moka3zasna cy Beoma ciiab aHTunpordepaTtuBHu epexat Ha
MDA-MB-231 henujckoj nmuuju. Takohe, BehMHa CHHTETHCAHHMX jeAUIEHA €
JEMOHCTpHpaja BeoMa cinab antunpoiudepatuBHu edekar Ha henmuje xapruHoma rpiauha
matepuie Hela. [Ipenusnauje, o1 yeTpHAECT TECTUPAHUX jEAUILEHA CAMO CY jelrmbena 3 U 8
WCIIOJbUJIA CHAXKaH aHTUTyMopcku edekar Ha Hela henuje. Ha henmjckoj muanju HCT 116
CHHTETHCAHA jeIUIbeha Cy MOKa3zaia yMEpPEeH, OJHOCHO cllad aHTUTYMOpckH edekar. Beoma
cnab anTunpordepaTHBHA eheKaT THOYPEUIHUX AepuBaTa HanpokceHa (1-14) je mokaszan Ha
MaJINTHO HeU3MEeHeHUM (hubdpodiacTuma.

HcrpaxkuBame Koje cy mybaukoBaau El-Husseiny u capamnuim je mokaszano aa
JIepYBaTH HAIPOKCEHA MOKa3yjy cCHaxkaH antunpoiupeparusau edpekar Ha MCF-7, MDA-231,
HelLa u HCT 116 hemujcke nunamje, npu yemy cy |Cso BpegHoctu Ouie y omcery ox 4,83 mo
14,49 uM (58). 3a pasznuky OJ HPETXOAHO MMOMEHYTOI HCTPaKWBama, Yy IMPEACTaB/HEHO]
JOKTOPCKO] AucepTauuuju BehuHa THOYpeuIHUX JepuBaTa HAIPOKCEHA je OCTBapuja BEoMa
cmab antutymopcku edexar Ha MDA-MB-231, HeLa u HCT 116 hemujckum nuHMjaMa.
U3zyzerak cy jequmema 3 U 8 Koja Cy MoKasajia CHakaH aHTUTYMOpPCKH edekat camo Ha Hela
henujckoj muHUjU.

HcrpaxuBame CrpoBefeHo o ctpaHe Deb-a u capagHuka je mokasauo aa JepuBar
HaIpOKCEHa HCIOJhbaBa CHakaH aHTUIpoiudepatnBHu edekar Ha aBe henwjcke JmMHUjE
kapuuHoma jojke MCF-7 u MDA-MB-231 (59). 3a pa3auky o1 IpeTX0IHO IOMEHYTE CTyIHje,
y IPEICTaBJbEHOM UCTPAKMBalhy CBUX YETPHAECT TECTUPAHUX jeIUIEHA CY IEMOHCTpUpAa
Beoma cnab antunponudeparusuu epexkar Ha MDA-MB-231 henujckoj nunuju.

C 003upoM Ha YUHHCHHUILY J1a Cy OF CBUX TECTHPAHHX jeANbEHa caMo JepuBatu 3 u 8
UCIOJbUIIN CHaxkaH aHTurnponudeparuBau edpekatr Ha Hela henuje, HeonxonHo je neTasbHO
MPOyYaBamke MOJICKYJApHUX MEXaHH3aMa BUXOBOT JiejcTBa. Hamma cryamja je jacHo mokasaia
Ia 00a MPeTXOAHO MOMEHYTA jeIUbeha aKTUBHPAjy MPOLIEC allONTO3€ U Ha Ta] HAUUH CMamby)y
BHJaOMIIHOCT TECTUPAHUX KaHIepckux henuja. CIMYHO HAIIMM PE3NTATUMA, Y UCTPAKUBADY
Deb-a u capasinuka, [epuBaT HAMPOKCEHA HHIYKOBAO je aKTUBALIU]Y allONTO3e H THME CMamHO
BHjAOMITHOCT TeCcTHpaHux Maauraux hemuja (59).

OcuM akTuBaIyje npoleca anonTose, jeumbemha 3 U 8 CBOj aHTHNPOIU(epaTUBHU
edekar Ha Hela hemmje octBapyjy 3axBajbyjyhu MHIYKIIMJU 3acTOja NeJNMjCKOT LHUKIyca y
Go/G1 ¢dasu. UctpakuBame Deb-a u capagnuka je mokaszano 1a JepHBaT HaIpOKCEHa CBOj
CHa)KaH aHTUTYMOPCKHU e(eKaT 3aCHHBA MCKJbYYHBO Ha aKTHBAILIMjU TpOIlEca amornTose, 0e3
3actoja henujckor mukiyca (59).

[TpoamonToTCKH U aHTHATIONITOTCKU MMPOTEHMHNA HUMAjy PETYIATOPHY YIIOTY Y KOHTPOIIN
nporeca anonro3e. [loTeHIMjalHU aHTUTYMOPCKU JIEKOBH MOTY MOBehaTH KOHLIEHTpAaIujy
MPOANoONTOTCKOr BaxX mporemHa W MCTOBPMEHO CMAamUTH KOHIEHTPAIH]y AHTHAIIONTCKOT
Bcl-2 monekyna. I[Topemehajem onHoca koHueHTpaiwje Bel-2/Bax mporenna yHyTap ManurHe
hemuje nohm he mo akTHBalMje er3eKyTopcke kacmase-3. Y MpeACcTaBbeHOM HCTPaKUBABY,
TeCTUpaHa jequmbea 3 W 8§ HUCY JOBela J0 3Ha4YajHOT IopacTa KOHIIEHTpaIuje
MpoanonToTckor mpotemHa Bax. Takohe, HUje aeTEeKTOBaH TaJ  KOHIIEHTpAIH]e
antuanontorckor Bcl-2 mporenna. MoxeMo 3aKJbYUUTH Jia HUje JOILIO 10 YMamkEemha 0THOCA
Bcl-2/Bax. Takolje, HaKOH TpeTMaHa MCIMTHBAHUM jeJMI-CH-MMa JICTEKTOBaHA je moBehaHa
KOHIIEHTpallMja er3eKyropcke kacmasze-3. CIM4HO OBUM pesynratuma, cryadja Deb-a u

capajJHUKa je IoKasaja Ja JepuBaT HalpOKCeHa WHIYKYje aKTHBAIlH]y Kacmas3e-3 1 Kacmasze-9
(59).
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» CuHTe3a THOYPEHIHUX JIepUBaTa HAIIPOKCEHA

[IpencraBibeHa TOKTOPCKA AUCEpTAIlHja UMaJIa je 3a IUJb Ja ce (PYHKIIMOHATN3aI1jOM
KapOOKCHIJIHE TpyIe HAPOKCEHA y THOYPEUIHY TPYyNy MPUMEHOM CTEPHO BOJYMHHO3HUX U
TUMOQWIHUX apOMAaTUYHUX aMWHA W ecTapa apoOMAaTUYHHX aMHUHOKHCEIMHAa CUHTETHUIILY
MOJICKYJIH KOju OM MMald HUCTYy WIM CHaXHHU]y aHTHHH(IAMALUjCKy M IHUTOTOKCHUYHY
aKTHUBHOCT y OJIHOCY Ha T0JIa3HHU HanpokceH. CHHTe3a je CIpoBeIeHa IPUMEHOM TPOCTEIICHE
nporenype y K0joj KUCEIMHCKU XJIOPHUI HalIPOKCEeHa, JOOMjeH Y IPBOM KOpakKy, y MPUCYCTBY
KaJijyM-THOIIMjaHaTa pearyje ca apoMaTHYHHM aMHHHMa W €CTpHMa apoOMaTHYHHUX
aMHHOKHUcenuHa popmupajyhu xxespenu nponsBoa. CHHTeTHCaHO je 14 THOypenHHUX JepuBaTa
HarnpokceHa u To 10 nepuBara apomatnyHuX amuHa (jenumema 1-5 u 8-12) u yetnpu nepusara
ecTapa apoMaTUYHUX aMUHOKHCcennHa (jenumema 6, 7, 13 u 14) y3 mpunoc ox 25% mo 43%.
[IpeunmhaBame 100MjEeHUX jeIMBH-CHA U3BPIIECHO je MpuMeHoM rnpenapaTuBHe TLC meroze.

»  Ou3NUKo-XeMHjCcKa KapaKTepu3alija HOBOCHHTETUCAHUX jeInbeba (CTPYKTYpHa aHaIn3a
u oxpehuBame napamerapa JUMOGHIHOCTH)

CrpyKkTypHa KapakTepH3aluja CIpOBEACHA je MPHUMEHOM MeToje oapehuBama Tauke
ToIUbem-a U TayHuX Maca, 3aTuM NMR (*H u °C), IR u macene cnekrpockonuje. Mcnutupame
TUMOGUIHOCTH CHpPOBEICHO je npuMmeHoM tpamunuonanne Shake-flask meronme, xao wu
peBep3Ho-(azHux xpomartorpadgckux Merona (RP-TLC u RP-HPLC). Pauynapckom
MPESIUKIMjOM TIPOLCHEHO j€ Ja CBa jeAMIbCHha W3 HCIHTHBAHOT CETa WUMAjy H3Pa3HTO
munoduinHe ocobuHe, nma je mokaszano ga cy RP-TLC u RP-HPLC merone moromgnmje 3a
NPOLICHY JIUIMOPHITHOCTH CUHTETUCAHUX JeIIbCHha y OJHOCY Ha TpaauuuoHanHy shake-flask
MeTomy. YOUCHO je Ja 300T BelTuKe JTUMTO(UITHOCTH UCTMTUBAHUX jeauberba (I0gP > 4) roroBo
[EJIOKYITHA KOJIMYMHA UCIIUTUBAHE CYIICTAHIIEC Mpesia3ud y OpraHcKy ¢asy mrTo oHemoryhasa
aJIeKBaTHO H3pauyHaBame Koe(UIMjeHTa pacrojeie MNPUMEHOM CHEKTPOPOTOMETpHUjCKe
shake-flask merone. luctpubyimja Bpeanoctu xpomatorpadekux napamerapa RP-TLC u RP-
HPLC metone Hasla3u ce y peaTUBHO YCKOM OIICETY, LITO yKa3yje Ha CIMYHY JUIO(UIHOCT
Melhy UCHUTHBaHUM jenumemuMa. Mely TecTupaHuMm JepuBaTHUMa HallpoKceHa Hajehe
BpenHoctd RP-TLC n RP-HPLC xpomatorpadckux napamerapa noceayjy aepusatia 6 u 7. C
003MpOM Ha TO J1a CHHTETHCAaHA jeJiibeba He mocenyjy jouusyjyhe nenrpe, 10gP je jennak
logD BpennocTu nipu cBuM pH BpeaHOCTHMA.

» Ilporena nacuBHe raCTpOMHTECTUHAITHE allCOPIILIMje HOBOCUHTETHCAHUX jenumbera. QSPR
1 QSRR ananmza nobujenux pesynrara

[IporieHa nacuBHE racTPOMHTECTUHAIIHE allCOPIIMje U3BpIIeHa je mpuMeHoM PAMPA
u BMC mogaena. ITomto je PAMPA Mozen ca cucteMoM XeKcaJieKaH/XeKcaH Kao BEeIITauKoM
MeMOpaHOM OMOT'yhHO MPOLIeHY peTeHIMje HCITUTUBAHUX JeIU-EHha y BEIITaYK0] MEMOPAHH,
Kao M TO J1a je BpeMe UHKyOaluje 3HaTHO Kpahe y 0JHOCY Ha MOJET ca JICLIUTUHOM jajeTa Kao
BELITAYKOM MEMOpaHOM, OJUIYYeHO je€ Ja C€ HCHUTHBAmE MacHBHE TaCTPOMHTECTHHAIIHE
arcopIiyje CBUX HOBOCHHTETHCAHUX jeIU-CHa U HAIPOKCEHa CIpOBe/le MPUMEHOM IPBOT
PAMPA wmogena. Jenumerma ca HajBuimuM BpenHoctuma logPe (mepuBar 6 u mepuBar 7)
crajajy y rpymny HajnunoQpuiIHUjUX jeIubeba HCIUTUBAHOT ceTa. Ca Ipyre cTpaHe, 1epuBaTu
3 u 6 moceyjy HajBUIIIE BPEIHOCTH PETEHIIH]je Y BemTaukoj Memopann (24% u 34%), mro je
oHemoryhuio 1a oBa jeauMmema ocTBape jomr Bume BpeaHoctH logPe mapamerpa of
OUYEKHBAHMX HA OCHOBY BHHUXOBe nunoduiHoctd. Ha ocHOBY pesynTaTta mpolieHe MacuBHE
racTPOMHTECTHHAIIHE arCopIIfje YOUeHO je Ja aHaJTU3UpaHa jeAUberha Moceayjy 3HauajHoO
MamU MOTEeHIIH]jall 1a pol)y Kpo3 TaCTPOMHTECTHHAIHY MEMOpaHy y OJTHOCY Ha HAallpOKCEH 0e3
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003upa Ha U3BPIICHY XEMHU]JCKy MoAUMUKAIH]y, IPH YeMy je caMo AepuBaT / moka3zao Behu
CTEICH MepMeabuITHOCTH Y OJJHOCY Ha HampokceH. Pesynratn QSPR ananu3e cy mokaszamu na
Cy JIBa JIECKPHUIITOPA KOja Haj00JbE OMHKCY]Y OJTHOC CTPYKTYPE ¥ IIEPMEaOMITHOCTH UCITUTUBAHUX
jemumema SMO7_EA(dm) u CATS3D_02_AL. Moiekysid KOju y CBOjOj CTPYKTYPH HOCEAY]Y
HajBehu Opoj HEBOIOHMKOBUX aTOMa MMajy HajBuie Bpeanoctu SMO7_EA(dm) meckpumnropa,
JIOK HAaIIPOKCEH IOCceyje HajHMKY BpeaHocT. JlepuBar 7 nocenyje Hajeehe Bpennoctu logPe u
neckpuntopa SMO7_EA(dm), mrro ykasyje Ha TO Jja BHIIE BPEIHOCTH HABEACHOT JECKPUIITOPA
MOTY MMAaTH TO3WTHBAH YTHIA] Ha MACHBHY T'acTPOMHTECTHHAJHY amncoprnuujy. Ca npyre
ctpane, HajBumie BpeaHoctn CATS3D 02 AL npeckpunrTopa youeHe cy KOJ JAepuBaTa
apOMaTUYHUX aMHHA KOjU Y TIapa MoJio’ajy OEH3€HOBOT IMPCTEHA MTOCEyjy TpyIie ca JiBa aToMa
YIJbEHUKA U JeTHUM aTOMOM KHCEOHHKA (ETOKCH Tpyla KOJ JepuBara 3 M alleThi Ipyma Ko
nepuBara 5). BMC ananu3a mnokasana je aa ce oJf ectapa apOMaTHYHHX aMHHOKHCEIIMHA
o4eKyje 00Jba MaCHBHA FACTPOMHTECTUHAITHA ATICOPIIIIKja y OJJHOCY Ha IEPHUBATE apOMATHUYHUX
amuHa. AHamm3om QSRR mMopena 3akspydeno je ma je Mor20u meckpumnrop kKoju Hajoosbe
OIKCYje TOBE3aHOCT M3Mel)y CTPYKType HCHUTHBAHUX jCIHIbCHA U HHHXOBE DPETCHIIMOHE
cnocooHoctn 'y BMC cucremy. PAMPA u BMC ananm3a yka3yjy Ha BHCOK CTENEH
ycarJallieHOCTH pe3yJiTaTa OBa JiBa MOJIENa, jep ¢y 00a mokaszaljia Ja THOYPEUIHU JCPUBATH
HAIPOKCEHa ca eCTpUMa apOMATHYHUX aMUHOKHCEIIMHA (iepuBaT 6 1 7) mocenyjy Hajehw, a
JepuBaT 5 HajMamb K MMOTEHIUjall 33 TTACUBHY T'aCTPOMHTECTUHAIIHY arlCOPIIIH]Y.

» MHcnurusame in Vivo aHTHHHQ)JIaMaHI/IjCKe AKTHBHOCTH HOBOCI/IHTeTI/IcaHI/IXjGILI/IH)eH)a

Jenumemwa 2, 4 u 7 mokasaja Cy HajCHaOXHUJU MOTEHLMja] Ja PEAyKyjy eleM Iiare
nanoBa y HajBehoj J03u, Koju je 3HaTHO Behu y ofHOCY Ha HETpeTHUpaHy rpyly maroBa, a
KoMmapaOuiaaH ca  aKkTHBHOLINY  KOjy je  OCTBAapHO  HAaMpOKCeH. Makcumym
antunH(IaMalmjckor epekTa HajepukacHujux aepuBata (2, 4 u 7) youyeH je y Hepuomy
HajU3paKeHM]jer eieMa TOKOM Tpeher u 4eTBpTOr caTa HaKOH alljIMKalMje KapareHaHa, na ou
C€ MOIJIO TIPETIOCTABUTH J1a j€ HaJUHTEH3UBHU]a MHXHOUIIM]a e/leMa II1are TOKOM OJIJIOKEHE
¢daze wuHpIamManMje TMOCIeIUIAa YTHULAQJa CHHTETHCAHUX jeUEbEelha Ha OHOCHHTE3y
MPOCTAarJIiaH/InHa.

» MUcnurusame in vitro COX-2 u 5-LOX MHXMOMTOpHE aKTUBHOCTH HOBOCHHTETHUCAHUX
Jeqvmbemna

Pesyntatu ucnutuBamwa uxuounuje COX-2 u 5-LOX en3uma nokazanu cy jga cBa
CHUHTETHCaHa jequmema nocenyjy ciadbujy COX-2 MHXMOUTOPHY aKTUBHOCT y OJHOCY Ha
HanpokceH. KapOokcuiHa rpyna HampokceHa (opMupa TpH BOJOHHYHE HHTEpakije ca
ocranmma amuHokucenuHa Argl20 u Tyr355 na ynazy COX-2 ensuma, na ce Hemoryhaomhy
UCIUTHUBAaHUX jeUbeha Ja (opMHUpPajy TPU BOJAOHMYHE HMHTEpAKIMje ca HaBEACHUM
aMUHOKHCENIMHaMa Moke oOjacautu cnabmja COX-2 wunHxuOunuja y mopehemy ca
HanpokceHoM. HacynpoT Ttome, 3HauajHa wmHxuOunuja 5-LOX ensuma 3abenexxeHa 3a
jemumema 1-5, mpu yemy je mocturnyra 1Cso BpemqHOCT AepuBata 4 HajHIKA U YIIOpEIrBa ca
3uneyToHoM. Ha OCHOBY cTynuje MOJIEKYJICKOT IOKMHTa, MOXE C€ 3aKJbYUUTH J1a UCIIUTHBAHA
jemumema (1-14) e Mory xenupaTu joH TBokha y akTuBHOM MecTy 5-LOX, mTo ykasyje Ha To
Jla criajiajy y rpyny Hexennpajyhux KOMIEeTUTUBHUX MHXHOUTOpa oBor eH3uMa. Kazia ce yamy
y 0031Up BPEIHOCTH €HEPTHje BE3MBaKka MOXKE CE€ 3aKJbYUUTH J1a Cy CBA TECTHPAHA jSIUHCHA
ocTBapuia BperHOCTH Koje cy kommapabuine ca NDGA, anu He U ca 3uIeyTOHOM, Tako J1a
MOJICKYJIA KOJH KMajy CIIOCOOHOCT Ja Xenpajy joH reoxha popMupajy cTabnuiIHN]je KOMIUIEKCE
ca 5-LOX.
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» HWcnutuBame in Vitr0 MIUTOTOKCHYHE aKTHBHOCTH HOBOCHHTETHCAHUX jEAMILCIHA.

Crynujama MUTOTOKCHYHOCTH MTOKA3aHO je J1a HUjeTHO OJ] CHHTETHCAHUX jeIU-EHha HEe
nocezyje 3HayajaH MUTUTOTOKCHYHH edekaT Ha BujabunHocT henuja ¢pudbpodnacta MRC-5 u
Beoma Onar edexkar Ha MDA-MB-231 henujcky nunmjy. HajuzpaxeHuju HHUTOTOKCUYHHU
edexat octBapuiu cy nepuBat 3 U 8 Ha Hela tymopcky henujcky nunujy rpauha marepuie
y3 JIOKa3aHy aKTUBAIIM]y eKCTPUH3UYKOT allONTOTCKOT ITyTa.

Ha ocHOBy cBera HaBeJeHOI MOXE C€ 3aK/byYHTH Ja M-CYNCTUTYHCAHH,
P-CYIICTUTYUCAHH M HECYINCTUTYUCAHH JIEPUBATH apOMATUYHHUX aMHHA IOCENYjy CHaXKaH
aHTUMH(IIAMAIM]CKA ¥ IIUTOTOKCUYHU edekaT, mehy kojuma ce uctuuy aepuBatu 3 u 8 ca
HajCHOKHUJUM IUTOTOKCUYHUM JICJCTBOM M JepuBaTd 2, 4 W 7 Kao HAjIIOTCHTHUJU
aHTUUH(IAMAI]CKN areHcH. Mel)y HaBeileHMM MOJIEKYJIMMA jeNbebe 7 TIoceyje 3HadajHy
npeaBul)eHy MacuBHY raCTPOMHTECTHHAIHY allCOPIIIH]Y, IITO ra YHHH JOOPHM KaHJAUJATOM 32
per OS mpuMeHy.
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Abstract: The aim of the study was a synthesis and investigation of the dose-dependent anti-
inflammatory effect of new thiourea derivatives of naproxen with selected aromatic amines and esters
of aromatic amino acids. The results of the in vivo study indicate that derivatives of s-anisadine
(4) and N-methyl tryptophan methyl ester (7) showed the most potent anti-inflammatory activity
four hours after injection of carrageenan, with the percentage of inhibition of 54.01% and 54.12%,
respectively. In vitro assays of COX-2 inhibition demonstrated that none of the tested compounds
achieved 500’ inhibition at concentrations Jower than 100 uM. On the other hand, the aromatic
amine derivatives (1-5) accomplished significant inhibition of 5-LOX, and the lowest [Cg value was
observed for compound 4 (030 uM). High anti-edematous activity of compound 4 in the rat paw
edema model, together with potent inhibition of 5-LOX, highlight this compound as a promising
anti-inflammatory agent.

Keywords: naproxen; thiourea; carrageenan; paw edema; anti-inflammatory activity; COX-2; 5-LOX;
molecular docking; FRED

1. Introduction

Inflammation is defined as a local or systemic response to tissue damage or different
stimuli, such as biological, chemical, physical, and thermal factors [1]. Increased inflamma-
tory response and elevated concentration of proinflammatory markers, such as cytokines
and inflammatory chemokines, introduce the organism into a state of hyperinflamma-
tion [2). Hyperinflammation in combination with reactive oxygen species (ROS) produced
by oxidative stress is an important factor contributing to the development of various dis-
eases, such as arthritis, cardiovascular disease, cancer, diabetes, etc. [3,4). Arachidonic acid
{AA) is a polyunsaturated w-6 fatty acid that can be metabolized through various catabolic
pathways. The two most important metabolic pathways of arachidonic acid are catalyzed
by the enzymes cyclooxygenase (COX) and 5-lipoxygenase (5-LOX) [5]. Two isoforms of
COX enzyme are COX-1, which is constitutively expressed, and COX-2, which is induced
by inflammatory factors, hormones, and growth factors. Two steps in the biosynthesis
of leukotrienes are catalyzed by 5-LOX: the biotransformation of AA to the intermediate
5-hydroperoxyeicosatetraenoic acid and its further transformation to leukotrienes. On the
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Abstract The objective of this study was to synthesize seven novel thiourea derivatives of naproxen
{8-14), examine the anti-inflammatory actvity of the newly synthesized compounds, investigate the
cytotoxse potential of both sets of syntheszed compounds (1-7 and 8-14), and select the most promis-
ing anti-inflammatory and antitumor drog candidates. The results of the in vivo anti-inflammatory
study clearly showed that compounds B and 9 were capable of decreasing paw edema, as evident
from a high percentage of inhibition ([44.83% and 49.29%, respectively). In addition, the results of
in vitro enzyme inhibition assays demonstrated that neither of the newly synthesized compounds
reached 507 inhibition of 5-LOX at concentrations lower than 100 pM. In terms of antitumor po-
tential, derivatives 3 and B exhibited strong eytotosie effects on the Hela cell line, suggesting the
involvernent of the extrinsic pathway of apoptosis. Acconding o the overall resulis obtained for both
sets of synthesized molecules, derivatives 4 and 8 can be underlined as molecules with the strongest
anti-inflammatory actavity, while dervatives 3 and B are the most promising cviodoxic agents.

Keywords: naproxen; thiourea; anti-inflammatory activity; paw edema; eytotoxsc activity; MTT;
apoptesis; COX-2; 510X

1. Introduction

Inflammation represents the physiological response of the human body Bo various
types of injury, including infection, physical and ischemic trauma, as well as exposure
to different toxins. This protective reaction of the body triggers cellular changes in the
inflamed tissue, resulting in the repair of the injury and consequent cell proliferation at
the site of inflammation [1.2]. However, if the origin of inflammation is maintained, acute
inflammation is converted into the pathophysiological chronic inflammation [3]. It is well
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Huxona HenesprkoBuh je pohen 27.02.1995. rogune y KparyjeBiy, rae je 3aBpiimo
OCHOBHY M CpeAby MEIUIMHCKY KONy ((apMaleyTcKu TexHHuYap) Kao Hocuial Bykose
muruiome. PakynteT MEAMIMHCKMX Hayka YHuBep3utera y KparyjeBuy, MHurerpucane
akazieMcke cryauje ¢apmanuje, ynucao je 2014. rogune, rae je u gumuiomupao jyma 2019.
TOJIMHE Kao CTyJeHT renepanuje. CTyauje je 3aBpIiro ca mpocedHom orieHoMm 9,81. V nepuony
012015. 10 2019. rogune nporiamasal je HajyCIeITHIjUM CTyJeHTOM y renepauuju. CTpydHu
UCIUT 3a MarucTtpa (apmaiyje MOJO0XKUO je Ipel CTPYYHOM KOMHCHjOoM MUHHCTapcTBa
3apasiba 24.12.2020. ronune.

JlokTopcke akaneMcke cryamje ymucao je Ha DakynreTy MEAMIMHCKHX HayKa Yy
Kparyjepuy 2019. rogune. Ycmenu noktopcku ucnut noioxuo je 20.07.2021. rogune ca
orieHoMm 10 (mecer). [lana 12.04.2022. ronune Ha cequuny HactaBHo-HayuHoT Beha DakyTeTa
MEIMLIMHCKUX Hayka YHuBep3urera y KparyjeBiy ycBojen je M3Bemraj o oueHu HaydHe
3aCHOBAHOCTU TE€ME€ JIOKTOPCKE AMCepTalMje MOJ Ha3UBOM ,,Pa3Boj HOBUX THOYpPEUIHHX
JiepuBaTa HAIIPOKCEHA: CUHTE3a, (PU3NYKO-XEMHjCKa U OMOJIOIIKA KapaKTepu3amja‘.

Hukona HenerbkoBuh akTHBHO yd4ecTByje Yy H3BOhEHmY MpaKTHMYHE HAcTaBe Kao
aCHCTEHT 3a YKy HayuHy obOsact Papmaneyrcka xemuja. TpeHYTHO je aHTa)KOBaH M Kao
UCTpa)KMBa4-capaJHUK Ha IPOjeKTy MUHHCTapCTBa MIPOCBETE, HAYKE U TEXHOJIOMIKOT Pa3Boja,
Kao ¥ Ha J1Ba JyHuop npojekra Dakynrera MEIUIIMHCKUX Hayka YHuBep3urera y Kparyjesiy.
On mxoncke 2022/2023 je cTyleHT crelrjaJucTUYKUX CTyaAuja u3 McnutuBama U KOHTPOJIE
nexoBa Ha PapmarieyTckoMm QakynTeTy YHuBep3uTeTa y beorpany.

Hukona HenesbkoBuh je aytop mim KoayTop JEBET HAYYHO-UCTPAKUBAYKHUX PaZoBa
KOju Cy o0jaBJbeHH Yy foMahum U Mel)yHapoaHUM "acomucuma, oj dera cepaMm pagosa Ha SCI
JUCTH, Kao 1 26 caomniTema Ha KoH(epeHjama o Mmel)ynapogHor 3Hauaja Mel)y Kojuma numa
OJIPYKaHO jeTHO MPEeJaBame MO MO3HBY.
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Oépazay 1

H3JABA AYTOPA O OPHTHHA/THOCTH JOKTOPCKE THCEPTALIUJE

M3jaB/byjeM aa HOKTOPCKA JMCEPTAlLiMja Mo/ HACIOBOM:

,Pa3Boj HOBHMX THOYDeHIHHX JAEPHBATA HANPOKCEHA: CHHTe3a, (u3MuKO-XeMHiCcKa W
OuoJoImKA KapaKTepu3ammuja®

OpeACTaBba OPUSUHANIHO  AYMODCKO Oeno  HacTajlo  Kao pe3ynTaTr CoOncCmBeRO2

ucmpaxcusauxoe paod.

Osom Hzjasom maxohe nomephyjem:

e 1A cam jeOunu aymop HaBeJieHe JOKTOPCKE JAUCEPTaLvje,
e lay HaBeJEHOj JOKTOPCKO] AUCSPTALUjH HUCAM U36PUWLUO/NA nOpedy aYTOPCKOT HUTH
APYTOT NpaBa MHTENEKTyalHe CBOjUHE APYTUX JIMIA,

V Kparyjesuy, [.0l 2004 romuwe,

‘kﬂé’ma ])/eﬁ u(elﬁr.g&‘if '

4
MOTHHC 4yTOpa




Obpasay 2

H3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH LITAMITAHE H EJIEKTPOHCKE BEP3HJE
JOKTOPCKE JUCEPTAITHJE

Vi3jaB/byjeM Ja Cy LITAMTaHa U eJEKTPOHCKA Bep3rja JOKTOPCKE AUCePTaLlije MOJ| HacloBOM:

Pa3zBoj HOBMX THOVDEHIHMX JICPHBATA HANDOKCeHA: CHHTe3a, (QU3IMUKO-XeMHjcKa M
OHOJIOIIKA KApAKTepH3auuja‘

NCTOBCTHC.

V Kparyjesny, 1).01.2004. vonune,

Mum Yootuloc

NOTHHC abh*opa




Oébpazay 3

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIITRABARY JOKTOPCKE JTH CEPTALTHJE

Ja, Hukouia HenebkoBuh,

J03BOJbABAM

He J03BOJbaBaM

Vuusepsuterckoj Gubiuoteny y Kparyjesiy a Ha1uHU /Ba TpajHa YMHOXKEHA MPUMEpKa y

e/TeKTPOHCKO] (hOPMH JOKTOPCKE AUCEPTALH]e MO/ HACTOBOM:

»Pa3B0] HOBHX THOYPEHJAHHX AEPHUBATA HAIIPOKCEHA: CHHTEe3a, (pu3NUKO-XeMH|CKA H
OHOJOIIKA KapaKTepH3auHja‘

¥ TO y LEIMHU, KaO U Ja 110 jeflaH MPHMepaK Tako yMHOXCHE JOKTOPCKS AucepTanyje yHuHU
TpajHO JOCTYMHHMM jAaBHOCTH IIyTEM JWTUTATHOT penosuTopujyma YHUBEP3UTETA Yy
Kparyjelly W LEHTPANHOT DEMOSUTOPHjyMa HAJJICHKHOT MHHMCTApcTBa, Tako Aa
NpUNaHUIK jABHOCTH MOTY HAUMHHMTU TPajHEe yMHOXEHE IPHMEPKE y eNEKTPOHCKOj hopMHU

HaBe[eHe NOKTOPCKE AMCEePTALMje My TeM npey3sumared.

OsoM H3jasom Takohe

DO03BOJbaBaM

HE 103BOJbaBaM !

! Ykonuko aytop usabepe 1a He 103BOIH MPUNATHUIMMA JABHOCTH 1d TaKO AOCTYIHY JOKTOPCKY JMcepTanujy
KOPMCTE TOJ YCJAOBHMA YTBPhEHHM jeIHOM Of Creative Commons JNHUEHIH, TO HE HCKIbydyje TNpPaBo
[pUNaJHNKA JABHOCTH Na HABEICHY JOKTOPCKY JUCEpTaLHjy KOpHCTE y CKiaiy ca ofpenGama 3akoHa O
ayTOPCKOM H CPOJHHM IIpaBHMa.



TpUNagHKUIIMA jJABHOCTH Ja TaKO JOCTYNHY NOKTOPCKY QMCEpTALHA]y KOPUCTE IO/ yCIOBIMA

yrBphennm jenHom on cneniehux Creative Commons TAUEHUA:

1) AyTopcTBO

2) AYTOPCTBO - A€JHTH 10/t HCTHM YCI0BHMA

3) AyropctBo - 6e3 npepaja
4) AyTOpCTBO - HEKOMEPLIHjATHO
5) AyTOpCTBO - HEKOMEPLHaIHO - ICAUTH TIOJL HCTUM YCJIOBUMA

6) AyTOpCTBO - HEKOMEpIHjaTHo - 6e3 npepazia’

Y Kparyjesuy, 1). of 202Y. romume,

wjpmﬁq #M,ha {?Mzb(

: MOTHHUC ayTOpa

2 Monumo ayTope KOju cy n3abpand jia JA03BOJIC IPUNAJHALHUMA jaBHOCTH Ja Tako NOCTYIHY NOKTOPCKY
JHCEPTalMjy KOPHCTE TIOJ YCJIOBHMA YTBphEHHM jeIHOM OX Creative Commons TULEHIHA 12 3a0KPYXKe jeIHy
of roHyhemmx  JuueHmd. JleTa/baH  Caipkaj  HABENEGHMX  JIMUCHIM  JIOCTyNaH je  Ha
http://creativecommons.org.rs/
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