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Апстракт 
 

Увод: Функционализацијом карбоксилне групе напроксена у тиоуреидну групу 

применом стерно волуминозних и липофилних ароматичних амина и естара 

ароматичних аминокиселина могу се синтетисати нови молекули који потенцијално 

имају исту или снажнију антиинфламацијску и цитотоксичну активност у односу на 

полазни напроксен. 

 

Материјал и методе: Реакцијом напроксена, калијум-тиоцијаната и једињења са амино 

групом синтетисани су одговарајући тиоуреидни деривати напроксена. Структурна 

анализа је извршена одређивањем температуре топљења и спектроскопским методама. 

Липофилност је испитана применом shake-flask методе, реверзнo-фазнe хроматографијe 

на танком слоју (RP-TLC) и реверзно-фазне високоефикасне течне хроматографије (RP-

HPLC). Процена гастроинтестиналне апсорпције је спроведена применом PAMPA теста 

и биопартиционе мицеларне хроматографије (BMC). Веза између параметара апсорпције 

и хемијске структуре испитиваних једињења утврђена је анализом квантитативних 

односа структуре и пермеабилности (QSPR) и квантитативних односа структуре и 

ретенције (QSRR). Испитиваним једињењима је процењена антиинфламацијска и 

цитотоксична активност, као и потенцијал инхибиције СОХ-2 и 5-LOX ензима. 

 

Резултати: Синтетисано је 14 тиоуреидних деривата напроксена. Међу испитаним 

једињењима највеће вредности RP-TLC и RP-HPLC хроматографских параметара 

поседују деривати 6 и 7. Само је дериват 7 показао већи степен пасивне 

гастроинтестиналне апсорпције у односу на напроксен. Једињења 2, 4 и 7 показала су 

најснажнији антиинфламацијски потенцијал. Сва синтетисана једињења поседују 

слабију СОХ-2 инхибиторну активност у односу на напроксен, док је значајна 

инхибиција 5-LOX ензима забележена за једињења 1-5. Најизраженији цитотоксични 

ефекат остварили су деривати 3 и 8 на HeLa туморску ћелијску линију. 

 

Кључне речи: Тиоуреидни деривати напроксена, липофилност, пасивна 

гастроинтестинална апсорпција, хемометријска анализа, антиинфламацијска активност, 

COX-2 и 5-LOX инхибиција, цитотоксична активност.  



 

 

Abstract 
 

Introduction: By functionalizing the carboxyl group of naproxen into a thioureа 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 thioureа 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 HeLa 

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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1.1. Нестероидни антиинфламацијски лекови (НСАИЛ) 
 

 НСАИЛ су међу најчешће прописиваним лековима намањеним за терапију бола 

и инфламације. Код популације старије од 65 година преваленца употребе НСАИЛ је 

скоро 96%. Поред антиинфламацијског ефекта, ови лекови показују атипиретичка и 

аналгетичка својства. Своје дејство првенствено остварују инхибицијом ензима 

циклооксигеназе (енгл. Cyclooxygenase - СОХ) који су одговорни за синтезу 

простагландина и осталих простаноида (1). 

 

1.1.1. Класификација НСАИЛ 
 

 НСАИЛ се најчешће класификују на основу хемијских карактеристика на 

деривате салицилне киселине, арил и хетероарил деривате сирћетне киселине, оксикаме 

(деривате енолне киселине), деривате антранилне киселине и деривате пропионске 

киселине (Слика 1). Општа структура типичног НСАИЛ сачињена је од киселе 

функционалне групе (карбоксилне киселине, еноли) везане за планарну ароматичну 

функционалну групу. Салицилати су први идентификовани лекови ове групе изоловани 

из екстракта коре врбе (Salix alba, Salicaceae). Терапијска ефикасност салицилне 

киселине побољшана је естерификацијом фенолне групе (ацетилсалицилна киселина) 

или супституцијом хидрофобне групе на положају С5 (дифлунисал). Важну класу 

НСАИЛ чине арил и хетероарил деривати сирћетне киселине. Ту спадају ибупрофен, 

фенопрофен, напроксен и оксапрозин. Најчешће коришћен дериват антранилне 

киселине – диклофенак, налази се у различитим формулацијама као што су таблете, 

масти и спрејеви против болова. Пироксикам и мелоксикам чине групу оксикама коју 

карактерише присуство 4-хидроксибензотиазинског хетероциклуса (2). 

 

 
Слика 1. Класификација нестероидних антиинфламацијских лекова на основу 

хемијске структуре 
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 Метаболизам арахидонске киселине до проинфламацијских простаноида 

(простагландина и простациклина) омогућен је активношћу СОХ ензима, који се још 

називају и простагландин ендопероксид-Н синтазе (енгл. Prostaglandin endoperoxide-H 

synthase - PGHS). Готово сви наведени НСАИЛ инхибирају обе изоформе СОХ ензима у 

терапијским дозама. Претпоставља се да су нежељени ефекти, као што је 

гастроинтестинална токсичност, повезани са инхибицијом СОХ-1, док је инхибиција 

СОХ-2 одговорна за терапијски ефекат, при чему је често потребан висок ниво 

инихибиције синтезе простагландина да би се остварио терапијски ефекат (3). Међутим, 

већина НСАИЛ се користи у дозама које остварују нешто више од 50% инхибиције 

синтезе простагландина. Тако, на пример, доза лека која би остварила инхибицију 80% 

активности СОХ-2 би у исто време инхибирала 70% активности СОХ-1 што би 

узроковало изразиту гастроинтестиналну токсичност. Самим тим, ефикасност неког 

НСАИЛ варира зависно од његове дозе, концентрације у крви, као и од полувремена 

елиминације. На основу способности да остваре инхибицију одређене изоформе СОХ 

ензима, НСАИЛ се могу поделити на: 

 неселективне потпуне инхибиторе СОХ-1 и СОХ-2, 

 потпуне инхибиторе СОХ-1 и СОХ-2, 

 снажне инхибиторе СОХ-2 и 

 слабе инхибиторе СОХ-1 и СОХ-2 (Слика 2) (4). 

 

 
Слика 2. Категоризација не-аспиринских НСАИЛ на основу селективности према 

циклооксигеназама (5) 
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 У зависности од начина интеракције са циљним ензимом, НСАИЛ се могу 

поделити на: 

 слободно реверзибилне инхибиторе (ибупрофен), 

 споро реверзибилне инхибиторе (индометацин, диклофенак, целекоксиб) и 

 иреверзибилне инхибиторе (ацетилсалицилна киселина) (6). 

 

 Још један начин класификације НСАИЛ је на основу дужине дејства. Према том 

критеријуму се могу поделити на: 

 краткоделујуће (полувреме елиминације мање од 6 сати) – ацетилсалицилна 

киселина, диклофенак и ибупрофен и 

 дугоделујуће (полувреме елиминације дуже од 10 сати) – напроксен и 

целекоксиб. 

 

 НСАИЛ са кратким полувременом елиминације имају брз почетак деловања и 

погодни су за лечење акутног бола, док су они са дужим полуживотом ефикаснији у 

терапији хроничних стања (7). 

 

1.1.2. Терапијска примена НСАИЛ 
 

 Након открића механизма дејства ацетилсалицилне киселине, за шта је Џон Вејн 

1982. године добио Нобелову награду, омогућен је даљи развој нових 

антиинфламацијских лекова. Због свог аналгетичког, антипиретичког и 

антиинфламацијског дејства НСАИЛ се углавном користе у терaпији бола, повишене 

телесне температуре, запаљења, остеоартритиса и реуматских поремећаја (8,9). С 

обзиром на то да ови лекови имају вишеструке корисне ефекте, све чешће се њихова 

примена проширује на поједина озбиљна здравствена стања. Употреба ацетилсалицилне 

киселине као кардиопротективног агенса за превенцију настанска атеросклерозе сматра 

се најстаријим примером употребе НСАИЛ код кардиоваскуларних болести. С обзиром 

на то ови лекови остварују своје дејство инхибицијом синтезе простагландина, све је 

јаснији њихов значај као нових лекова против канцера (10). Њихов хемопревентивни и 

хемотерапијски ефекат објашњава се тиме да осим инхибиције СОХ ензима могу 

индуковати апоптозу туморских ћелија, нисходну регулацију рецептора епидермалног 

фактора раста, успоравање неоангиогенезе и заштиту ДНК (дезоксирибонуклеинске 

киселине) од даљег оштећења (11). На превентивну и терапијску способност НСАИЛ 

указују студије у којима је показано да ови лекови редукују ризик од развоја карцинома, 

као и то да изазивају регресију туморске масе. Самим тим што је инфламацијско 

микроокружење погодно за преживљавање и пролиферацију малигних ћелија, НСАИЛ 

представљају део основне стратегије лечења зато што исцрпљују инфламацијско 

окружење и тиме уништавају туморске ћелије (12). Неколико студија је несумњиво 

показало ефикасност примене НСАИЛ самостално или у комбинацији са 

хемиотерапијом захваљујући њиховом вишеструком дејству које обухвата спречавање 

пролиферације туморских ћелија, спречавање ангиогенезе туморског ткива, као и 

индукцију апоптозе (13). НСАИЛ спречавају агрегацију тромбоцита и њихово приањање 

на туморске ћелије што помаже у инвазији малигних ћелија и олакшава развој метастазе. 

Поједини лекови из ове групе, као што су напроксен, сулиндак и ацетилсалицилна 

киселина, супримирају одређене епигенетске процесе повезане са малигнитетима, као и 

експресију микроРНК (14). 

 Иако селективна инхибиција СОХ-2 представља потенцијалну стратегију за 

превенцију аденоматозних полипа, кардиоваскуларни ризици повезани са дуготрајном 

употребом коксиба онемогућили су њихову ширу употребу. Повећање 
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кардиоваскуларног ризика 2-3 пута код пацијената који су користили рофекоксиб, 

узроковало је превремени прекид студије и повлачење лека са тржишта. Иако је висок 

кардиоваскуларни ризик потиснуо хемопревентивну ефикасност СОХ-2 селективних 

инхибитора, овај ензим је остао потенцијална мета за дејство антинеопластика. Са друге 

стране, ацетилсалицилна киселина се показала као поприлично безбедан лек који 

неселективном инхибицијом СОХ ензима спречава агрегацију тромбоцита и приањање 

на туморске ћелије (14,15). 

 Претпоставља се да је индукција СОХ-2 повезана са појавом епилептичних 

напада, па су самим тим инхибитори СОХ-2 ензима предложени као потенцијална 

терапија за неуроинфламацију која се јавља током епилепсије (16). Примена 

мефенаминске киселине повезана је са неуропротекцијом и превенцијом когнитивних 

поремећаја спречавањем активације инфламазома зависне од амилоида β и 

неуроинфламације, што би могло да укаже на корисне ефекте НСАИЛ против 

Алцхајмерове болести (17). Поред тога, постоје докази да индометацин има корисне 

ефекте код пацијената оболелих од COVID-19 због способности да спречава синтезу 

РНК (рибонуклеинске киселине) коронавируса (18). 

 

1.1.3. Механизам дејства НСАИЛ 
 

 Постоји неколико теорија којима се објашњава дејство НСАИЛ, а обично се 

класификују на основу субћелијских циљних места дејства лека. СОХ-зависни и СОХ-

независни пут су два најчешће коришћена механизма којима се описује начин деловања 

НСАИЛ. СОХ-зависни пут односи се на механизам којим ови лекови утичу на 

продукцију простагландина и тиме регулишу процес упале ткива. Други начин деловања 

заснован је на токсичном дејству лека на ћелије ометањем нормалних биоенергетских 

процеса који се одвијају у митохондријама (4). 

 Иако су се НСАИЛ користили вековима уназад, 1971. година била је кључна за 

описивање механизма њиховог деловања када је идентификован ензим СОХ-1 (19). Тада 

је утврђено да ови лекови инхибирајући наведени ензим, заправо, смањују продукцију 

простагландина (19,20). Двадесетак година касније је ово откриће употпуњено 

идентификацијом друге изоформе овог ензима (СОХ-2). Поред две наведене изоформе, 

описана је и трећа (СОХ-3) која је доминантно заступљена у можданом ткиву и која 

показује значајну осетљивост на дејство ацетаминофена (парацетамола) (21). Ипак, два 

главна ензима преко којих НСАИЛ остварују своје деловање су СОХ-1 и СОХ-2. Обе 

изоформе су доминантно заступљене у ендоплазматичном ретикулуму и 

бифункционалне су у каталитичкој активности зато што имају функцију 

циклооксигеназе и пероксидазе. НСАИЛ своје дејство остварују тако што ометају 

приступ арахидонској киселини активном месту циклооксигеназе (22). 

 Као што је претходно наведено, НСАИЛ показују и одређен степен 

цитотоксичности. Овакво дејство остварују активацијом митохондријалног 

оксидационог стреса, цитопатолошког стања које се карактерише значајним оштећењем 

митохондрија услед активације ланчаних реакција којима се стварају штетни редокс 

производи. Главно место дејства НСАИЛ на овом нивоу је комплекс митохондријалног 

транспортног ланца електрона I, што доводи до губитка електрона из респираторног 

ланца (23). Отпуштени електрони врше редукцију молекулског кисеоника, при чему 

настаје супероксидни анјон радикал (О2
.-) који не може проћи кроз мембрану (24). 

Међутим, он се одмах претвара у водоник-пероксид (Н2О2) посредством 

митохондријалне супероксид дисмутазе (енгл. Superoxide Dismutase - SOD). Настали 

водоник-пероксид може да прође кроз мембрану, излази из митохондрија и изазива 

оксидационо оштећење макромолекула (ДНК, протеина, липида, угљених хидрата) чиме 
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их чини функционално неактивним. Сви наведени догађаји ометају нормалну ћелијску 

хомеостазу и доводе до активације унутрашњег пута апоптозе. Наиме, оштећени 

протеини митохондријалне мембране ослобађају цитохром-С који формира 

апоптозомски комплекс неопходан за активацију каспаза, што узрокује оштећење ДНК 

и смрт ћелије. Током наведеног процеса, оштећена митохондријална ДНК се може 

ослободити из некротичних ћелија због чега долази до привлачења ћелија имунолошког 

система које су одговорне за фагоцитно чишћење (Слика 3) (25). 

 

 

Слика 3. Механизам настанка митохондријалних реактивних кисеоничних врста 

изазван применом НСАИЛ 

 

1.1.4. Нежељена дејства НСАИЛ 
 

 Приликом хроничне примене лекова из групе НСАИЛ најчешће се развија 

оштећење слузнице желуца, што представља највеће ограничење њихове употребе. 

Гастроинтестиналне компликације јављају се код око 30% пацијената, док се пептички 

улкус повезан са употребом НСАИЛ испољава код готово 15% пацијената на терапији 

неким леком из ове групе. Са друге стране, чир на дванаестопалачном цреву јавља се са 

значајно већом инциденцом (65%) (26). Доза примењеног лека и дужина његове примене 

су главни параметри који утичу на тежину испољених компликација. У почетку се 

сматрало да традиционално коришћени НСАИЛ инхибирају синтезу 

гастропротективних простагландина (Е2 и I2) и тако доводе до оштећења слузнице 

желуца, што је поспешило даљи развој селективних СОХ-2 инхибитора (27). Главна 

хипотеза заснивала се на томе да НСАИЛ селективни за СОХ-2 смањују инфламацију и 

бол, а да притом не ометају активност СОХ-1 и синтезу протективних простагландина. 
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Ипак, временом се дошло до доказа да СОХ-2, такође, има веома важну улогу у синтези 

простагландина који спречавају запаљење слузнице и омогућавају зарастање чирева (4). 

 Све већи број истраживања показује значајну повезаност између појаве 

нежељених кардиоваскуларних ефеката и примене НСАИЛ. Иако се ацетилсалицилна 

киселина традиционално користи за превенцију инфаркта миокарда и можданог удара, 

овај лек не осликава јасну везу између примене НСАИЛ и нежељених 

кардиоваскуларних догађаја. Без обзира на то што су селективни СОХ-2 инхибитори 

дизајнирани са циљем спречавања појаве нежељених ефеката на нивоу 

гастроинтестиналне слузнице, које су изазивали неселективни СОХ инхибитори, 

временом је њихова примена јасно повезана са појавом кардиоваскуларних обољења 

(28). Из наведеног разлога је рофекоксиб, као селективни СОХ-2 инхибитор, повучен са 

тржишта 2004. године. Студије су показале да је дуготрајна примена рофекоксиба у 

корелацији са двоструко већим ризиком од појаве срчаног или можданог удара (29,30). 

Са друге стране, примена целекоксиба не представља већи ризик за појаву 

кардиоваскуларних поремећаја у односу на напроксен и ибупрофен (31). 

 Поред гастроинтестиналних и кардиоваскуларних нежељених ефеката, примена 

НСАИЛ са собом носи ризик и од оштећења бубрега, које обухвата многобројне 

нефролошке компликације као што су акутно оштећење бубрега и хронична бубрежна 

инсуфицијенција (32). Главне карактеристике ових обољења су поремећај равнотеже 

електролита, гломерулонефритис, бубрежна некроза, хипертензија, ренална ацидоза, 

хипонатремија и хиперкалемија. Након аминогликозида, НСАИЛ су најчешћи 

узрочници нефротоксичности и акутне бубрежне инсуфицијенције изазване лековима 

(33). Процењује се да је више од 15% случајева акутне бубрежне инсуфицијенције 

повезано са прекомерном применом НСАИЛ. Оно што представља посебан проблем 

јесте то да је наведени ризик исти чак и када се ови лекови користе у терапијским дозама 

(34). Претпоставља се да инхибиција синтезе простагландина има кључну улогу у 

развоју нефротоксичности. СОХ-1 је конститутивно експримирана у сабирним 

каналићима и Боумановој капсули бубрега. Насупрот томе, медуларне интерстицијалне 

ћелије бубрежних папила и епителне ћелије Хенлеове петље експримирају СОХ-2. СОХ-

1 контролише брзину гломеруларне филтрације, док је СОХ-2 одговорна за ретенцију 

воде и натријума (34). Инхибиција СОХ ензима спречава производњу простагландина, 

међу којима су најбитнији простагландин Е2 (тубуларни) и простагландин I2 

(васкуларни) (4). Простагландини својим вазодилатацијским ефектом контролишу 

гломеруларну филтрацију и одржавају бубрежни проток крви што је посебно важно у 

стањима која су праћена дефицитом течности (32,33). Уколико дође до инхибиције 

производње простагландина угрожена је нормална гломеруларна филтрација, што може 

довести до исхемијског оштећења и акутне тубуларне некрозе (34). 

 Хепатотоксичност представља још једну озбиљну компликацију која је повезана 

са употребом НСАИЛ. Ипак, инциденца појаве оштећења јетре изазване овим лековима 

је много нижа у односу на претходно описане. Многи лекови из групе НСАИЛ су 

повучени са тржишта због изразите хепатотоксичности, као што су бромфенак (повучен 

1999. године) и лумиракоксиб (повучен 2008. године) (35,36). Хепатотоксичност 

НСАИЛ углавном се испољава код генетски предиспонираних особа. Иако су сулиндак 

и диклофенак најчешће повезани са хепатотоксичношћу, практично сви НСАИЛ који су 

у клиничкој примени могу, бар у ретким случајевима, да изазову оштећење јетре 

(4,35,36). Јасно је да селективни СОХ-2 инхибитори ређе изазивају хепатотоксичност у 

односу на неселективне НСАИЛ (37). Значајно је нагласити да НСАИЛ могу довести до 

два главна клиничка облика хепатотоксичности. Први је акутни хепатитис, који се 

карактерише појавом жутице, мучнине и грознице, док је други хронични хепатитис, 

који се карактерише хистопатолошким и серолошким поремећајима. Уколико се код 
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пацијента развила хепатотоксичност на један НСАИЛ, врло често се иста реакција јавља 

и уколико се употреби лек сличне хемијске структуре (4). 

 Преостала нежељена дејства до којих могу довести НСАИЛ јесу интрацеребрална 

хеморагија и други облици крварења који настају услед антиагрегационог дејства ових 

лекова (38). Повећан ризик од појаве инфекција и упала респираторног тракта услед 

бронхоспазма може бити један од проблема код пацијената на дуготрајној терапији 

НСАИЛ. Бронхоспазам се развија услед преусмеравања метаболизма арахидонске 

киселине према липоксигеназном путу и појачаног стварања леукотриена (39). 

 

1.2. Напроксен 
 

 Напроксен (2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропионска киселина) је лек из групе 

НСАИЛ који према хемијској структури представља бициклични дериват пропионске 

киселине (Слика 4) (40). Један је од најчешће коришћених лекова ове групе у терапији 

бола, отока и инфламације. Своје дејство остварује неселективном инхибицијом обе 

изоформе ензима циклооксигеназе (СОХ-1 и СОХ-2) чиме узрокује смањену синтезу 

простагландина, простациклина и тромбоксана (41). 

 

     

Слика 4. Хемијска структура молекула напроксена 

 

1.2.1. Историјат примене напроксена 
 

 Напроксен се у употреби налази од 1976. године на територији Сједињених 

Америчких Држава, док је данас широм света одобрен као OTC (енгл. Over-the-counter) 

препарат у форми напроксен-натријума. Максимална дневна доза напроксена креће се у 

интервалу од 440 до 660 mg подељено у две или три дневне дозе уколико се лек издаје 

без рецепта. Са друге стране, од лекара прописани лек може се користити три пута 

дневно у дози од 500 mg (42). Лек је на тржиште увела компанија Syntex и то у облику 

(S)-напроксена. Патент за (S)-напроксен истекао је у децембру 1993. године, а у том 

тренутку је био четврти по продаји оптички чистих лекова након еналаприла, 

каптоприла и ловастатина. Данас је један од ретких НСАИЛ који се користи у оптички 

чистом облику (43). 

 

1.2.2. Фармакодинамика и фармакокинетика напроксена 
 

 Механизам дејства напроксена обухвата инхибицију синтезе простаноида путем 

инхибиције СОХ ензима (простагландин синтазе). Ензими циклооксигеназе  катализују 

полазни корак у метаболизму ослобођене арахидонске киселине до простагландина. 

Настали простагландини имају улогу у инфламацији, хемостази, регулацији телесне 

температуре, ноцицепцији, као и у функцији кардиоваскуларног система (44). 

Напроксен делује као реверзибилни неселективни инхибитор СОХ-1 и СОХ-2. Новија 
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истраживања су показала да овај лек остварује пет пута већу селективност инхибиције 

СОХ-1 у односу на СОХ-2 (45). Напроксен представља високо ефикасан аналгетски лек 

са дугим полувременом елиминације (12-17 сати), а које му омогућава мању вероватноћу 

флуктуације концентрације у крви и већу ефикасност. Максималну концентрацију у 

плазми овај лек остварује након 2 до 4 сата од апликације (када се користи у облику 

чистог напроксена), односно, након 1 до 2 сата када се примењује у форми напроксен-

натријума (46). 

 

1.2.3. Метаболизам напроксена 
 

 Напроксен се у организму метаболише до два главна метаболита: 

О-десметилнапроксена и напроксен-глукуронида (47). У највећој мери се метаболише у 

јетри где подлеже првој и другој фази метаболизма. Први корак обухвата реакције 

деметилације посредоване ензимима цитохрома 1A2, 2C8 и 2С9. Настали 

десметилнапроксен и напроксен подлежу другој фази метаболизма у којој 

десметилнапроксен може да формира и ацил и фенол глукурониде. Напроксен се у овој 

фази метаболише само до ацил глукуронида. Такође, десметилнапроксен може даље да 

се метаболише и реакцијом сулфоконјугације (Схема 1) (48,49). 

 

 
Схема 1. Метаболизам напроксена 

 

 Након оралне примене, око 95% напроксена и његових метаболита се елиминише 

путем урина (мање од 1% у форми напроксена или десметилнапроксена), док се свега 

5% лека елиминише путем фецеса (46). 

 

1.2.4. Нежељена дејства напроксена 
 

 Гастроинтестинална нежељена дејства изазвана напроксеном узрокована су 

делимичним недостатком простагландина у гастродуоденалној мукози. Овакве промене 

слабе функцију епителијалне мембране и омогућавају настанак улцерација узрокованих 

желудачном киселином. Неселективна инхибиција циклооксигеназе, коју остварује и 

напроксен, узрокује поремећај функционисања заштитног слоја слузи, инхибицију 

секреције бикарбоната као заштитног фактора, као и вазоконстрикцију која доводи до 
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локалне хипоксије ткива. Локална нежељена дејства већ на нивоу гастроинтестиналног 

тракта настају услед „заробљавања“ лека унутар ћелијске мембране. Хипотеза о 

селективној СОХ-2 инхибицији као потенцијалном начину да се избегну 

гастроинтестинална нежељена дејства доведена је у питање in vivo студијама које су 

показале да обе изоформе СОХ ензима морају бити инхибиране да би дошло до настанка 

улкуса желуца. Самим тим, смањена гастроинтестинална токсичност појединих НСАИЛ 

није последица само недостатка инхибиције СОХ-1, већ изостанка истовремене 

инхибиције обе изоформе (50,51). Озбиљна гастроинтестинална нежељена дејства 

изазвана напроксеном обухватају чир желуца и дванаестопалачног црева, који даље могу 

узроковати перфорацију и крварење. Овакве последице могу се јавити приликом 

хроничне, али и акутне примене лека. Дакле, компликације услед снажније инхибиције 

СОХ-1 укључују не само настанак улцерација, већ и појаву крварења због 

антиагрегационог дејства овог лека (52). Процењује се да код између 20% и 30% 

пацијената, који редовно користе неки од НСАИЛ, долази до развоја чира на желуцу 

и/или дванаестопалачном цреву, а да се диспептички симптоми јављају код 60% ових 

пацијената (53). 

 Примена неселективних, као и селективних СОХ-2 инхибитора показује значајну 

повезаност са већом учесталошћу појаве конгестивне срчане инсуфицијенције и 

повишеног крвног притиска. Селективна СОХ-2 инхибиција доводи до 

протромботичног ефекта услед смањеног стварања простациклина, који делују као 

вазодилататори, што представља јасан узрок кардиоваскуларних нежељених ефеката. 

Међутим, неселективна инхибиција изазива истовремено ометање продукције 

тромбоксана А2 из тромбоцита, па веза између примене неселективних инхибитора и 

кардиоваскуларних нежељених ефеката остаје непотпуно објашњена (53). Истраживања 

којима је испитиван потенцијал напроксена да изазове кардиоваскуларна нежељена 

дејства показала су да овај лек не поништава антиагрегациони ефекат ацетилсалицилне 

киселине приликом истовремене примене. Уочено је да примена напроксена није била 

повезана са већом учесталошћу штетних кардиоваскуларних ефеката, али да има сличне 

гастроинтестиналне нежељене ефекте као и други неселективни СОХ инхибитори 

(54,55). 

 

1.2.5. Деривати напроксена са фармаколошком активношћу 
 

 Напроксен је један од најчешће коришћених лекова из групе деривата пропионске 

киселине који се користи у терапији болова, отока зглобова, као и других симптома 

артритиса. Инхибицијом ензима циклооксигеназе смањује се синтеза простагландина 

укључених у одговор организма на поједина стања и болести које изазивају бол и 

запаљење. Ипак, примена напроксена праћена је појавом озбиљних 

гастроинтестиналних нежељених ефеката. Претпоставља се да је за њихову појаву 

одговорно присуство слободне карбоксилне групе. Самим тим би хемијска 

модификација ове функционалне групе могла бити потенцијално обећавајућа стратегија 

за превазилажење наведеног проблема. Велики број истраживања у последњој деценији 

показао је да се дизајн и синтеза деривата напроксена користе у развоју нових 

високоефикасних фармацеутских производа за терапију бола (56,57). 

 Резултати претходно спроведених истраживања су показали да поједини 1,3,4-

оксадиазолски (Слика 5а) и 1,2,4-триазолски (Слика 5б) деривати напроксена имају 

високи антитуморски потенцијал према MCF-7, MDA-231, HeLa и HCT 116 канцерским 

ћелијским линијама (58). Амидни дериват напроксена са дипептидом β-аланилаланином 

(Слика 5в) показао је снажнију антиинфламацијску и антитуморску активност у 

поређењу са напроксеном изазивајући значајну апоптозу ћелија карцинома дојке, као и 
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немогућност миграције MDA-МВ-231 ћелија, што за последицу има смањење инвазије 

туморских ћелија и формирања секундарних тумора код пацијенткиња са примарним 

тумором дојке (59). Новосинтетисани уреидни (Слика 5г-ђ) и пропанамидни (Слика 5е) 

деривати напроксена остварили су значајну цитотоксичну активност према HCT 116 

ћелијској линији карцинома дебелог црева. Њихова инхибиторна активност кретала се у 

интервалу од 35,4% до 48,9%, при чему су ове вредности биле упоредиве и више у 

односу на стандардни лек доксорубицин (60). Претпоставља се да поједини деривати 

напроксена (Слика 5а и 5б) свој антитуморски ефекат остварују посредством сузбијања 

инфламацијског процеса, односно, идентификовани су као снажни инхибитори ензима 

СОХ-2 (58). β-аланилаланински дериват напроксена (Слика 5в) изазива апоптозу MDA-

МВ-231 ћелија посредством активације каспаза 3 и 9. Уочено је да наведено једињење 

показује снажнију инхибицију миграције канцерских ћелија и ензима СОХ-2 у односу 

на напроксен, чиме последично снижава ниво PGE2 (енгл. Prostaglandin E2) и значајно 

смањује ризик од прогресије карцинома (42). Са друге стране, етоксиацетил-

пропанамидни дериват напроксена (Слика 5ж) изазвао је дозно-зависну апоптозу НСТ-

116 ћелија хуманог карцинома дебелог црева посредством каспаза 3 и 7. Доказано је да 

овакав ефекат није завистан од активности ензима циклооксигеназе, јер једињење није 

остварило значајну инхибицију нити једне изоформе ензима (61). 

 

 

Слика 5. Хемијске структуре деривата напроксена са значајном цитотоксичном 

активношћу 

 

 Elhenawy и сарадници синтетисали су серију деривата напроксена у циљу 

процене њихове антиинфламацијске активности. Уочено је да уреидни деривати 

напроксена са аланином и карбохидразидом фенилаланина поседују снажније 

антиинфламацијско дејство у поређењу са напроксеном. Наведена једињења су 

остварила снажнију инхибицију СОХ-2 у односу на напроксен, као и већу 

биорасположивост, чиме се објашњава и њихов бољи антиинфламацијски ефекат. 

Такође, сва испитивана једињења су показала безначајан улцерогени потенцијал што их 
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чини безбедним за оралну примену (Слика 6а и 6б) (62). Значајно интересовање 

истраживача последњих година усмерено је према синтези тиоуреидних деривата 

напроксена и испитивању њиховог антиинфламацијског потенцијала. На моделу 

карагeнаном индукованог едема шапе пацова показано је да поједини тиоуреидни 

деривати поседују снажнију антиинфламацијску активност у односу на напроксен са 

процентом инхибиције од око 90% (Слика 6в-ђ). За наведена једињења није испитиван 

потенцијални механизам антиинфламацијског дејства. Међутим, SAR (енгл. Structure-

Activity Relationship) студије су показале да је за испољавање антиинфламацијске 

активности од круцијалног значаја број хетероатома који могу остварити водоничне 

интеракције било као протон-донори или као акцептори водоничне везе. Са друге стране, 

продужавање бочног низа молекула арил-тиоуреидним остатком боље потенцира 

антиинфламацијску активност у односу на алифатичне остатке. Посебно су се показали 

ефикасним молекули код којих је ароматични прстен супституисан електрон-

привлачном групом у односу на оне са електрон-донорским групама (63-65).  

 

 

Слика 6. Хемијске структуре уреидних и тиоуреидних деривата напроксена са 

значајном антиинфламацијском активношћу 

 

 У циљу побољшања биорасположивости и смањења гастроинтестиналне 

токсичности синтетисана је серија пролек деривата напроксена. Најпре је синтетисана 

серија естара пиролидинских деривата (Слика 7а) за које је показано да поседују 

побољшане терапијске особине и бољу оралну биоискористљивост (66). Након тога су 

синтетисани морфолински (Слика 7б) и пиперазински (Слика 7в) естри напроксена као 

његови потенцијални пролек облици за које је in vitro доказано да имају бољу топикалну 

апсорпцију у односу на полазни лек (67). Ranatunge и сарадници су 2006. године 

синтетисали напроксен-гликоламид нитрат (Слика 7г) и доказали да ово једињење 

поседује антиинфламацијску активност еквивалентну конвенционалним лековима из 

групе НСАИЛ уз мање изражену гастричну токсичност (68). Такође, истраживања су 

показала да естри напроксена са глицеридима (Слика 7д и 7ђ) имају супериорнији 

антиинфламацијски ефекат у односу на напроксен уз мањи ризик од улцерогених 

ефеката (69). 
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 Француска фармацеутска компанија Nicox SA је 2003. године развила пролек 

супстанцу напроксена познату под називом напроксцинод (нитронапроксен) (Слика 7е) 

(70). Као нитроксибутил естар, молекул напроксцинода се понаша као COX инхибитор 

и азот-оксид (NO) донор и припада групи COX-инхибирајућих донора азот оксида (енгл. 

Cyclooxygenase-Inhibiting Nitric Oxide Donors – CINODs). Пролек супстанца напроксена 

је синтетисана са циљем да се смање гастроинтестинална и кардиоваскуларна нежељена 

дејства напроксена као традиционалног НСАИЛ, при чему ослобођени NO доприноси 

жељеном ефекту. Међутим у јулу 2010. године Америчка агенција за храну и лекове 

(енгл. FDA - Food and Drug Administration) је одлучила да напроксцинод не одобри за 

клиничку примену. 

 

 

Слика 7. Хемијске структуре пролек једињења напроксена са значајном 

антиинфламацијском активношћу 

 

1.3. Тиоуреидни деривати као фармаколошки активна једињења 
 

 Тиоурее престављају класу органских једињења која је добијена заменом атома 

кисеоника сумпором у структури урее. Међутим, хемијско понашање уреа и тиоуреа се 

међусобно значајно разликује. Општа формула тиоуреа приказана је на Слици 8. 
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Слика 8. Општа формула тиоуреа 

 

 Тиоурее се класификују на моно N-супституисане тиоурее, дисупституисане 

тиоурее, трисупституисане тиоурее, псеудотиоурее (моно S-супституисане тиоурее) и 

гуанил тиоурее (71). Опште структуре наведених класа једињења приказане су на Слици 

9. 

 

Слика 9. Хемијске структуре супституисаних тиоуреа 

 

 Због високог степена генотоксичности и цитотоксичности конвенционалних 

цитостатика на здраве ћелије, истраживачи су у константној потрази за безбеднијим 

антитуморским лековима. Највећи број цитостатика према својој хемијској структури 

представља деривате урее, тиоурее и бензотиазола. Комбиновањем уреа и тиоуреа са 

бензотиазолима добијени су снажни инхибитори ДНК топоизомеразе и реверзне 

транскриптазе, који су показали цитотоксични потенцијал према Hela и MCF-7 

ћелијским линијама (72). 

 Деривати тиоурее представљају једну од најперспективнијих класа 

антитуморских лекова са широком применом против различитих облика леукемије и 

солидних тумора. Њихов висок антитуморски потенцијал објашњава се способношћу да 

инхибирају протеинску тирозин киназу, сиртуински тип протеина (SIRT1 и SIRT2), 

топоизомеразу II, као и могућношћу да потпомажу репарацију молекула ДНК (73-76). 

Истраживања су показала да серија N-супституисаних деривата тиоурее (Слика 10а) 

ефикасно инхибира рецептор за епидермални фактор раста, као значајне групе 

протеинских тирозин киназа које су укључене у процесе туморске ангиогенезе (77). 

Нови фероценил деривати са тиоуреидном групом (Слика 10б) остварили су значајну 

цитотоксичност према тумoрским ћелијама јајника. Испитивања интеракција са ДНК 

молекулом показала су да се ова једињења не везују ковалентно и не доводе до 

конформационих промена хумане ДНК (71). Wukun и сарадници су синтетисали и 

испитали тиоуреидне деривате бензоциклохептапиридина (Слика 10в), при чему је 
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доказано да ова једињења поседују значајну антитуморску активност према MCF-7 и 

MDA-MB-231 ћелијским линијама, као и према ћелијама карцинома дебелог црева (78). 

 

 

Слика 10. Тиоуреидни деривати са значајном антитуморском активношћу 

 

 Као што је напоменуто у одељку 1.2.5., све веће интересовање влада за 

дизајнирање тиоуреидних деривата као потенцијалних антиинфламацијских лекова. 

Претходно наведени бензоциклохептапиридински деривати тиоурее испољили су 

антиинфламацијски ефекат, али без значајне инхибиције ензима циклооксигеназе. На 

основу тога може се закључити да ови молекули неким другим механизмом ометају 

метаболизам арахидонске киселине (78). Са друге стране, пиразолонски деривати 

тиоурее (Слика 11а и 11б) неселективно инхибирају обе изоформе циклооксигеназе чиме 

остварују антиинфламацијски ефекат упоредив са диклофенаком уз нижи улцерогени 

потенцијал у односу на индометацин (79). У поређењу са појединим карботиоамидним, 

пиримидинским и бензодиоксолским дериватима, тиоуреидни деривати (Слика 11в) су 

на моделу едема шапе пацова показали најјачи антиинфламацијки ефекат који је 

снажнији од индометацина, а сличан целекоксибу. Такође, потврђена је корелација 

између инхибиције ензима СОХ-2 и њиховог антитуморског потенцијала (80). 
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Слика 11. Тиоуреидни деривати са значајном антиинфламацијском активношћу 

 

1.4. Ензими циклооксигеназе и липоксигеназе 
 

1.4.1. Биолошка улога и типови циклооксигеназа 
 

 Циклооксигеназа је хомодимерни мембрански протеин који врши конверзију 

арахидонске киселине ((5Z,8Z,11Z,14Z)-5,8,11,14-еикосатетраеноинске киселине) до 

простаноида (81). Ензим циклооксигеназа позната је и као простагландин G/H синтаза 

или простагландин ендопероксидаза Н синтаза. Овај ензим катализује реакцију 

циклизације арахидонске киселине до простагландина G2, као и хидропероксидацију 

наведеног простагландина до простагландина Н2 (82). Биоактивни липидни медијатори 

су главни регулатори инфламацијског одговора. Открића на пољу липидних медијатора 

добијених из арахидонске киселине издвојила су простагландине, као есецијалне 

посреднике упалног одговора. Каснија идентификација циклооксигеназе као ензима 

одговорног за синтезу простагландина, отворила је нове могућности у терапији 

запаљенског процеса. Наведени ензим постао је примарна мета деловања НСАИЛ који 

блокирају формирање простагландина (83). Постоје две различите изоформе овог 

ензима, означене као циклооксигеназа-1 (СОХ-1) и циклооксигеназа-2 (СОХ-2), а које 

генеришу формирање истих продуката (простагландина). Међутим, СОХ-1 је 

конститутивни ензим експримиран у свим ћелијама, док је СОХ-2 ограничен на одређена 

ткива и индукован упалним медијаторима. Индукција СОХ-2 се јавља као одговор на 

дејство интерлеукина-1β (IL-1β), фактора некрозе тумора α (TNF-α), интерферона-γ 

(IFN-γ) и липополисахарида. Самим тим је наведена изоформа дефинисана као изоформа 

укључена у инфламацијски одговор. Биосинтеза сваког од еикосаноида (простагландини 

D, E, F и I, тромбоксан А2) је специфична за ћелије и зависи од тога која је синтаза 

доминантна у одређеном типу ћелија. Према томе, различити типови ћелија су 

специјализовани за формирање једног од наведених еикосаноида (81,84). 
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Хистофлуоресцентним бојењем је показано да је ензим циклооксигеназе локализован у 

ендоплазматском ретикулуму и на нуклеарној мембрани. СОХ-1 изоформа се налази 

само на ендоплазматском ретикулуму, док СОХ-2 може бити локализована у 

ендоплазматском ретикулуму и на нуклеарној мембрани (два пута заступљенија). 

Претпоставља се да је оваква селективна локализација узрокована различитом 

секвенцом на С-терминусу (85). 

 

 

Схема 2. Метаболизам арахидонске киселине 

 

1.4.2. Протеинска структура ензима циклооксигеназа 
 

 Циклооксигеназе 1 и 2 представљају мембрански везане протеине који деле 

значајан део идентичне аминокиселинске секвенце уз веома сличну топографију 

активног места. Упркос њиховој сличности, активни центар СОХ-2 је отприлике 20% 

већи у односу на место везивања СОХ-1. Наведене разлике потичу од 

„замене“ изолеуцина на позицији 523 у СОХ-1 мање волуминозним валином у СОХ-2 

(Слика 12). Постоји укупно 24 аминокиселинских остатака који граде хидрофобни део 

активног места обе изоформе циклооксигеназа уз само једну разлику (Ile523 у СОХ-1 и 

Val509 у СОХ-2). СОХ-2 има додатни хидрофилни бочни џеп доступан за везивање лека, 

а који се налази у продужетку главног џепа. Величина и природа наведеног хидрофилног 

бочног џепа резултат је „замене“ Ile434 и His513 у СОХ-1 за мањи Val434 и више базни 

Arg513. Наведена аминокиселинска разлика може обезбедити додатну интеракцију при 

селективном везивању СОХ-2 инхибитора, као што је целекоксиб. Аргинин на позицији 
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120 је једини позитивно наелектрисан аминокиселински остатак у активном центру 

циклооксигеназа, а који је одговоран за формирање интеракција са карбоксилатним 

анјоном супстрата (арахидонске киселине) или конвенционалних НСАИЛ. Амино 

остатак Tyr385 налази се на супротном крају активног центра циклооксигеназа и сматра 

се да служи као каталитички остатак за активирање молекулског кисеоника и његову 

адицију на двоструку везу на позицији 11 супстрата при формирању простагландина G2. 

На крају, присуство аминокиселинског остатка серина на позицији 530 је неопходно за 

иреверзибилну инхибицију ацетилсалицилном киселином, али нема улогу при везивању 

супстрата (86,87). Додатна разлика између две изоформе циклооксигеназа огледа се у 

структуру N-терминалног и С-терминалног краја. Наиме, СОХ-1 изоформа има секвенцу 

од 17 аминокиселина на N-терминусу која се не налази у СОХ-2. Са друге стране, СОХ-

2 на С-терминалном крају поседује аминокиселинску секвенцу од 18 аминокиселина 

која није нађена у циклооксигенази-1 (88). 

 
 

 

Слика 12. Структурне разлике између супстрат-везујућих места COX-1 и COX-2 

 

 Већина НСАИЛ поседује слободну карбоксилну групу којом остварује јонске 

интеракције са позитивно наелектрисаним остатком аргинина у активном центру 

циклооксигеназа. Наведена карбоксилна група углавном је везана за ароматични прстен 

који је одговоран за формирање хидрофобних интеракција са алкил или ароматичним 

остацима активног центра. Хипотетички модел везивања индометацина и сродних 

аналога указује на интеракцију N-p-хлорбензоил групе са регионима двоструких веза 
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активних места циклооксигеназа. Подручја везивања двоструких веза дефинисана су 

услед претпоставке да наведена оријентација омогућава правилно позиционирање амид-

карбонилног кисеоника за могуће интеракције са Ser530 и 5-метокси групе са Ser355 у 

активном центру ензима. Потенцијална замена 5-метокси групе атомом флуора на 

индолном прстену додатно појачава аналгетско дејство лека. Осим тога, ограничен 

простор за интеракције са леуцином на позицији 384 и 523 узрокује лаку конверзију 

индометацина из неселективног у високоселективни СОХ-2 инхибитор супституцијом 

атома хлора у пара положају већим атомом брома или додавањем два атома хлора. 

Наведена чињеница објашњава зашто је код сулиндака примећен мањи ризик од појаве 

гастроинтестиналних нежељених ефеката у односу на индометацин. Сулиндак захтева 

метаболичку активацију редукцијом гломазне сулфоксидне групе у мању метил-

сулфидну која је неопходна за интеракцију са Leu384 (15). Са друге стране, карбоксилна 

група напроксена у активном месту циклооксигеназа остварује јонску интеракцију са 

остатком Arg120. Уочено је да α-метил група учествује у формирању кључних 

интеракција, па уклањање ове групе из молекула напроксена доводи до значајног пада 

његовог инхибиционог потенцијала. Истраживања показују да се ова група уграђује у 

малу хидрофобну шупљину испод бочног остатка Val349. Кристалне структуре осталих 

деривата 2-арилпропионских киселина и диарил једињења у активном месту 

циклооксигеназа указују на то да је α-метил група везана на сличан начин. Такође је 

уочено да је кључна интеракција напроксена са Trp387 јединствена само за напроксен и 

да мутације на гену за ову аминокиселину не доводе до губитка активности осталих 

НСАИЛ (89). 

 

Табела 1. IC50 вредности инхибиције СОХ-1 и СОХ-2 појединих НСАИЛ (90). 

Лек 
IC50 вредност (µM) 

COX-2 : COX-1 
COX-1 COX-2 

Пироксикам 0,0024 0,060 250 

Аспирин 1,67 278 166 

Индометацин 0,028 1,68 60 

Ибупрофен 4,85 72,8 15 

Салицилат 254 725 2,8 

Мелоксикам 0,21 0,17 0,8 

Напроксен 9,56 5,7 0,6 

 

1.4.3. Биолошка улога и типови липоксигеназа (LOX) 
 

 Липоксигеназе представљају класу ензима који катализују оксидацију 

полинезасићених масних киселина попут линолеинске и арахидонске киселине. Овај 

ензим није карактеристичан само за сисаре, већ га поседују и поједине биљке. Иако је на 

први поглед структура свих изоформи овог ензима код сисара слична, свака од њих има 

јединствена својства. Главна карактеристика је специфичност супстрата за сваку 

изоформу. Структура активног центра зависи пре свега од супстрата за одређену 

изоформу ензима, али и од начина координирања јона гвожђа хистидинским остацима 

(91,92). Најважнији типови липоксигеназа су 5-LOX, 12-LOX, 12R-LOX, 15-LOX, 15-

LOX-2 и eLOX-3. Студије показују да активност липоксигеназе може бити инхибирана 

фенолним антиоксидансима чиме се потврђује значај уноса полифенола исхраном. Са 

друге стране, синтетисани су поједини лекови који инхибирају овај ензим, попут 5-LOX 

инхибитора зилеутона који се користи у терапији астме (93). 
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 5-липоксигеназа има главну улогу у синтези леукотриена. Леукотриени 

припадају групи проинфламацијских медијатора који стимулишу хемотаксу фагоцита и 

повећавају пропустљивост крвних судова. Нису само леукотриени производ активности 

5-LOX ензима, већ се производ његове каталитичке активности, 5(S)-хидроперокси-

trans-8,11,14-cis-еикосатетраеноинска киселина (5-НРЕТЕ), може даље метаболисати до 

других липидних медијатора попут 5-НЕТЕ, 5-оксо-ЕТЕ и липоксина (Схема 2) (94). 

 

1.4.4. Протеинска структура ензима 5-LOX 
 

 5-LOX код сисара представља мономерни ензим са два домена и обично садржи 

672 или 673 аминокиселине. С-терминални домен је каталитички домен који обухвата 

аминокиселинске остатке између положаја 121 и 673. Углавном поседује структуру 

хеликса и у њему је смештен јон гвожђа. Са друге стране, N-терминални домен је знатно 

мањи, сачињен од 114 аминокиселина и поседује β набрану структуру. Уочено је да 

остаци у овим петљама могу везати Ca2+ јон који омогућава активацију ензима (95). Јон 

гвожђа (Fe2+) у активном месту липоксигеназе неопходан је за њену каталитичку 

активност. Претпоставља се да два аминокиселинска остатка хистидина (His372 и 

His550) и Ile673 на С-терминалном крају чине тријаду која координује јон гвожђа у 

каталитичком месту ензима (Слика 13). Такође, остаци хистидина у положају 367 и 

аспарагина на позицији 554 функционишу као изменљиви лиганди за гвожђе у одсуству 

супстрата и кокристала. Током каталитичке активности липоксигеназе долази до 

промене оксидационог стања јона гвожђа из Fe2+ у Fe3+ (96). 

 

 

Слика 13. Модел 5-LOX ензима на основу снимљене кристалне структуре (PDB ID: 

7TTK) 
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 До данас је развијено неколико инхибитора 5-LOX ензима са циљем лечења 

запаљенских процеса, бола и карцинома. Ови инхибитори остварују своје дејство на 

неколико различитих начина. Хелатори гвожђа, зилеутон и BWA4C, инхибирају 

ензимску активност хелацијом јона гвожђа и/или стабилизацијом његовог оксидационог 

стања. Преостала два типа инхибитора су не-редокс и редокс инхибитори (NDGA-

nordihydroguaiaretic acid, AA-861, C06) који своје дејство остварују компетицијом са 

природним супстратом (арахидонском  киселином) за активно место ензима (97). 

 

1.5. Инфламација и тумор 
 

 Инфламација представља имунолошку одбрамбену реакцију организма на 

дејство штетних стимулуса. Као резултат инфламације јавља се елиминација фактора 

који су до ње довели, као и обнављање оштећеног ткива (98). У почетној фази 

инфламације, макрофаги или мастоцити препознају молекуле карактеристичне за 

патогене, што узрокује секрецију проинфламацијских цитокина, хемокина, 

вазоактивних амина и еикосаноида, због чега имунски одговор постаје још јачи (99). 

Наведени медијатори повећавају васкуларну пропустљивост, при чему долази до 

значајног проласка плазме која садржи антитела и друге инфламацијске медијаторе 

(100). Такође, ослобађање хемокина, цитокина, еикосаноида и других сигналних 

молекула стимулише миграцију неутрофила и моноцита на место оштећења. Како се 

инфламацијски одговор развија, тако се моноцити и лимфоцити акумулирају на месту 

упале како би неутралисали штетне супстанце. Након тога, инфламацијске ћелије умиру 

апоптозом и чисте их макрофаги. Такође, спречава се даља инфилтрација неутрофила, 

смањује се лучење проинфламацијских цитокина, стимулишу се макрофаги да 

фагоцитују апоптотички елиминисане неутрофиле и обнавља се хомеостаза ткива. На 

крају, процес обнављања ткива замењује инфламацију ублажавајући инфламацијски 

одговор (101). 

 Инфламација се према дужини трајања може поделити на акутну и хроничну. 

Акутна инфламација је почетни одговор на штетни стимулус и може трајати неколико 

дана до неколико недеља. Највећи број инфилтрирајућих ћелија у овој фази су 

гранулоцити (102). Са друге стране, хронична инфламација се карактерише 

истовременом појавом оштећења и зарастања ткива. Током хроничне инфламације 

главне инфилтирирајуће ћелије су макрофаги и лимфоцити (103). До хроничне 

инфламације, фиброзе ткива и некрозе долази уколико се проинфламацијски стимулус 

не елиминише током акутне инфламације. Такође, познато је да трајна акутна 

инфламација без очигледних симптома може бити узрок хроничне инфламације (104). 

Хронична инфламација је директно или индиректно повезана са бројним хроничним 

обољењима попут атеросклерозе, инфаркта миокарда, Паркинсонове болести, 

Алцхајмерове болести, дијабетеса, псоријазе и тумора (105). Скоро 20% свих карцинома 

код људи повезано је са хроничном инфламацијом (106). Још током XIX века примећено 

је да постоји повезаност између хроничне инфламације и тумора на основу потврђене 

инфилтрације ћелија имунолошког система унутар неопластичног ткива. Анималним 

моделима је потврђено да вештачки изазвана хронична инфламација може довести до 

настанак и развој тумора (107). 

 

1.5.1. Улога инфламације у процесу туморигенезе 
 

 Хронична инфламација има важан утицај на развој канцера почевши од развоја, 

преко прогресије до његовог метастазирања. Вишеструка улога инфламације у сваком 

стадијуму приказана је на Слици 14 (108). Дуготрајна изложеност туморогеним агенсима 
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активира инфламацијску каскаду која може узроковати хроничну инфламацију, а она 

може резултовати појавом тумора. Запаљенске ћелије представљају значајан извор 

проинфламацијских медијатора попут реактивних кисеоничних врста (ROS - Reactive 

Oxygen Species), TNF, интерлеукина (IL-1 и IL-6), као и појединих фактора раста који 

могу поспешити процес развоја тумора (108). Веза између туморигенезе и инфламације 

посредована је унутрашњим (интринзичким) и спољашњим (екстринзичким) путевима. 

Унутрашњи пут се активира генетским променама које могу узроковати инфламацију и 

неоплазију. Наведене промене обухватају активацију проонкогена изазвану мутацијом, 

хромозомско преуређење и инактивацију гена супресора тумора. Овако измењене ћелије 

ослобађају медијаторе запаљења и тиме стварају инфламацијско микроокружење. Са 

друге стране, спољашњи пут изазван је запаљењем или инфекцијом, који повећавају 

ризик од настанка тумора. Оба пута се спајају у туморским ћелијама и изазивају 

активацију фактора транскрипције што резултује стварањем проинфламацијских 

фактора (хемокини, цитокини). Наведени молекули активирају различите популације 

леукоцита попут макрофага, мастоцита, неутрофила и еозинофила. Позитивном спрегом 

долази до повећаног стварања проинфламацијских медијатора што покреће даљи раст 

тумора и његову инвазивност (109). 

 

 

Слика 14. Прогресија тумора изазвана хроничном инфламацијом 

 

 Сама појава тумора углавном захтева садејство генетских мутација и 

епигенетских промена у здравим ћелијама, чему у значајној мери доприноси и 

инфламацијско микроокружење. Макрофаги и неутрофили, као најчешће активиране 

инфламацијске ћелије, главни су извор ROS и реактивних азотних врста, који изазивају 

мутације на великом броју важних гена одговорних за развој тумора (110). Такви су, на 

пример, гени одговорни за поправке неусклађености ДНК и тумор супресорски гени. 

Хронична инфламација може изазвати и хромозомску нестабилност и ометање функције 
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ДНК и хистон модификујућих ензима, микроРНК, што може довести до развоја тумора 

(111). Поједине студије су показале и да хронична инфламација потпомаже настанак 

тумора на тај начин што премалигне ћелије добијају карактеристике сличне матичним 

ћелијама и формирају нише које омогућавају преживљавање тумор иницијаторских 

ћелија (112). 

 Приликом развоја тумора, малигно трансформисане ћелије пролазе кроз фазу 

пролиферације како би формирале примарни тумор. Током ове фазе, инфламацијске 

ћелије имају улогу извора цитокина и фактора раста неопходних за преживљавање и 

пролиферацију туморских ћелија (108). У појединим студијама уочено је да 

инактивација проинфламацијске сигнализације и производње цитокина, као и 

елиминација гена који кодирају поједине цитокине и цитокинске рецепторе, узрокује 

инхибицију раста тумора (113,114). Проинфламацијска сигнализација утиче не само на 

ћелије тумора, већ и на ћелије имунолошког система, фибробласте и ендотелне ћелије, 

чиме се обликује туморско микроокружење и стимулише даља прогресија тумора (108). 

 Приликом даље прогресије, туморске ћелије добијају малигне карактеристике 

попут способности метастазе, што узрокује стање неконтролисаног раста малигних 

ћелија. Међу најважнијим догађајима у овој фази развоја тумора је епително-

мезенхимска транзиција. У овој фази туморске ћелије епитела добијају мезенхимске 

карактеристике, као и побољшане способности миграције у организму (115). 

Проинфламацијски цитокини попут TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-11 и IL-8 представљају 

медијаторе који поспешују овај процес (116). Метастазирање и миграција туморских 

ћелија до дисталних органа контролисани су нивоом хемокина који се формирају у 

туморском микроокружењу и присуством специфичних хемокинских рецептора у 

циљном ткиву, по чему овај процес значајно подсећа на кретање леукоцита током 

запаљења (117). Цитокини попут TNF-α и IL-1β индукују експресију хемокина. 

Макрофаги активирани током хроничне инфламације стимулишу ангиогенезу и 

лимфангиогенезу посредовану васкуларним ендотелијалним фактором раста. Када 

метастатске ћелије тумора уђу у циркулацију, проинфламацијски медијатори 

ослобођени из ћелија имунолошког система подржавају њихово нагомилавање и 

преживљавање у циљном органу (112). Истраживања су показала да повећање 

активности неутрофила претвара успаване ћелије карцинома плућа у агресивно растуће 

метастазе (118). 

 

1.6. Значај дуалне СОХ/LOX инхибиције 
 

 Арахидонска киселина представља најважнији прекурсорски молекул у развоју 

инфламације. Постоје различити спољашњи и унутрашњи фактори који доводе до 

активације фосфолипазе А2, која представља кључни ензим у ослобађању арахидонске 

киселине из фосфолипида ћелијске мембране. На тај начин, арахидонска киселина 

постаје доступна за метаболизам посредован СОХ- и LOX-зависним путевима (119). 

СОХ и LOX су проинфламацијски ензими значајни за продукцију простагландина и 

леукотриена неопходних за физиолошку производњу еикосаноида. СОХ врши 

оксидацију арахидонске киселине до простагландина G2 и прекурсорског 

простагландина H2 омогућавајући даљу продукцију тромбоксана. Дејством LOX ензима 

из арахидонске киселине настају леукотриени који, такође, имају важну улогу у процесу 

инфламације (120). Постоји већи број различитих изоформи LOX ензима као што су 5-

LOX, 8-LOX, 12-LOX и 15-LOX који катализују формирање четири различита типа 

хидропероксиеикосатетраенске киселине (5-, 8-, 12- и 15-НРЕТЕ). Наведени метаболити 

се даље трансформишу до леукотриена, хепоксилина и липоксина. 5-LOX изоензим је 

одговоран за кључни метаболички пут којим се ствара 5-НРЕТЕ, а из њега даље LTA4 
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(енгл. Leukotriene A4) који је прекурсор за LTB4 и LTC4(121). 5-LOX метаболички пут 

завршава се стварањем LTB4, који је посредник у бројним инфламацијским и 

алергијским стањима попут атеросклерозе, кардиоваскуларних болести и тумора (Схема 

2) (122,123). Друге изоформе LОХ ензима (попут 12-LОХ и 15-LОХ) такође имају 

значајну улогу у стварању леукотриена (124). С обзиром на то да инхибиција СОХ 

ензима доводи до појачане активности LОХ метаболичког пута и повећане производње 

леукотриена, истовремена инхибиција LОХ ензима може помоћи у смањењу ризика од 

настанка различитих обољења уз очување антиинфламацијских ефеката инхибиције 

СОХ-2. 

 Нестероидни антиинфламацијски лекови генерално су показали значајне 

нежељене ефекте попут гастроинтестиналних поремећаја, кардиоваскуларних проблема 

и бубрежних оштећења. Истовремена инхибиција СОХ и LOX ензима спречава 

продукцију леукотриена и простагландина као значајних медијатора инфламације (119). 

Самим тим, оваква паралелна инхибиција оба метаболичка пута арахидонске киселине 

помаже у развоју нових лекова са снажнијим антиинфламацијским ефектом и мањим 

бројем нежељених ефеката. На тај начин је обезбеђен бољи гастроинтестинални 

безбедносни профил и заштитни ефекат на слузницу желуца (125). Приликом дизајна 

дуалних СОХ/LOX инхибитора највећи значај имају подаци о начину везивања 

арахидонске киселине у активним местима ових ензима. Примећено је да у везујућим 

местима СОХ и LOX ензима арахидонска киселина остварује интеракције са три 

аминокиселине – леуцин, фенилаланин и тирозин, као и то да су ароматичне-π 

интеракције заступљеније у односу на алифатичне-π контакте. Серин у положају 530 

СОХ-2 ензима и глутамин у положају 363 5-LOX ензима имају улогу акцептора 

водоничне везе, док се бочни остаци тирозина (Tyr355) и хистидина (His372) понашају 

истовремено као донори и акцептори водоничне везе (126). 

 Истраживања су показала да СОХ-2 и 5-LOX изоензими имају кључну улогу у 

развоју појединих врста карцинома код људи. И СОХ-2 и 5-LOX се појачано 

експримирају код карцинома дебелог црева, простате, дојке и плућа, где стимулишу 

пролиферацију и ангиогену активност у ћелијама. Јасно је да инхибиција једног 

метаболичког пута арахидонске киселине може појачати други пут, па је овакав ефекат 

равнотеже уочен код раста ћелија сквамозног карцинома главе и врата. Недавна 

истраживања показују да инхибиција СОХ-2 ензима може довести до усмеравања 

метаболизма арахидонске киселине према стварању леукотриена током туморигенезе 

дебелог црева, као и то да комбинована терапија СОХ-2 и 5-LOX инхибиторима 

спречава раст тумора. Са друге стране, уочено је да комбинација СОХ-1 и 5-LOX 

инхибитора смањује туморигенезу карцинома плућа (127). Комбинација 5-LOX 

инхибитора (МК886) и инхибитора циклооксигеназе се показала веома ефикасном и у 

терапији карцинома простате и колона (128). Такође, целекоксиб и зилеутон примењени 

истовремено поседују адитивни инхибиторни ефекат према ћелијама езофагеалног 

карцинома, као и у превенцији јетрених метастаза код карцинома панкреаса код људи 

(129). 

 Последњих година влада све веће интересовање истраживача према развоју 

дуалних СОХ-2/5-LOX инхибитора као ефикасних антиинфламацијских лекова. 

Концепт ове паралелне инхибиције заснован је на истовременом спречавању стварања 

простагландина и леукотриена. Током последњих 30 година синтетисана су бројна 

једињења која делују на нивоу биосинтезе простагландина и леукотриена, а поједина су 

ушла и у фазу клиничких испитивања. Међутим, до данас ниједан од испитиваних 

молекула није остварио обећавајући антиинфламацијски ефекат уз висок афинитет 

према активним местима СОХ-2 и 5-LOX. Студије односа структуре и активности 

показале су да фармакофоре у облику слова „Y“ имају висок потенцијал за остваривање 
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водоничних и van der Waals-ових интеракција са активним местима СОХ-2 и 5-LOX 

ензима. Поред синтетичких једињења, значајан број једињења биљног порекла попут 

флавона, флавоноксида и куркумина могу дуалном СОХ-2/5-LOX инхибицијом 

спречити стварање PGЕ2 и LTВ4 (130). Истраживања су показала да поједини напроксен-

дехидродипептидни деривати (Слика 15) представљају значајне кандидате за дуалну 

СОХ-2/5-LOX инхибицију уз високу антиинфламацијску и антитуморску активност 

(131). 

 

 

Слика 15. Хемијска структура деривата напроксена са особинама дуалног 

СОХ-2/5-LOX инхибитора 

 

1.7. Испитивање физичко-хемијских и фармакокинетичких особина 

фармаколошки активних једињења 
 

1.7.1. Партициони коефицијент и одређивање logP вредности 
 

 Липофилност представља једну од најважнијих физичко-хемијских 

карактеристика лекова и указује на афинитет неког молекула према воденом или 

липофилном окружењу. На основу липофилности се може предвидети способност 

молекула да прође ћелијску мембрану, која је углавном хидрофобне природе, и веже се 

за циљне протеине (132). Липофилност је веома важан параметар у процесу открића 

лекова, јер је једно од најзначајнијих физичко-хемијских својстава у фармацеутској 

хемији. Липофилност утиче на њихову растворљивост, пермеабилност кроз биолошке 

мембране, метаболизам, фармакокинетику, фармакодинамски и токсиколошки профил. 

Уколико је липофилност лека превисока постоји повећан ризик за појаву токсичних 

ефеката, слабе растворљивости и убрзаног метаболизма, као и за акумулацију лека у 

масном ткиву. Превелика липофилност може продужити деловање биолошки активних 

молекула, али може бити и ограничавајући фактор за пролазак кроз билошке мембране, 

јер овај процес захтева и известан степен поларности једињења. Са друге стране, 

уколико је липофилност прениска, лек ће генерално показати лоше фармакокинетичке 

особине (133,134). 

 Липофилност се експериментално процењује на основу партиционог 

коефицијента (P) и дистрибуционог коефицијента (D). Партициони коефицијент је 

параметар који описује равнотежу расподеле супстанце између органског растварача и 

водене фазе. Израчунава се као однос између концентрација неутралног облика лека у 

липидној и воденој средини. Ради једноставнијег поређења вредности партиционог 

коефицијента различитих супстанци примењује се његова логаритамска вредност (logP). 

Веће вредности logP указују на већу липофилност једињења (135). Уколико испитивано 

једињење поседује јонизујуће групе, адекватнији параметар за дефинисање 

липофилности је коефицијент дистрибуције, односно његова логаритмована вредност 

(logD). У том случају ће липофилност лека зависити од рН вредности средине. Наведени 
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коефицијент представља однос између јонизованог и нејонизованог облика лека у 

липидној и воденој фази. Оба параметра (logP и logD) имају значајан утицај на 

гастроинтестиналну апсорпцију лека (136). 

 Прецизно и ефикасно одређивање липофилности је важан захтев у дизајну нових 

лекова. Ипак, у пракси се често користи израчуната вредност logP уместо измерене 

вредности (135). Израчунавање овог параметра се може извршити у различитим 

рачунарским програмима (Molinspiration, MarvinSketch) који користе алгоритме 

базиране на различитим методама фрагментације молекула. Зато се израчунате 

вредности једног истог молекула у различитим програмима могу значајно разликовати. 

Поједини истраживачи су недавно анализирали разлику између предвиђене и измерене 

logP вредности на великом узорку једињења и показали ниску тачност предвиђања за 

већину коришћених метода за израчунавање logP (137). 

 Постоје бројне методе за експериментално одређивање logP вредности. Две 

детаљно описане и често коришћене експерименталне технике за мерење липофилности 

јесу shake-flask метода и потенциометријска титрација. Shake-flask метода се спроводи 

растварањем испитиваног једињења у једној од фаза формиране смеше претходно 

пуфероване воде и n-октанола (Слика 16). Затим се врши мешање док се не постигне 

равнотежа у систему, након чега следи пажљиво одвајање n-октанола и водене фазе и 

мерење концентрација растворене супстанце у обе фазе најчешће применом UV/VIS 

спектрофотометрије. Shake-flask метода има значајне недостатке као што су дужина 

трајања експеримента, могућност стварања емулзије приликом мућкања, немогућност 

примене методе код високо липофилних и високо хидрофилних једињења и мања 

могућност аутоматизације методе (138). У потенциометријској титрацији logP се 

одређује поређењем рКа вредности у воденој фази у односу на привидну рКа вредност 

измерену у двофазном систему вода/n-октанол формирањем криве титрације (135). 

 

 

Слика 16. Схематски приказ експерименталне процедуре за одређивање липофилности 

применом shake-flask методе 
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 С обзиром на то да ране фазе испитивања нових молекула захтевају потрошњу 

малих количина једињења, последњих година су развијене алтернативне методе за 

одређивање липофилности које имају за циљ да обезбеде једноставније извођење уз 

утрошак мањих количина испитиваних супстанци. Такве методе су, на пример, 

хроматографске технике, електрофоретске методе и имобилизована вештачка мембрана 

HPLC колоне (139). У многим лабораторијама методе избора за процену липофилности 

једињења јесу хроматографске методе због брзине извођења, прецизности, 

репродуктивности и коришћења релативно малих количина узорака. Углавном се 

користе реверзно фазне хроматографске технике попут RT-TLC (енгл. Reversed-Phase 

Thin-Layer Chromatography) и RP-HPLC (енгл. Reversed-Phase High-Performance Liquid 

Chromatography) (140). RT-TLC метода изводи се као и стандардне методе танкослојне 

хроматографије, где се липофилност једињења процењује на основу пређеног пута 

испитиване супстанце на танком слоју стационарне фазе. Разлика је у томе што код 

реверзно-фазне методе стационарна фаза мора бити мање поларна у односу на мобилну 

фазу. Као мобилна фаза се користи смеша воде и неког органског растварача, при чему 

се обично користе четири различита процентна удела органске компоненте (141). RP-

HPLC метода је базирана на мерењу ретенционих времена у HPLC систему применом 

смеше воде и неког органског растварача, као мобилних фаза, са четири различита 

процентна садржаја органске фазе. На основу ретенционих времена се израчунава 

логаритам ретенционог фактора (logkw) који је могуће корелисати са концентрацијом 

органске компоненте у мобилној фази. Липофилност испитиване супстанце измерена 

овом методом се углавном изражава у виду параметра kw (142). 

 

1.7.2. Процена гастроинтестиналне апсорпције 
 

 Најчешћи и најкомфорнији начин примене лекова је перорална примена код које 

се биорасположивост лека смањује због хемијске деградације у желуцу или због лоших 

фармакокинетичких особина. Из наведених разлога је веома важно проценити 

фармакокинетичке особине једињења у раној фази развоја лекова како би се на време 

донела одлука о евентуалном прекиду даљег испитивања, без обзира на то што једињење 

показује значајну фармаколошку активност (143). Да би лек доспео до циљног места и 

остварио жељено дејство неопходно је да прође бројне биолошке баријере, тј. да се 

апсорбује. Апсорпција је критична карактеристика орално примењених лекова, пошто је 

неопходно да лек прође кроз цревни епител како би доспео у системску циркулацију. 

Апсорпција лека не зависи само од особина гастроинтестиналног тракта, већ и од 

физичко-хемијских особина лека. Студије су показале да је апсорпција лека 

карактеристична за одређену регију гастроинтестиналног тракта, па се рН градијент 

дигестивног тракта сматра главним фактором утицаја на апсорпцију. Претпоставља се 

да се највећи део апсорпције одвија на нивоу танког црева (дуоденум, јејунум и илеум), 

где се рН креће у интервалу од 4 до 7. Овај феномен се објашњава чињеницом да само 

нејонизована једињења могу проћи кроз липидну мембрану, па ће и пролазност 

једињења кроз зид црева бити највећа у рН окружењу при којем је једињење најмање 

јонизовано (144). 

 Апсорпција лека из гастроинтестиналног тракта се може проценити бројним in 

silico, in vitro и in vivo методама. In vivo тестови и анимални модели нису погодни за ране 

фазе развоја потенцијално фармаколошки активних супстанци. Примена in vitro тестова 

представља значајну погодност због једноставности, исплативости, етичких принципа, 

али и могућности истовременог испитивања већег броја једињења. Један од 

једноставнијих и ефикаснијих in vitro тестова за процену пермеабилности једињења кроз 

различите биолошке мембране попут крвно-мождане баријере, гастроинтестиналног 
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тракта и коже јесте РАМРА (енгл. Parallel Artificial Membrane Permeation Assay) модел 

(145). 

 

1.7.2.1. Испитивање пермеабилности применом теста пермеабилности на 

паралелним вештачким мембранама (РАМРА) 

  

 РАМРА представља метод којим се може испитати пермеабилност и апсорпција 

супстанце која је резултат просте дифузије. Вештачка мембрана која се користи у овом 

моделу има улогу да симулира биолошку мембрану чиме се имитира пасивни 

трансцелуларни транспорт. Овакав модел може пружити значајне информације о 

апсорпцији испитиваног једињења с обзиром на то да се већина лекова (80-95%) 

апсорбује кроз мембране потпуно или углавном пасивним транспортом. Из наведених 

разлога је РАМРА модел нашао широку примену у раној фази развоја лекова (146). 

 РАМРА модел се састоји од донорског и акцепторског одељка које раздваја 

вештачка мембрана. У донорском одељку се налази раствор испитиваног једињења у 

погодном растварачу, док је акцепторски одељак испуњен растварачем. Приликом 

спајања акцепторског и донорског одељка формира се такозвани РАМРА „сендвич“. Под 

утицајем градијента концентрације долази до пасивне дифузије испитиваног једињења 

из донорског у акцепторски одељак (Слика 17). Када се РАМРА моделом испитује 

гастроинтестинална апсорпција једињења неопходно је подесити рН акцепторског и 

донорског раствора на одговарајуће вредности. Након дефинисаног времена инкубације 

врши се раздвајање два одељка, а затим се одређује концентрација испитиване супстанце 

у донорском и акцепторском раствору (147). 

 

 

Слика 17. Принцип извођења РАМРА методе 

 

 У зависности од тога да ли се испитује пермеабилност кроз крвно-мождану 

баријеру, кожу или зид гастроинтестиналног тракта разликују се и компоненте које се 

налазе у саставу вештачке мембране. Тако се за РАМРА испитивање апсорпције кроз 

крвно-мождану баријеру могу користити поларни липиди мозга животиња растворени у 

додекану, за испитивање апсорпције кроз кожу се обично употребљава силиконско уље, 

изопропилмиристат или њихове смеше у различитим односима, док се за процену 

гастроинтестиналне апсорпције користи вештачка мембрана направљена од лецитина 

јајета раствореног у додекану или смеша хексадекана и хексана (148-150). 
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1.7.2.2. Испитивање пермеабилности применом биопартиционе мицеларне 

хроматографије (ВМС) 

 

 ВМС (енгл. Biopartitioning Micellar Chromatography) представља модификовану 

верзију мицеларне хроматографије код које мобилну фазу чини раствор сурфактанта 

(полиоксиетилен лаурил етар - Brij 35) изнад критичне мицеларне концентрације. Ова 

техника је веома корисна приликом описивања биолошког понашања различитих врста 

органских једињења, јер може имитирати бројне биолошке процесе попут проласка кроз 

крвно-мождану баријеру, кожу, апсорпцију из гастроинтестиналног тракта, као и 

раздвајања лека у биолошким системима. Главна предност ВМС методе огледа се у 

чињеници да су карактеристике ВМС система врло сличне биолошким мембранама и 

екстрацелуларним течностима. Главним недостатком ВМС система може се сматрати то 

што испитивање изразито неполарних аналита може бити споро, па зато захтева примену 

мањих удела органских растварача (151,152). 

 У ВМС моделу, мономери сурфактанта се делом адсорбују на површини 

стационарне фазе, док преостала количина сурфактанта формира мицеле у мобилној 

фази (Слика 18). Ретенција испитиваног једињења зависи, пре свега, од његове 

способности да интерагује са мономерима на стационарној фази и мицелама у мобилној 

фази. Мономерне јединице сурфактанта које су адсорбоване на површини стационарне 

фазе подсећају на фосфолипидне угљоводоничне низове, док хидрофилни делови 

молекула подсећају на поларне делове биолошких мембрана. Мобилна фаза ВМС 

система се припрема на тај начин да се могу опонашати биолошки услови при којима 

долази до расподеле лека (153). Ретенционо понашање тестираних једињења одређује се 

на основу њихове расподеле између водене фазе и мицела, водене и стационарне фазе, 

као и између стационарне фазе и мицела. ВМС систем који садржи С-18 стационарну 

фазу и Brij 35 као сурфактант у мобилној фази користи се за процену пермеације кроз 

крвно-мождану баријеру, кожу, као и за процену апсорпције из гастроинтестиналног 

тракта (154,155). 

 

 

Слика 18. Схематски приказ ВМС методе 

 

 Приликом извођења ВМС методе неопходно је одредити удео органског 

растварача како би се добила прихватљива ретенциона времена, адекватан изглед 

пикова, као и могућност формирања мицела од примењеног сурфактанта. Органски 
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растварач смањује поларност мобилне фазе, утиче на адсорпцију мономера сурфактанта 

на стационарној фази, а уколико се дода у већим количинама од критичних може довести 

и до распада мицела. Зато је за сваки ВМС систем неопходно одредити оптимални удео 

органског растварача у мобилној фази. Најчешће се у те сврхе примењује тест мерења 

50 капи, који је базиран на чињеници да 50 капи мобилне фазе која садржи мицеле имају 

мању масу од исте количине мобилне фазе где је дошло до распада мицела (155). 

 

1.8. Формирање, процена квалитета и валидација QSPR и QSRR 

модела 
 

 Математички модели којима се описује квантитативни однос структуре и 

пермеабилности (енгл. Quantitative Structure-Permeability Relationships - QSPR) или 

структуре и ретенције (енгл. Quantitative Structure-Retention Relationships - QSRR) у 

одређеном хроматографском систему веома су важни, јер се њиховом применом могу 

одредити дескриптори који имају највећи утицај на одређену карактеристику једињења. 

Овакве компјутерске методе користе податке добијене у in vitro или in vivo 

испитивањима, како би се на основу њих формирали погодни математички модели. 

Значај наведених модела огледа се у томе што се њиховим тумачењем могу добити 

подаци о томе на који начин треба изменити структуру тестираних једињења како би се 

побољшала одређена особина молекула. На овај начин је могуће добити информације 

како треба усмерити даљу синтезу нових једињења, што омогућава уштеду времена и 

материјала. 

 Формирање модела обухвата укупно три корака. Први корак подразумева 

израчунавање термодинамичких, геометријских, физичко-хемијских и електронских 

молекулских дескриптора. У другом кораку се спроводи формирање модела употребом 

погодних статистичких метода. Последњи корак обухвата валидацију модела и 

процењује се могућност примене формираног модела како би се могла дизајнирати нова 

једињења која поседују оптималне особине (156,157). 

 

1.8.1. Избор молекулског сета података 
 

 Приликом спровођења QSPR и QSRR анализе неопходно је одабрати погодан број 

једињења. Није практично тестирати превелики број једињења, док мали број једињења 

доводи у сумњу поузданост модела. Сва тестирана једињења се сврставају у две групе. 

Једну групу молекула чини тренинг сет на основу ког се формира модел, док се друга 

група назива тест сет којим се процењује могућност предвиђања испитиване особине 

једињења (валидација модела). Уколико је број једињења у тренинг сету премали, може 

доћи до формирања погрешног модела, док се проблем са превеликим бројем једињења 

у тренинг сету може решити поделом на неколико мањих сетова (158). 

 

1.8.2. Молекулски дескриптори 
 

 Молекулски дескриптори представљају резултат математичког прорачуна којим 

се врши квантификација информација о структури молекула и њихово превођење у 

нумеричке вредности. Овакви дескриптори се називају теоријски дескриптори. Са друге 

стране, експериментални дескриптори представљају резултат експерименталног 

истраживања. Постоји више начина поделе дескриптора. Једна од најважнијих подела је 

на основу димензионалности дескриптора, при чему се могу поделити на нулте (0D), 

једнодимензионалне (1D), дводимензионалне (2D), тродимензионалне (3D) и 
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четвородимензионалне (4D) дескрипторе. Од значаја су они дескриптори који се могу 

интерпретирати, односно, они који утичу на неку од физичко-хемијских, биолошких 

особина или на активност (159). 

 

1.8.3. Статистичке методе за формирање QSPR и QSRR модела 
 

 Једна од најчешће коришћених метода за формирање QSPR и QSRR модела је 

мултипла линеарна регресија (енгл. Multiple Linear Regression - MLR). Применом ове 

методе може се наћи линеарна зависност између зависне варијабле (ретенција или 

пермеабилност) и независних варијабли (дескриптори). Главна предност ове методе 

огледа се у томе што омогућава формирање поузданих модела од релативно малог броја 

молекулских дескриптора. Када се користи ова метода, број дескриптора не сме знатно 

да премаши број тестираних једињења. Методе које се користе за избор најпогоднијег 

сета дескриптора су поступна мултилинеарна регресија (MLR), генетски алгоритми и 

анализа главних компоненти (енгл. Principal Component Analysis - PCA) (160). 

 Метода парцијалних најмањих квадрата (енгл. Partial Least Squares - PLS) 

развијена је како би се превазишли проблеми приликом моделовања сета података где 

није могуће применити MLR метод. Овај приступ је погодан у ситуацијама када се 

анализирају подаци са великим бројем независних варијабли (Х), подаци који су 

непотпуни или колинеарни. Предност ове методе огледа се у томе што је могуће у исто 

време моделовати више зависних променљивих (Y). Утицај израчунатих дескриптора на 

зависну варијаблу процењује се на основу вредности VIP (енгл. Variable Importance in 

the Projection). Дескриптори се могу поделити према значајности према зависној 

варијабли на: 

 најзначајније дескрипторе VIP > 1, 

 умерено значајне дескрипторе 0,5 < VIP < 1 и 

 безначајне дескрипторе VIP < 0,5. 

 

 Након што су VIP вредности израчунате за сваки од дескриптора, дескриптори са 

најнижим VIP вредностима се постепено уклањају из модела (161). 

 Вештачке неуронске мреже (енгл. Artificial Neural Networks - ANN) представљају 

групу статистичких метода које су дизајниране по узору на начин обраде и преноса 

података који се врши у људском мозгу. Оваквом методом симулира се велика количина 

међусобно повезаних неурона, чиме је омогућено препознавање шаблона, учење појмова 

и извођење закључака слично људском мозгу. Главни делови сваког неурона су 

тежински улаз (енгл. weight input), преносна функција (енгл. transfer function) и излаз 

(енгл. output) (Слика 19). Улазни сигнали умножавају се тежинским факторима везе, а 

затим се сабирају. Након тога, сигнали пролазе кроз преносну функцију, а читав процес 

се завршава излазним сигналом за тај неурон. Тежински фактори везе подлежу 

променама зависно од искуства, што чини неуронске мреже способним за учење и 

адаптацију. Овај део неуронских мрежа је кључан за адаптацију модела одређеној групи 

података зато што се после сваког израчунавања мењају њихове вредности. У тренутку 

када улазни подаци не изазивају промене тежинских фактора мрежа се сматра обученом 

за решавање одређеног проблема. Преносна функција је углавном сигмоидална. Пре 

него што се формирају одговарајући модели, испитивана једињења се деле у три групе 

и то: тренинг сет (користи се за формирање модела), верификациони сет (користи се за 

праћење карактеристика мреже и процес тренирања) и тест сет (користи се за проверу 

квалитета мреже) (162). 
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Слика 19. Сличност у структури хуманог (лево) и ANN неурона (десно) 

 

1.8.4. Валидација QSPR и QSRR модела 
 

 Валидација модела представља кључни корак у процени ефикасности 

формираног модела. Наиме, валидација је процедура којом се проверавају квалитет и 

способност предвиђања формираних QSPR и QSRR модела. Статистички параметри 

којима се врши валидација формираних модела јесу RMSEE (енгл. Root Mean Square 

Error of Estimation), RMSEP (енгл. Root Mean Square Error of Prediction), R2 (коефицијент 

детерминације), F-однос, p-вредност (ниво значајности F односа), Q2 (интерни 

валидациони параметар), r (коефицијент корелације предвиђених и експерименталних 

вредности зависне варијабле једињења тест сета) и R2
pred (екстерни валидациони 

параметар). 

 RMSEE је грешка предвиђања модела за тренинг сет, док је RMSEP грешка 

предвиђања за тест сет и верификациони сет. Q2 представља интерни валидациони 

параметар који се израчунава применом LOO (енгл. leave-one-out) укрштеном 

валидацијом, где се свако једињење из тренинг сета елиминише по једном, док се од 

осталих формира модел. Q2 је параметар који се користи за процену способности 

предвиђања QSPR и QSRR модела код једињења сличним тренинг сету, док се за 

једињења која се структурно разликују од тренинг сета користи параметар R2
pred. Када 

су Q2 и R2
pred већи од 0,5 сматра се да модели имају добру моћ предвиђања. Поред тога 

што добар модел карактеришу високе вредности параметара Q2 и R2
pred, формирани 

модел би морао да има и високе вредности корелације између предвиђених и 

експерименталних вредности одређених зависних варијабли тест сета. F-однос се 

користи за процену статистичке значајности модела, а p-вредност указује на ниво 

значајности F-односа. Статистички значајним сматрају се они модели код којих је р < 

0,05 (163,164). 
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1.9. Начини испитивања биолошке активности потенцијално 

фармаколошки активних једињења 
 

1.9.1. In vivo испитивање антиинфламацијске активности 
 

 Инфламацијске болести су глобално дефинисане као један од главних узрочника 

морбидитета у општој популацији. Стања праћена инфламацијом су повезана са 

прекомерном активацијом имунолошког система укључујући активиране ћелије 

имунолошког система и биомолекуле. Акутни инфламацијски одговор се карактерише 

појавом црвенила, топлоте, отока, бола и поремећајем функције ткива услед повећане 

васкуларне пермеабилности и хиперсензитивности периферних нерава (165,166). 

Проналазак безбедног и ефикасног лека за терапију инфламације представља велики 

изазов, па су зато развијени бројни анимални модели за процену антиинфламацијских 

својстава нових молекула. Избор адекватног анималног модела за претклиничко 

испитивање може бити кључни корак у утврђивању ефикасности и механизма дејства 

лекова. Иако су доступни бројни in vivo и in vitro модели за испитивање потенцијалних 

антиинфламацијских лекова, неодговарајући избор анималног модела може довести до 

лажно позитивних или лажно негативних резултата што може узроковати неадекватну 

селекцију једињења за даље испитивање на људима (165). С обзиром на то да постоје 

три фазе у развоју инфламацијског одговора (акутна, субакутна и хронична), развијени 

су и одговарајући анимални модели у складу са наведеним стадијумима који су наведени 

у Табели 2. 

 

Табела 2. Експериментални анимални модели за испитивање антиинфламацијске 

активности 

Фаза инфламације Врста анималног модела 

Акутна фаза 

(вазодилатација, повећана пермеабилност 

крвних судова и последична ексудација 

течности) 

 Едем шапе пацова изазван 

карагенаном 

 Едем ува пацова или мишева изазван 

кротонским уљем 

 Еритем код замораца изазван UV 

зрачењем 

 Модел едема плућа код пацова 

 Модел гранулома 

 Модел повећане васкуларне 

пермеабилности 

 Модел едема ува пацова изазван 

оксазолоном 

Субакутна фаза 

(инфилтрација леукоцита и фагоцита) 

Хронична фаза 

(формирање гранулома) 

 Модел гранулома изазван памучном 

ватом 

 Модел гранулома изазван стакленим 

штапићем 

 Модел имплантације сунђера 

 

 Модел едема шапе изазван карагенаном често се користи за процену 

антиинфламацијске активности како природних тако и синтетских супстанци. Карагенан 

је неантигенска флогистичка супстанца без значајнијих системских ефеката. 

Сулфоновани угљени хидрати присутни у карагенану одговорни су за активацију 
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система комплемента и ослобађање проинфламацијских цитокина. Стимулација 

активности фосфолипазе А2 карагенаном иницира рану фазу инфламације, док су 

цитокини одговорни за даљи развој упале. Карагенан изазива дилатацију 

посткапиларних венула што узрокује ексудацију инфламацијске течности и ћелија. Сви 

наведени догађаји представљају рану ексудативну фазу инфламације и њеном 

инхибицијом се може завршити инфламацијски процес. Модел карагенаном изазване 

инфламације повезан је са активацијом циклооксигеназног пута. Едем који је изазван 

карагенаном представља двофазни процес. У првој фази долази до трауме ткива услед 

убризгавања супстанце и ослобађања медијатора акутне фазе инфламације. За другу 

фазу, која се јавља око три сата након инјекције карагенана, одговорно је ослобађање 

простагландина (167-169). 

 

1.9.2. In vitro испитивање ензимске инхибиције 
 

 In vitro испитивањe ензимске инхибиције омогућава истовремено испитивање 

великог броја једињења пре било каквог in vivo испитивања, као и процену 

потенцијалног механизма дејства фармаколошки активних једињења. Постоји мноштво 

различитих врста модела који подразумевају примену разних типова ћелија попут ћелија 

крви, хрскавице или аорте (170). Међутим, данас се ова врста испитивања углавном 

спроводи на изолованим пречишћеним или рекомбинантним формама ензима. Значајно 

поузданији резултати се добијају применом комерцијално доступних китова којима се 

повећава прецизност у процени инхибиторног потенцијала према одређеној врсти 

ензима. Китови су нарочито погодни када се испитује селективност новосинтетисаних 

једињења према одређеној изоформи ензима (171). 

 

1.9.3. In vitro испитивање цитотоксичне активности 
 

 Хемиотерапија цитотоксичним лековима представља један од најчешћих 

принципа лечења појединих врста тумора. Од велике је важности пре примене код 

пацијената обезбедити да хемиотерапеутски лекови буду снажни и ефикасни. In vitro 

тестови за испитивање цитотоксичности на одређеним ћелијским линијама развијени су 

за брзу процену цитотоксичне активности више испитиваних једињења истовремено. 

Ови тестови су такође корисни и за одређивање осетљивости различитих ћелијских 

линија на дејство више цитотоксичних агенаса (172). 

 МТТ ((3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)2,5-дифенил тетразолијум бромид) тест 

представља једну од најчешће коришћених in vitro метода за мерење 

преживљавања/пролиферације ћелија. Ова врста теста се успешно користи за мерење 

цитотоксичности посредоване макрофагима. МТТ тестом се цитотоксични ефекат 

испитиваног једињења процењује поређењем интензитета боје коју дају ћелије излагане 

само медијуму и ћелије излагане испитиваној супстанци. МТТ представља кристалну 

супстанцу жуте боје која лако пролази кроз ћелијску мембрану и која се у метаболички 

активним ћелијама редукује до љубичастих кристала формазана (Слика 20) под утицајем 

митохондријалне редуктазе која је активна само у живим ћелијама (173). 
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Слика 20. Реакција редукције МТТ до формазана 

 

 Проценат цитотоксичности испитиваног једињења израчунава се коришћењем 

једначине која узима у обзир популацију нетретираних ћелија као негативну контролу, 

а гласи: 

 

% цитотоксичности = 
1-апсорбанција експерименталног одељка

апсорбанција одељка негативне контроле
 х 100 

 

1.10. Студије молекулског уклапања (докинга) 
 

 Биоинформатичке методе представљају посебну област биологије која се базира 

на употреби компјутерских метода у испитивању биолошких система, при чему могу да 

пруже прецизна предвиђања која би могла добити своју потврду у лабораторијским и 

клиничким студијама (174). Увођење биолошких компјутерских метода довело је до 

праве револуције у науци, омогућавајући биомедицинским истраживачким центрима да 

значајно смање трошкове лабораторијских експеримената на анималним моделима 

(175,176). Студије молекулског докинга постале су интегрални део in silico развоја нових 

лекова последњих година (177,178). Ова компјутерска симулација омогућава прецизно 

предвиђање интеракција између малог молекула и циљаног протеина на атомском 

нивоу, што даље пружа могућност детаљног испитивања понашања малих молекула у 

оквиру везујућег места циљаног макромолекула. Приступ молекулског докинга се 

широко користи у оквиру дизајна лекова заснованог на структури (енгл. Structure-Based 

Drug Design), при чему захтева доступност тродимензионалних структура протеина 

добијених техникама рендгенске кристалографије, нуклеарно-магнетно-резонанционе 

спектроскопије и крио-електронске микроскопије (179). Битна предност ове in silico 

методе огледа се у могућности виртуелног скрининга великог броја хипотетичких, 

синтетичких (180) и молекула из природних извора (181) са циљем да се идентификује 

једињење које остварује најбољу интеракцију са циљаним протеином (енгл. lead 

compound). Метод молекулског уклапања заснива се на покушајима да се испитивано 

једињење у различитим просторним оријентацијама (позама) веже за одређени део 

циљаног протеина, при чему је главни циљ ове in silico методе да се предвиди 

највероватнија конформација испитиваног молекула, при којој се гради најстабилнији 

комплекс лиганд-рецептор са најмањом израчунатом енергијом везивања (182). Поред 

израчунате енергије везивања (енгл. docking score), у оквиру анализе молекулског 

уклапања идентификују се и оне интермолекулске нековалентне интеракције које имају 

највећу улогу у стабилизацији лиганд-рецептор комплекса (Слика 21). Коначно, на 

основу интеракција и стабилности добијеног комплекса може се предвидети афинитет 

испитиваног молекула за циљани протеин, а самим тим и биолошка активност (183). 
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Слика 21. Основни кораци у процесу молекулског докинга 

 

 Најпознатија класификација молекулског докинга односи се на флексибилност 

лиганда и протеина, при чему разликујемо ригидно, семи-флексибилно и флексибилно 

молекулско уклапање (184). Ригидно молекулско уклапање подразумева позиционирање 

испитиваног молекула у својој стабилној конфромацији у везивно место протеина без 

промене конформације лиганда и циљaног протеина током симулације. Овакав приступ 

се најчешће користи када желимо да извршимо брзу претрагу великих база биоактивних 

молекула или када спроводимо протеин-протеин докинг (185). У флексибилном докинг 

протоколу који се још назива и индуковано уклапање (енгл. induced fit), лиганд и 

аминокиселине активног места циљаног протеина могу да слободно мењају своју 

конформацију заузимајући различите просторне оријентације при грађењу 

најстабилнијег лиганд-протеин комплекса са најнижом енергијом везивања. Примена 

овог типа молекулског уклапања је ограничена због неопходности примене комплексних 

рачунарских система и великог утрошка времена које је потребно да се заврши 

израчунавање параметара молекулског докинга (186). Далеко најчешће коришћени 

модалитет везивања јесте семи-флексибилни докинг протокол у коме вршимо спајање 

конформационо флексибилног лиганда у активно место конформационо ригидног 

протеина (187). Највећи број докинг метода заснива се на молекулском уклапању 

испитиваног молекула у тачне координате већ познатог везујућег места на циљаном 

протеину, па у том случају говоримо о фокусираном молекулском докингу. Са друге 

стране тзв. „слепи“ докинг подразумева претрагу целокупне површине протеина у 

потрази за новим непознатим местима везивања (Слика 22) (188). 
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Слика 22. Илустрација фокусираног и „слепог“ молекулског докинга 

 

 Приликом спровођења студија молекулског уклапања користе се различити 

алгоритми који врше одабир најповољније оријентације испитиваног молекула при 

везивању за циљни протеин. Поменути алгоритми заснивају се на параметрима процене 

и називају се функције вредновања које одређују квалитет добијене позе тј. колико је  

енергетски повољна оријентација испитиваног молекула (189). Спроведена докинг 

студија пружа информације о структури лиганд-протеин комплекса, његовој 

стабилности, о мутацијама циљаног маркомолекула које би могле довести до грађења 

стабилнијег комплекса, као и структурним променама испитиваног молекула које би 

могле довести до оптимизације интеракције лиганд-рецептор. Тачност предвиђања 

докинг резултата зависи од више фактора који укључују квалитет кристалне структуре 

циљаног протеина, предвиђање интеракција растварача и окружења, одабир алгоритма 

за претраживање конформационог простора, одабир функције вредновања и многе друге 

факторе који се бирају током извођења in silico експеримента (190). 
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2. ЦИЉЕВИ И ХИПОТЕЗЕ 

ИСТРАЖИВАЊА 
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А) ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

 

1. Синтетисати тиоуреидне деривате напроксена. 

2. Спровести физичко-хемијску карактеризацију новосинтетисаних једињења 

(структурна анализа и одређивање параметара липофилности). 

3. Проценити пасивну гастроинтестиналну апсорпцију новосинтетисаних једињења. 

4. Спровести QSPR и QSRR анализу добијених резултата у циљу дефинисања 

структурних карактеристика новосинтетисаних једињења које имају највећи утицај 

на пасивну гастроинтестиналну апсорпцију. 

5. Испитати in vivo антиинфламацијску активност новосинтетисаних једињења. 

6. Испитати in vitro цитотоксичну активност новосинтетисаних једињења. 

 

 

Б) ХИПОТЕЗЕ ИСТРАЖИВАЊА 

  

1. Реакцијом напроксена, калијум-тиоцијаната и једињења са амино групом 

(аминокиселине и ароматични амини) настају тиоуреидни деривати напроксена. 

2. RP-TLC и RP-HPLC представљају поуздане замене за традиционалну shake-flask 

методу при одређивању параметара липофилности новосинтетисаних једињења. 

3. Од структуре изабраних естара аминокиселина и ароматичних амина, који ће бити 

употребљени у синтези, зависи степен пасивне гастроинтестиналне апсорпције 

новосинтетисаних једињења. 

4. Неки од новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена показују снажнији 

антиинфламацијски ефекат у поређењу са напроксеном. 

5. Неки од новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена показују снажнији 

цитотоксични ефекат према туморским ћелијским линијама у односу на ћелије 

хуманог фибробласта. 

6. Неки од новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена индукују апоптозу 

туморских ћелија. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
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3.1. Синтеза и структурна карактеризација тиоуреидних деривата 

напроксена 
 

 Синтеза тиоуреидних деривата напроксена спроведена је применом тростепеног 

поступка, а који је описан у претходно објављеним публикацијама (64,191). Први корак 

подразумева растварање 250 mg S-напроксена (1,09 mmol) у 5 ml дихлорметана (CH2Cl2) 

на собној температури, након чега је 186 μL окслалил-хлорида (2,17 mmol) додато у 

капима уз три капи DMF-а, што представља каталитичку количину неопходну да би се 

реакција десила. Након тога је реакциона смеша остављена да се меша на собној 

температури током три сата, а затим упарена до сува на вакуум упаривачу како би се 

добио чист напроксеноил-хлорид. У другом кораку је 125 mg напроксеноил-хлорида (0,5 

mmol) растворено у 3,5 ml анхидрованог ацетона и у капима додато претходно 

припремљеној суспензији 48,59 mg калијум-тиоцијаната (0,5 mmol) у 3,5 mL ацетона. 

Добијена реакциона смеша је постављена на вертикални кондензатор уз мешање и 

загревање како би се обезбедио рефлукс у трајању од једног сата. Последњи (трећи) 

корак подразумева додавање раствора одговарајућег ароматичног амина или естра 

аминокиселине у реакциону смешу. Једињења 1-5 и 8-12 синтетисана су додатком 

раствора 0,5 mmol ароматичног амина у 3,5 ml анхидрованог ацетона у реакциону смешу 

добијену у другом кораку. Са друге стране, деривати 6, 7, 13 и 14 добијени су додатком 

еквимоларне количине триетиламина (ТЕА) у суспензију 0,5 mmol хидрохлоридне соли 

одговарајућег естра ароматичне аминокиселине у 3,5 ml анхидрованог ацетона, након 

чега је добијена смеша профилтрирана и додата у реакциону смешу из другог корака. 

Крајња реакциона смеша је рефлуктована током три сата, након чега је остављена да 

упари до сува на собној температури. 

 Добијени производи су пречишћени применом препаративне хроматографије на 

танком слоју (енгл. TLC - Thin-Layer Chromatography). Као мобилна фаза за 

препаративну TLC коришћен је хлороформ (за пречишћавање деривата ароматичних 

амина) и смеша хлороформ/метанол у односу 99:1 v/v (за пречишћавање деривата естара 

ароматичних аминокиселина). Једини изузетак представљало је пречишћавање 

једињења 11, где је као мобилна фаза коришћен систем дихлорметан/метанол у односу 

99:1 v/v. 

 

Према наведеној процедури синтетисани су следећи деривати: 

 

(S)-N-((4-флуорофенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 1) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 55,56 

mg р-флуороанилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-((4-метоксифенил)карбамотиоил)пропанамид 

(дериват 2) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 61,58 

mg р-метоксианилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-N-((4-етоксифенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 3) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 68,59 

mg р-етоксианилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-((3-метоксифенил)карбамотиоил)пропанамид 

(дериват 4) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 61,58 

mg m-метоксианилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 
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(S)-N-((4-ацетилфенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 5) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 67,58 

mg р-аминоацетофенона и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

Етилестар-(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)-L-

фенилаланина (дериват 6) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз 

употребу 114,86 mg етилестра фенилаланина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

Метилестар-Nα-(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)-1-

метилтриптофана (дериват 7) - синтетисан претходно описаним тростепеним 

поступком уз употребу 134,37 mg метилестра N-метилтриптофана и 125 mg 

напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-(фенилкарбамотиоил)пропанамид (дериват 8) - 

синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 46,57 mg анилина 

и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-(p-толуилкарбамотиоил)пропанамид (дериват 9) - 

синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 53,58 mg 

р-метиланилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-(o-толуилкарбамотиоил)пропанамид (дериват 10) - 

синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 53,58 mg 

о-метиланилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-((2-метоксифенил)карбамотиоил)пропанамид 

(дериват 11) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 

61,58 mg о-метоксианилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

(S)-N-((2-флуорофенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 12) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 

55,56 mg о-флуороанилина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

Метилестар(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)фенилаланина 

(дериват 13) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 

107,84 mg метилестра фенилаланина и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

Метилестар(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)триптофана 

(дериват 14) - синтетисан претходно описаним тростепеним поступком уз употребу 

127,36 mg метилестра триптофана и 125 mg напроксеноил-хлорида. 

 

 Тачке топљења новосинтетисаних једињења одређене су методом тренутног 

топљења применом уређаја Boetius PHMK 05 (Radebeul, Немачка) опремљеним 

дигиталним термометром. 

 NMR (енгл. Nuclear Magnetic Resonance) спектри (1Н и 13С) снимљени су 

применом уређаја BRUKER ADVANCE III 400 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, 

Немачка). Новосинтетисана једињења су растворена у DMSO-у, док су хемијска 

померања одређивана поређењем са тетраметилсиланом као интерним стандардом. 

 Инфрацрвени (енгл. Infrared - IR) спектри снимљени су применом ATR-FTIR 

(енгл. The Attenuated Total Reflection-Fourier Transform Infrared Spectroscopy) 
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спектрофотометра Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, САД). 

Примењена је метода атенуисане рефлексије уз употребу ATR модула SMART iTR 

опремљеног дијамантским кристалом. Рачунарски програм OMNIC 8.0 коришћен је за 

обраду снимљених спектара. 

 MS-MS фрагментација спроведена је применом UHPLC-MS-MS система 

опремљеним UHPLC течним хроматографом ACCELA (Thermo Scientific Inc., Madison, 

WI, САД) и триплквадруполским масеним детектором (Thermo Scientific Inc., Madison, 

WI, САД). Употребљена је електроспреј јонизација са загревањем, при чему су 

изоловани јони у позитивном моду. Рачунарски софтвер Xcalibur 1.2 (Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, САД) примењен је за обраду добијених резултата. 

 Течни хроматограф спрегнут са масеним детектором тачних маса LTQ Orbitrap 

XL (Thermo Scientific Inc., Madison, WI, САД) коришћен је за одређивање тачних маса 

новосинтетисаних деривата напроксена. Јони су детектовани у позитивном моду 

применом електроспреј јонизације са загревањем. 

 

3.2. Испитивање липофилности новосинтетисаних тиоуреидних 

деривата напроксена 
 

3.2.1. In silico предвиђање липофилности 
 

 Партициони коефицијент (logP) може се одредити експериментално, а може се и 

израчунати применом различитих рачунарских програма. За израчунавање 

липофилности коришћено је неколико софтверских пакета који користе алгоритме 

засноване на различитим методама фрагментације, па се вредности добијене за исто 

једињење могу међусобно значајно разликовати. Шест различитих параметара 

липофилности (ilogP, xlogP3, wlogP, mlogP, SILICOS-IT, Consensus logP) одређено је 

употребом SwissADME веб сервера (192). MilogP вредност израчуната је применом 

Molinspiration веб софтвера (193). Преостале две logP вредности одређене су помоћу 

MarvinSketch (logP) и ChemDes (logP по Kripen-у) софтвера (194,195). Све врсте 

партиционих коефицијената добијене на овај начин су касније корелисане са 

експериментално одређеним параметрима липофилности у циљу утврђивања модела 

који најпоузданије може предвидети липофилност испитиваних једињења. 

 

Принципи израчунавања одређених типова logP вредности: 

 ilogP - метод заснован на израчунавању слободне енергије солватације у n-октанолу 

и води израчунате помоћу модела површине доступне растварачима, 

 xlogP3 - предиктивни модел који користи атомистички метод који узима у обзир 

корективне факторе, 

 wlogP - имплементација SwissADME система заснована на принципу фрагментације 

молекула, 

 mlogP - тополошки метод који поседује линеарну повезаност са 13 молекулских 

дескриптора, 

 SILICOS-IT - хибридни (фрагментни/тополошки) метод који је потпомогнут са 27 

фрагмената и седам тополошких дескриптора. Израчунавање се врши помоћу 

FILTER-IT програма, 

 Consensus logP - просечна вредност пет претходно наведених предиктора, 

 MilogP - одређује се на основу вредности хидрофобности 35 малих једноставних 

фрагмената и за 185 већих фрагмената, а које описују утицај интрамолекулских 

водоничних веза и јонских интеракција на logP вредност, 
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 MarvinSketch (logP) - заснива се на фрагментацији молекула, при чему је једнак 

простом збиру предвиђених вредности за сваки неводоников атом у молекулу и 

 ChemDes (logP по Kripen-у) - метод заснован на утицају атомске и молекулске 

рефрактивности на вредност партиционог коефицијента. 

 

3.2.2. Одређивање партиционог коефицијента у систему n-октанол/вода 

применом shake-flask методе 
 

 Липофилност (хидрофобност) је термин који су увели Fujita, Iwasa и Hansch 1964. 

године (196), а користи се за описивање интеракција хемијских једињења са неполарним 

(мастима) и поларним (водом) растварачима. Кретање лека кроз организам 

најприближније одговара његовој расподели између n-октанола и воде. Хидрофобност, 

односно, липофилност се може изразити преко партиционог коефицијента (logP 

вредности). Логаритамска вредност партиционог коефицијента се дефинише као 

логаритам односа концентрације испитиване супстанце у обе фазе засићеног двофазног 

система који се састоји из n-октанола и воде (196) 

 

logP = log
CО

CW
                                                                  (1) 

 

где је: 

 

Co - концентрација компоненте у n-октанолу и 

Сw - концентрација компоненте у води, када је систем у равнотежи. 

 

 У случају да испитивана супстанца јонизује у воденој фази, у том случају Сw је 

концентрација недисосованог облика испитиване компоненте у води.  

 Традиционална метода за одређивање липофилности, односно logP вредности 

молекула, је shake-flask метода. Метода се огледа у томе што се позната концентрација 

испитиване супстанце (аналита) унесе у одређену количину n-октанола и воде и након 

расподеле аналита између две фазе његова концентрација у свакој фази се одређује 

одабраном методом (спектрофотометријом, HPLC-ом, гасном хроматографијом) (197). 

Метода има и одрeђене недостатке, као што су лоша репродуктивност, дужина трајања 

експеримента и немогућност примене на веома хидрофилним или веома липофилним 

супстанцама (198,199). 

 

3.2.2.1. Одређивање партиционог коефицијента напроксена 

 

 Одређивање партиционог коефицијента напроксена је спроведено применом 

традиционалне shake-flask методе у систему n-октанол/вода (рН=3). Концентрација 

напроксена након расподеле у систему n-октанол/вода одређивана је 

спектрофотометријском методом. Да би се одредила концентрација напроксена у n-

октанолу неопходно је припремити серију стандардних раствора познате концентрације 

напроксена. Серија стандардних раствора служи да се, након очитавања њихове 

апсорбанције на спектрофотометру, конструише калибрациона крива која показује 

зависност између апсорбанције и концентрације напроксена у раствору. За 

конструисање калибрационе криве направљена је серија раствора познатих 

концентрација напроксена (од 0,1 mg/ml до 0,2 mg/ml) у n-октанолу и сваком раствору 

је измерена апсорбанција на таласној дужини λ = 332 nm. На основу вредности измерене 
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апсорбанције серије раствора познатих концентрација напроксена конструисана је 

калибрациона крива. 

 Полазни раствор напроксена припремљен је растварањем 5 mg напроксена у 

10 ml n-октанола како би се добио раствор концентрације 0,5 mg/ml. Одређивање 

липофилности је спроведено у систему растварача (n-октанол/вода (рН=3) у односу 

1:300 v/v) у коме је додата тачно одређена количина напроксена (0,15 mg/ml, 

0,2 mg/ml и 0,3 mg/ml). Две фазе система растварача су претходно засићене на собној 

температури (25°С). Систем растварача и напроксена је мешан на механичком шејкеру 

(GFL Reciprocating Motion Shaker 3006) током два сата на 200 rpm. Након мешања, 

систем је остављен да стоји 24 часа у левку за одвајање на собној температури како би 

дошло до јасног раздвајања фаза. У издвојеној фази n-октанола анализирана је 

концентрација напроксена мерењем апсорбанције на таласној дужини λ=332 nm UV/VIS 

BioTech Epoch Microplate спектрофотометром (California, САД). 

 

3.2.2.2. Одређивање партиционог коефицијента испитиваних једињења 

 

 Одређивање партиционог коефицијента испитиваних једињења је спроведено у 

систему n-октанол/вода. За конструисање калибрационе криве направљена је серија 

раствора познатих концентрација испитиване супстанце (од 0,01 mg/ml до 0,035 mg/ml) 

у n-октанолу и сваком раствору је измерена апсорбанција на таласној дужини λ = 320 

nm. Полазни раствор испитиване супстанце припремљен је растварањем 5 mg 

испитиваног једињења у 10 ml n-октанола, како би се добио раствор концентрације 

0,5 mg/ml. За одређивање липофилности испитиваног једињења коришћен је систем 

растварача (n-октанол/вода у односу 1:500 v/v) у коме је додата тачно одређена количина 

испитиване супстанце (0,02 mg/ml, 0,03 mg/ml и 0,04 mg/ml). Систем растварача 

предходно је засићен на собној температури (25°С). Тако засићен систем растварача, 

коме је додата тачно одређена количина испитиване супстанце, мешан је на механичком 

шејкеру (GFL Reciprocating Motion Shaker 3006) током два сата на 200 rpm. Након 

мешања, систем је остављен да стоји 24 часа у левку за одвајање на собној температури 

како би дошло до јасног раздвајања фаза. Након раздвајања фаза, UV/VIS BioTech Epoch 

Microplate спектрофотометар (California, САД) је коришћен за мерење апсорбанције 

испитиване супстанце која се налази у n-октанолу (n-октанол/вода) на таласној дужини 

λ=320 nm (200,201). 

 

logP вредност је израчуната према једначини: 

 

logP = logCО - logCW                                                         (2) 

где је: 

 

СO - количинска концентрација испитиваног једињења у n-октанолу и 

CW - количинска концентрација испитиваног једињења у води. 

 

CW се израчунава према једначини: 

 

CW = CO (b) - CO                                                            (3) 

где је: 

 

СO (b) - количинска концентрација испитиваног једињења у n-октанолу пре мућкања и 

СO - количинска концентрација испитиваног једињења у n-октанолу након мућкања. 
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3.2.3. Испитивање липофилности применом RP-TLC методе 
 

 Хроматографско понашање новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 

и полазног лека испитано је применом реверзно-фазних С-18 силика гел плоча за TLC. 

Раствори испитиваних једињења припремљени су од претходно направљених штокова 

чија је концентрација 2 mg/ml, са DMSO као растварачем. Одмерено је 0,05 ml штока и 

разблажено са метанолом до 1 ml како би се добила радна концентрација растворене 

супстанце од 0,1 mg/ml. Добијени раствор се затим наноси на RP-TLC плочу у запремини 

од 2 μl. Мобилне фазе коришћене за испитивање липофилности наведене су у Табели 3. 

 

Табела 3. Мобилне фазе коришћене за испитивање липофилности RP-TLC методом 

Мобилна фаза Састав 

I ацетонитрил/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v) 

II ацетон/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v) 

III тетрахидрофуран/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v) 

IV апсолутни етанол/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v) 

V пропанол/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v) 

 

 Детекција положаја испитиваних једињења након спроведене хроматографије 

вршена је помоћу UV лампе на таласној дужини од 254 nm. Хроматографски параметри 

израчунати су према следећим једначинама: 

 

𝑅𝐹 =  
𝑙

𝑙0
                                                                           (4) 

где је: 

 

l - растојање између старта и центра зоне која одговара испитиваном једињењу и 

l0 - растојање између старта и фронта мобилне фазе. 

 

𝑅𝑀 = log [(
1

𝑅𝐹
) − 1]                                                               (5) 

 

 За испитивана једињења израчунате су RM вредности које су корелисане са 

примењеним процентима органског растварача. Корелација између параметра RM и 

удела органског растварача у мобилној фази одређена је применом Soczewinski-

Wachtmeister-ове једначине (141). 

 

𝑅𝑀 = 𝑅𝑀
0 + 𝑆 · 𝐶                                                              (6) 

 

 Када се изврши екстраполација праве која представља зависност RM од удела 

органског растварача на у-осу добија се 𝑅𝑀
0  параметар (одсечак на у-оси). Ова вредност 

представља RM испитиваног једињења у хроматографском систему сачињеном од воде, 

без присуства органског растварача у мобилној фази. Као параметри липофилности 

користе се још и вредности S и С0. Параметар S представља нагиб праве која показује 

зависност RM вредности од удела органског растварача. С0 се дефинише као процентни 

удео органског растварача у мобилној фази када је расподела између две фазе једнака, а 

израчунава се према следећој једначини (202): 
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𝐶0 = −
𝑅𝑀

0

𝑆
                                                                 (7) 

 

3.2.4. Испитивање липофилности применом RP-HPLC методе 
 

 Испитивање липофилности RP-HPLC методом спроведено је на Agilent 1200 

хроматографу (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, САД) уз употребу Zorbax Eclipse Plus 

C8 (150 × 4,6 mm, 5 µm) колоне. Као мобилнe фазe коришћене су смеше ацетонитрила и 

пуфера рН = 5,5, ацетонитрила и пуфера рН = 7,4 и ацетонитрила и воде у односима 

50:50, 60:40, 70:30 и 80:20 v/v. Радни раствори испитиваних једињења припремљени су 

од полазних штокова у којима су синтетисана једињења растворена у DMSO, при чему 

је њихова концентрација износила 2 mg/ml. Радна концентрација раствора од 0,1 mg/ml 

добијена је разблаживањем штокова метанолом. Раствор сваког испитиваног једињења 

је инјектован у дупликату.  

 Одређивање липофилности RP-HPLC методом базира се на израчунавању 

ретенционих времена испитиваних једињења на основу којих се може одредити 

ретенциони фактор (k) према једначини: 

 

𝑘 =  
𝑡𝑅−𝑡0

𝑡0
                                                                (8) 

где је: 

 

tR - ретенционо време испитиване супстанце и 

t0 - мртво време (ретенционо време супстанце која пролази без задржавања на колони) 

(197). 

 

 Логаритмована вредност ретенционог фактора k се може корелисати са уделом 

органске компоненте у мобилној фази и изражава се једначином праве: 

 

log𝑘 = log𝑘𝑤 + 𝑆 · 𝜑                                                      (9) 

где је: 

 

logkw - одсечак на у-оси, 

S - нагиб праве и 

𝜑 - проценат органског растварача у мобилној фази (203). 

 

 Још једна величина која може да одражава меру липофилности испитиваног 

једињења је logkw параметар, који представља logk вредност екстраполисану на нулу 

концентрације органске компоненте мобилне фазе. 

 На основу вредности logkw (одсечак праве на у-оси) и S (нагиб праве) може се 

израчунати још један параметар липофилности испитиване супстанце - φ0. 

 

𝜑0 = −
log𝑘𝑤

𝑆
                                                          (10) 

 

 Параметар φ0 дефинише се као удео органске компоненте у мобилној фази при 

којој је расподела испитиване супстанце између стационарне и мобилне фазе 1:1, док је 

logk = 0 (197). 
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3.3. Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције 

новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 
 

3.3.1. Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције применом РАМРА 

теста 
 

3.3.1.1. Припрема раствора 

 

Раствор фосфатног пуфера рН = 5,5 и 7,4 (20 mmol/l). Одмери се 0,5292 g натријум-

дихидрогенфосфата монохидрата (NaH2PO4·H2O) и 0,0234 g динатријум-

хидрогенфосфата (Na2HPO4) и раствори се у води у одмерном суду од 200 ml. Након 

растварања одмерни суд се допуни до ознаке водом. Припремљени раствор се подели на 

два дела по 100 ml, након чега се једном делу раствора подешава рН вредност на 5,5 

применом фосфорне киселине, док се другој половини рН вредност подешава на 7,4 

додатком раствора натријум-хидроксида. 

Раствор DMSO (5%) у фосфатном пуферу рН = 7,4. Одмери се 0,5 ml DMSO и пренесе 

у нормални суд од 10 ml. Затим се дода кап TWEEN80, након чега се одмерни суд допуни 

до ознаке раствором фосфатног пуфера рН = 7,4. Концентрација сурфактанта TWEEN80 

у овако припремљеном раствору је 0,2%. 

Раствори испитиваних једињења и напроксена (50 μmol/l). Раствори се припремају 

разблаживањем шток раствора испитиваних супстанци и напроксена у DMSO, у којима 

је концентрација 5 mmol/l. Одмери се 100 μl тог раствора и пренесе у нормални суд од 

10 ml. Затим се дода једна кап TWEEN80 (0,2%) и допуни до ознаке раствором 

фосфатног пуфера рН = 5,5. 

Смеша хексадекана и хексана (5:95 v/v) (први РАМРА модел). Припрема раствора 

изводи се у одмерном суду запремине 10 ml. Најпре се у суд пренесе 500 μl хексадекана, 

а затим се хексаном суд напуни до ознаке. 

Раствор лецитина јајета (1% v/v) у додекану (други РАМРА модел). Одмери се 10 mg 

лецитина јајета (60%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Немачка), пренесе у вијалу  

и раствори у 1 ml додекана. 

 

3.3.1.2. Извођење РАМРА теста (први РАМРА модел) 

 

 Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције вршена је на поликарбонатним 

плочама од 96 одељака. Сваки одељак се импрегнира са 15 μl раствора хексадекан/хексан 

и остави се да се осуши током 20 минута на собној температури. У сваки одељак 

акцепторске плоче (доња плоча) се додаје 300 μl раствора DMSO (5%) у фосфатном 

пуферу рН = 7,4. Затим се акцепторска плоча преклопи донорском плочом (горња плоча) 

и у одговарајуће одељке донорске плоче пренесе се 300 μl раствора испитиваних 

једињења и напроксена. Свака супстанца се испитује у трипликату. Овако припремљени 

систем се прекрије парафилмом и одговарајућим поклопцем, како би се спречило 

испаравање растварача, након чега се поставља на вибрациону мешалицу. Након 5 сати 

се плоче РАМРА „сендвича“ раздвајају и применом HPLC-DAD методе се одређује 

концентрација једињења у полазним растворима, донорским и акцепторским одељцима 

(204,205). 
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3.3.1.3. Извођење РАМРА теста (други РАМРА модел) 

 

 Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције испитиваних једињења 

извршена је и употребом другог РАМРА модела са раствором лецитина јајета (1%) у 

додекану као вештачком липидном баријером. Сваки одељак хидрофобне Millipore 

PVDF микротитарске плоче за филтрирање је импрегниран са 5 μl раствора лецитина 

јајета, након чега је остављен током 30 минута на собној температури да растварач 

потпуно упари. У сваки одељак донорске плоче (доња плоча) пренесе се по 300 μl 

раствора испитиваних једињења и напроксена и поклопи се акцепторском плочом 

(горња плоча). У одговарајуће одељке акцепторске плоче се пренесе по 300 μl раствора 

DMSO (5%) у фосфатном пуферу рН = 7,4. Свака супстанца се испитује у трипликату. 

Акцепторска плоча се прекрије парафилмом и одговарајућим поклопцем, како би се 

спречило испаравање растварача. Цео систем се инкубира на собној температури током 

17 сати, након чега се одређује концентрација испитиваних једињења у полазним 

растворима и акцепторским одељцима применом HPLC-DAD методе, као и код првог 

РАМРА модела. 

 

3.3.1.4. HPLC-DAD метода одређивања концентрације испитиваних једињења 

 

 Концентрације испитиваних једињења и напроксена одређене су HPLC-DAD 

методом на Dionex Ultimate 3000 (Thermo scientific, Немачка) уређају који се састоји од 

Dionex Ultimate 3000 кватернерне пумпе, аутосемплера и PDA детектора. Мобилну фазу 

чине ацетонитрил и вода у односу 75:25 v/v, док је однос ацетонитрила и воде приликом 

испитивања напроксена износио 50:50 v/v. Испитивање је извршено на колони Zorbax 

Eclipse Plus C8 (150 × 4,6 mm, 5 µm). Температура колоне износила је 25°С. Проток 

мобилне фазе је био подешен на 1 ml/min, а таласна дужина детекције на 280 nm за 

синтетисана једињења, односно, на 230 nm за напроксен. 

 

3.3.1.5. HPLC-MS/MS метода одређивања концентрације испитиваних једињења 

 

 HPLC-MS/MS одређивање садржаја испитиваних једињења спроведено је на 

UHPLC хроматографу ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, САД), који 

је повезан са триплквадруполским масеним детектором TSQ Quantum Access MAX 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, САД) који врши електроспреј јонизацију 

аналита са загревањем. Коришћена је Zorbax Eclipse Plus C8 (150 × 4,6 mm, 5 µm) колона. 

Мобилну фазу су чинили ацетонитрил и 0,1% раствор мравље киселине у води 50:50 v/v. 

Проток мобилне фазе подешен је на 0,5 ml/min, а температура колоне на 25°C. Једињења 

су анализирана у позитивном и негативном јонизационом моду. 

 

3.3.1.6. Израчунавање РАМРА параметара 

 

 Применом једначина 11, 12 и 13 израчунати су ретенција (R), коефицијент 

пермеабилности (logPe), пермеациони параметар (CA(t)/CD(0)) и проценат транспорта 

(%Т) испитиваних једињења за први РАМРА модел (204,206). Према дефиницији, 

ретенција (R) представља удео супстанце који се задржава у РАМРА мембрани и не 

прелази у акцепторски раствор. 

 

R = 1-
CD(t)

CD(0)
-

VACA(t)

VDCD(0)
                                                        (11) 

 



50 

 

logPe = log [-
2.303VD

A(t-tLAG
(

VA

VA+VD
) log [1- (

VA+VD

VD(1-R)
)

CA(t)

CD(0)
]]                                 (12) 

 

%T = 100·
CA(t)·VA

CD0·VD
                                                        (13) 

где је: 

 

VA - запремина раствора у акцепторским одељцима (ml), 

VD - запремина раствора у донорским одељцима (ml), 

A - филтрациона површина (0,28 cm2), 

t - време инкубације (18 000 s), 

tLAG - steady-state време (s), 

CD(t) - концентрација испитиваног једињења у донорском одељку након времена t (μM), 

CA(t) - концентрација испитиваног једињења у акцепторском одељку након времена t 

(μM) и 

CD(0) - концентрација испитиваног једињења у донорском одељку на почетку 

инкубације (μM). 

 

 Steady-state време (tLAG) представља време које је неопходно да се у РАМРА 

систему мембрана засити испитиваном супстанцом и релативно је кратко у односу на 

време инкубације. Обично износи око 20 минута за РАМРА експерименте који се изводе 

без мућкања на вибрационој мешалици (207). Концентрација испитиване супстанце у 

донорском одељку на почетку инкубације (CD(0)) једнака је концентрацији једињења у 

полазном раствору. 

 

 Када је у питању други РАМРА модел, применом једначина 14 и 15 израчунати 

су проценат транспорта (%Т) и привидни коефицијент пермеабилности (Рарр). Такође, 

како би се добијени резултати лакше интерпретирали, додатно се може израчунати 

логаритамска вредност привидног коефицијента пермеабилности (logPapp) (208). 

 

%T = 100·
AA·VA

AD0·VD
                                                              (14) 

 

Papp = 
VD·VA

(VD+VA)·S·t
·ln [

100·VD

100·VD-%T·(VD+VA)
]                                        (15) 

где је: 

 

АА - површина пика испитиваног једињења у акцепторском раствору, 

АD0 - површина пика испитиваног једињења у донорском раствору пре инкубације 

(полазни раствор), 

VA - запремина раствора у акцепторском одељку (ml), 

VD - запремина раствора у донорском одељку (ml), 

t - време инкубације (61 200 s) и 

S - површина вештачке мембране (0,28 cm2). 
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3.3.2. Избор дескриптора и QSPR анализа 
 

3.3.2.1. Израчунавање дескриптора применом alvaDesc софтвера, избор 

дескриптора и прављење QSPR модела применом alvaModel софтвера 

 

 QSPR студија је спроведена са циљем испитивања односа logPe вредности 

добијених РАМРА моделом (зависне варијабле) са израчунатим молекулским 

дескрипторима (независне варијабле). Геометријска оптимизација свих испитиваних 

једињења извршена је применом семи-емпиријске РМ3, а затим и Hartree-Fock методе уз 

3-21-G базни сет у Gaussian 98 софтверу у овиру Chem3D Ultra 9.0.1 програма (209). У 

alvaDescriptor софтверу је израчунато укупно 5666 дескриптора без претходне поделе 

једињења на тренинг и тест сет. alvaDescriptor представља софтвер којим се може 

израчунати преко 6000 различитих дескриптора, а који су класификовани у 33 групе на 

основу особина које описују. Основна карактеристика која описује својство сваког 

дескриптора је његова димензионалност, па се тако могу поделити на 0D, 1D, 2D и 3D 

дескрипторе. Они који припадају дескрипторима нулте димензије (Constitutional indices, 

Ring descriptors) израчунавају се без разматрања везе између атома. Део целокупне 

топологије молекула се узима у обзир приликом израчунавања једнодимензионалних 

дескриптора (Atom-centred fragments), док се дводимензионални дескриптори (2D 

matrix-based descriptors, 2D autocorrelations, 2D Atom Pairs) израчунавају на основу 

целокупног графа молекула. 3D дескриптори (CATS 3D descriptors, 3D matrix-based 

descriptors, 3D-MoRSE descriptors) одређују се на основу тродимензионалних 

координата молекула, при чему треба узети у обзир да један молекул може имати више 

различитих конформација које могу утицати на вредности израчунатих дескриптора. 

Сва испитивана једињења подељена су у две групе: тест и тренинг сет. Тест сет се 

састојао од четири деривата (1, 3, 4 и 11), док су тренинг сет чинила преостала 

новосинтетисана једињења и напроксен. Тест сет је одабран на тај начин да су logPe 

вредности ових деривата хомогено распоређене у читавом опсегу вредности logPe за сва 

испитивана једињења. Софтвер alvaModel коришћен је за формирање PLS (енгл. Partial 

Least Squares), OLS (енгл. Ordinary Least Squares) и SVM (енгл. Support Vector Machine) 

модела (210). У alvaModel софтверу је применом PLS, OLS и SVM методологије са 10000 

итерација вршен избор дескриптора, од којих ће бити редом направљени PLS(logPe), 

OLS(logPe) и SVM(logPe) модели. PLS моделовање корисно је у ситуацијама када се 

врши анализа колинеарних и бројних дескриптора. Оптималан број PLS компоненти 

одређује се на основу R2(Y) сваке компоненте и на основу кумулативне R2(Y) вредности, 

која подразумева допринос свих компоненти у моделу. Утицај дескриптора на модел 

процењен је на основу његовог коефицијента регресије. За PLS (logPe) модел је изабрано 

укупно 30 дескриптора и то: RDCHI, VE2_D/Dt, SM4_Dz(i), Wi_B(e), MATS6e, GGI3, 

SpMax4_Bh(m), SpMax4_Bh(i), P_VSA_p_2, Chi1_AEA(bo), SM06_AEA(dm), Eig07_EA(ri), 

Eig10_AEA(ed), RDF040v, RDF155p, E3v, L2p, ISH, H7m, HATS2e, R1p+, SP19, SsF, NssO, 

gmin, F05[C-S], CATS3D_03_DL, CATS3D_10_AA, CATS3D_02_AL и s34_phRelSize. Код 

SVM алгоритма имплементираног у alvaModel софтвер, хиперраван се налази 

решавањем скупа линеарних једначина уместо проблема конвексног квадратног 

програмирања (енгл. QP - Quadratic Programming), као што је то случај код класичног 

SVM. Дескриптори који формирају наведени модел су SM07_EA(dm) и CATS3D_02_AL, 

док OLS модел формирају дескриптори F06[C-C] и WHALES100_Rem. SVM је једини од 

три наведена модела који је прошао валидационе тестове. 
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3.3.2.2. Избор дескриптора и прављење QSPR модела применом софтвера 

STATISTICA 

 

 Софтвер STATISTICA је, такође, коришћен за одабир молекулских дескриптора, 

као и за формирање MLR (енгл. Multiple Linear Regression), PLS и SVM модела (211). 

Једињења су, као и код претходно описане методе, била подељена на исти начин на 

тренинг и тест сет. Пре израде модела неопходно је извршити избор одговарајућих 

дескриптора. Постоји више метода за избор дескриптора, а у програму STATISTICA 

коришћене су следеће методе: Feature Selection and Variable Screening (FSVS) и MLR 

forward stepwise (148). FSVS метода примењена је за избор дескриптора за формирање 

PLS(logPe) и SVM(logPe) модела, док су дескриптори за прављење MLR(logPe) модела 

изабрани применом MLR forward stepwise методе. Приликом примене MLR forward 

stepwise методе независне варијабле се додају једна по једна у модел, процењују се у 

сваком кораку и на крају се задржавају или елиминишу на основу специфичних 

критеријума (у овој студији F to enter = 9 и F to remove = 4). Са друге стране, FSVS 

метода дизајнирана је тако да омогућава израчунавања у оквиру изузетно великих 

скупова континуалних и/или категоричких дескриптора, као и за процену зависности 

између зависне променљиве и дескриптора. Опсег вредности сваког дескриптора је 

подељен на укупно k интервала. То би значило да уколико је k = 2, испитују се само 

појединачни односи између дескриптора и зависне променљиве. Наведени параматар у 

спроведеном истраживању је подешен на k = 10. MLR модел користи се за процену 

линеарног односа између израчунатих молекулских десктиптора и logPe. У овом 

истраживању креирање модела за MLR(logPe) је покушано применом анализе 

вишеструке регресије према следећим критеријумима: F to enter = 9 и F to remove = 4. 

Међутим, за MLR(logPe) није било могуће направити модел. SVM(logPe) модел креиран 

је коришћењем радијалне базне функције и регресије тип 1. Оптимална gamma вредност 

износила је 0,5, док су вредности капацитета (С) и епсилон (ε) оптимизоване од стране 

софтвера и износиле су С = 100 и ε = 0,3. SVM(logPe) модел састојао се од 5 подржаних 

вектора (1 ограничен). За PLS(logPe) модел је изабрано укупно 30 дескриптора и то: 

Mor25m, minssO, RDF020m, s34_relSize, GATS2i, E2s, LOGP99, GATS2e, SpMin5_Bh(s), 

R8p+, R7p+, MATS2v, H8p, SpMin6_Bh(s), JGI3, RDF130s, ATSC2m, Mor14v, Mor13v, 

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 и HATS8i. MLR(logPe) 

модел није могао бити направљен, док преостала два модела (PLS(logPe) и SVM(logPe)) 

не пролазе валидационе тестове. 

 

3.3.2.3. Процена поузданости формираних QSPR модела 

 

 Процена поузданости формираних QSPR модела извршена је на основу следећих 

статистичких параметара: RMSEE (енгл. Root Mean Squared Error of Estimation), RMSEP 

(енгл. Root Mean Squared Error of Prediction), F однос, p вредност, r, Q2 и R2. 

 

Q
2 = 1-

PRESS

∑ (Yobs(training)- Y̅training)
2                                                              (16) 

 

Rpred
2  = 1-

PRESS

∑ (Yobs(test)- Y̅training)
2                                                              (17) 

 

PRESS = ∑ e(i)
2n

i-1                                                                      (18) 
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 RMSEE вредност је израчуната за тренинг сет, док је RMSEР вредност израчуната 

за тест сет. Q2 представља интерни параметар валидације који се користи за процену 

потенцијала предвиђања модела за једињења која су слична тренинг сету. Наведени 

параметар се израчунава по принципу изостављања LOO (енгл. Leave-One-Out), што 

подразумева да је свако једињење тренинг сета елиминисано у једном израчунавању, док 

су преостала једињења искоришћена за формирање модела. Затим се тако направљен 

модел користи за предвиђање вредности зависне варијабле елиминисаног једињења. 

Оваква процедура се понавља све док сва једињења из тренинг сета нису по једном 

обрисана. Q2 се израчунава према једначини 16 у којој је Ytraining просечна вредност, док 

је Yobs(training) експериментално одређена logPe вредност за тренинг сет једињења (212). 

PRESS (енгл. Predicted Residual Error Sum of Squares) се израчунава након завршетка 

LOO процедуре према једначини 18. У наведеној једначини e(i) представља разлику 

између експериментално добијених и предвиђених logPe вредности. R2 је параметар 

екстерне валидације који се користи за процену предиктивног потенцијала модела за 

једињења која се структурно разликују од чланова тренинг сета. Овај параметар се 

израчунава помоћу једначине 17 у којој је Yobs(test) експериментално одређена вредност 

logPe за једињења из тест сета (213). PRESS вредност за тест сет једињења се израчунава 

такође према једначини 16. Висок предиктивни потенцијал модела може се очекивати 

уколико су Q2 и R2 већи од 0,5 (163,212,214). Модели са р вредношћу нижом од 0,05 могу 

се сматрати статистички значајним (163). 

 

3.3.3. Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције применом ВМС 

теста 
 

3.3.3.1. Припрема раствора 

 

Раствор фосфатног пуфера рН = 5,5 (7 mmol/l). Одмери се 0,49 g натријум-

хидрогенфосфата (Na2HPO4) и раствори се у води HPLC чистоће у одмерном суду од 500 

ml. Затим се истим растварачем суд допуни до ознаке, а рН вредност раствора се подеси 

на 5,5 уз додатак фосфорне киселине. 

Раствор 0,04 mol/l Brij 35 у пуферу рН = 5,5. Одмери се 24 g Brij 35 и раствори се у 500 

ml претходно припремљеног фосфатног пуфера уз загревање на магнетној мешалици. 

Раствори испитиваних једињења и напроксена (0,1 mg/l). Раствори се припремају од 

претходно припремљених раствора (штокова) испитиваних једињења и напроксена у 

DMSO концентрације 5 mmol/l. Одмери се 50 μl тог раствора, пренесе у пеницилинску 

бочицу и разблажи са 950 μl мобилне фазе. 

 

3.3.3.2. Извођење ВМС теста 

 

 Ретенционо понашање синтетисаних једињења и напроксена анализирано је 

применом HPLC уређаја Agilent Technologies 1200 Series systems (Santa Clara, CA, САД)  

опремљеним бинарном пумпом, мануелним инјектором чија је инјекциона запремина 20 

μl, DAD детектором и уз употребу колоне Zorbax Extend-C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm). 

Мобилну фазу чине ацетонитрил и раствор 0,04 mol/l Brij 35 у пуферу рН = 5,5 (30:70 

v/v). Претходним истраживањем је показано да 0,04 mol/l Brij 35 може бити у смеши са 

највише 30% ацетонитрила, а да се притом формирају стабилне мицеле (155). 

Температура колоне подешена је на 36,5°С, проток мобилне фазе на 1 ml/min, а таласна 

дужина детекције на 280 nm за синтетисана једињења, односно на 230 nm за напроксен 
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и DMSO. За свако испитивано једињење израчуната је вредност ретенционог фактора (k) 

према следећој формули: 

 

k = 
tR-tR(0)

tR(0)
                                                                   (19) 

где је: 

 

tR - ретенционо време испитиваног једињења и 

tR(0) - ретенционо време пика DMSO који је присутан у растворима (153,155,215). 

 

3.3.4. QSRR анализа, одабир дескриптора и формирање QSRR модела 
 

 Квантитативни односи структуре и ретенције (QSRR) испитани су са циљем 

утврђивања везе између k вредности израчунатих у ВМС систему (зависна варијабла) и 

одређених геометријских, термодинамичких, физичко-хемијских и електронских 

молекулских параметара (независне варијабле). Приликом формирања QSRR модела 

коришћене су k вредности за укупно седам једињења која су испитана у оквиру ВМС 

анализе. QSRR анализа извршена је применом софтвера STATISTICA. Дескриптори 

неопходни за формирање MLR(k) модела одабрани су употребом FSVS и MLR forward 

stepwise метода, као што је описано код формирања QSPR модела. Приликом примене 

MLR forward stepwise методе дефинисани су критеријуми F to enter = 9 и F to remove = 

4, док је код FSVS методе параметар k подешен на вредност 10. Због релативно малог 

броја испитиваних једињења, одабран је један дескриптор (Mor20u). 

 

3.4. In vivo испитивање акутне токсичности и антиинфламацијске 

активности новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена на 

Wistar Albino пацовима 
 

 In vivo испитивање акутне токсичности и антиинфламацијске активности 14 

новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена спроведено је у Центру за 

претклиничка и функционална истраживања Факултета медицинских наука у 

Крагујевцу. Животиње су добијене са Војномедицинске академије у Београду и чуване 

су на температури од 22 ± 2°С уз присуство аутоматског осветљења током 12 сати. 

Пацови су по потреби конзумирали комерцијално доступну храну за пацове са 

протеинским садржајем од 20% (Ветеринарски институт Суботица) и воду. У складу са 

прописима Етичке комисије за добробит лабораторијских животиња Факултета 

медицинских наука (шифра протокола: 01-10742, датум одобрења: 14.10.2021. године), 

као и према принципима Добре лабораторијске праксе и Директиве Европског савета 

(86/609/ЕЕС) дизајниран је протокол истраживања. 

 

3.4.1. Испитивање акутне оралне токсичности 
 

 За спровођење студије акутне оралне токсичности коришћени су здрави мужјаци 

Wistar Albino пацова који су подељени у 15 група (14 једињења + DMSO) од по три 

животиње чија је телесна тежина била у интервалу 180-200 g. Животиње су подељене у 

следеће групе: 

 Експерименталне групе - пацови који су per os примили испитивана једињења (1-14) 

у појединачној дози од 10 mg/kg и 

 Контролна група - пацови који су per os примили једну дозу 1% DMSO. 
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 Након апликације наведених супстанци, животиње су чуване у појединачним 

кавезима и праћене су током периода од 14 дана. Свакодневно током двонедељног 

периода мерен је унос хране и воде, мерена је телесна тежина, а праћени су и сви знаци 

токсичности који обухватају промене коже и крзна, очију, саливације, дисања, мокрења 

(боја и количина), фецеса (конзистенција и боја), као и промене у обрасцу понашања. 

Након наведеног периода, животиње су жртвоване и мерена је тежина органа (срца, 

јетре, бубрега, желуца) (216,217). Након тога је израчуната релативна тежина органа 

према следећој формули: 

 

Релативна тежина органа = 
Апсолутна тежина органа · 100%

Телесна тежина пацова на дан жртвовања
                          (20) 

 

3.4.2. In vivo испитивање антиинфламацијске активности 
 

 In vivo испитивање антиинфламацијске активности новосинтетисаних једињења 

(1-14) спроведено је применом модела карагенаном изазваног едема шапе пацова. 

Инфламација је изазвана интраплантарном применом 1 ml инјекције 0,5% раствора 

карагенана у физиолошком раствору, која је апликована у леву задњу шапу пацова. Све 

животиње су подељене у експерименталне и контролне групе. 

Експериментална група животиња је подељена у следеће подгрупе: 

 

 Животиње које су per os примиле испитивана једињења (1-14) растворена у 1% 

DMSO у дози од 2,5 mg/kg, 60 минута пре изазивања инфламације (n=112 пацова, 8 

пацова по подгрупи), 

 Животиње које су per os примиле испитивана једињења (1-14) растворена у 1% 

DMSO у дози од 5 mg/kg, 60 минута пре изазивања инфламације (n=112 пацова, 8 

пацова по подгрупи) и 

 Животиње које су per os примиле испитивана једињења (1-14) растворена у 1% 

DMSO у дози од 10 mg/kg, 60 минута пре изазивања инфламације (n=112 пацова, 8 

пацова по подгрупи). 

 

Контролна група животиња је подељена у следеће подгрупе: 

 

 Животиње које су per os примиле напроксен растворен у 1% DMSO у дози од 2,5 

mg/kg, 60 минута пре изазивања инфламације (n=8 пацова), 

 Животиње које су per os примиле напроксен растворен у 1% DMSO у дози од 5 mg/kg, 

60 минута пре изазивања инфламације (n=8 пацова), 

 Животиње које су per os примиле напроксен растворен у 1% DMSO у дози од 10 

mg/kg, 60 минута пре изазивања инфламације (n=8 пацова) и 

 Животиње које су per os примиле 1% DMSO у истој запремини као и растворе 

контролних група, 60 минута пре изазивања инфламације (n=8 пацова). 

 

 Наведене дозе испитиваних једињења и напроксена дефинисане су на основу 

претходно објављених публикација (64,218). Дебљина ткива задње леве шапе сваког 

пацова мерена је у тренутку непосредно пре изазивања инфламације (моменат 0), као и 

један, два, три и четири сата након апликације карагенана, а све то у циљу 

квантификације антиинфламацијског ефекта. За мерење дебљине ткива коришћен је 

дигитални калипер, а проценат инхибиције едема шапе израчунат је према следећој 

формули: 
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% инхибиције = 100 · 
Yt

Yc
                                                     (21) 

где је: 

 

Yt - просечно повећање дебљине шапе третираних пацова између два тренутка мерења и 

Yc - просечно повећање дебљине шапе нетретираних пацова између два тренутка мерења 

(219). 

 

3.5. Испитивање COX-2 и 5-LOX инхибиторне активности 
 

 COX-2 и 5-LOX инхибиторна активност процењена је применом COX-2 и 5-LOX 

ензимских флуориметријских китова. Наведени тестови су базирани на 

флуориметријској детекцији производа каталитичке активности ензима СОХ-2 

(простагландина G2) и интермедијера који је производ активности 5-LOX ензима. Сва 

испитивања су спроведена према упутствима произвођача (220,221). 

 Тест раствори потребни за испитивање СОХ-2 и 5-LOX инхибиторне активности 

припремљени су од полазних (шток) раствора испитиваних супстанци у DMSO (5 

mmol/l), који су разблажени истим растварачем. Тест раствори су након тога 5 пута 

разблажени пуфером за испитивање СОХ инхибиторне активности, на тај начин што је 

2 μl тест раствора помешано са 8 μl СОХ пуфера. Инхибиторска контрола припремљена 

је додавањем 2 μl раствора селективног СОХ-2 инхибитора (целекоксиба) и 8 μl СОХ 

пуфера у одговарајуће одељке. Контрола растварача припремљена је применом 2 μl 

DMSO и 8 μl СОХ пуфера, док је ензимска контрола добијена додавањем 10 μl СОХ 

пуфера у одговарајуће одељке. По 10 μl разблаженог тест раствора сваког испитиваног 

једињења је додато у одељке предвиђене за тест узорке. 

 За процену инхибиторне активности према 5-LOX ензиму, раствори испитиваних 

једињења припремљени су од полазних штокова у којима су испитивана једињења 

растворена у DMSO, при чему је концентрација супстанци износила 5 mmol/l. Ови 

раствори су затим разблажени применом истог растварача, како би се добили тест 

раствори. Након тога је по 2 μl припремљених тест раствора додато у одговарајуће 

одељке. Контроле ензима (СОХ пуфер), растварача (DMSO) и инхибитора (зилеутона) 

формиране су додавањем по 2 μl одговарајуће контроле у предвиђене одељке. 

 Флуоресценција узорака мерена је кинетички на 25°C коришћењем Synergy LX 

multimode microplate (BioTek, Shoreline, Winooski, Vermont, WA, САД) читача. 

Параметри очитавања били су следећи: за СОХ-2 Ex/Em = 535/587 nm током 10 минута, 

а за 5-LOX: Ex/Em = 500/536 nm током 20 минута. 

 

3.6. Студија молекулског докинга 
 

 У циљу in silico процене афинитета везивања новсинтетисаних једињења (1-14) 

за СОХ-2 и 5-LOX ензиме спроведена је студија молекулског докинга. Кристалне 

структуре циљних протеина преузете са Протеинске базе података (енгл. PDB - Protein 

Data Bank) биле су: 3NT1 (напроксен везан за СОХ-2) (89) и 6N2W (NDGA везан за 5-

LOX) (222). Софтвер MAKE Receptor коришћен је за припрему циљних ензима (223). Део 

ензима у коме је извршено уклапање испитиваних молекула дефинисан је у облику 

„кутија“ око кокристалних лиганада, а чије су димензије биле 33,67Å×27,33Å×23,33Å за 

COX-2 и 19,67Å×14,67Å×22,67Å за 5-LOX. Укупне запремине спољашњих контура 

кокристалних лиганада износиле су 617Å3 за СОХ-2 и 908 Å3 за 5-LOX. Подешавање за 

формирање облика везујућег места је дефинисано као уравнотежено без задатих 
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ограничења. Скупови података о конформацијама испитиваних једињења припремљени 

су у софтверу OMEGA 2.5.1.4 (224,225), док је софтвер OEDocking 3.2.0.2 (226-228) са 

својим алатом за брзо ригидно уклапање (енгл. FRED - Fast Rigid Exhaustive Docking) 

употребљен за анализу начина везивања припремљених конформација лиганада у 

активним местима циљних ензима. Уклапани конформери су затим квантификовани 

коришћењем Chemgauss4 (229) скоринг функције, док је даља оптимизација конформера 

извршена применом OEChemscore (230) функције вредновања. Chemgauss4 функција је 

коришћена и за бодовање и избор одговарајуће позе лиганада, док су преостала 

подешавања постављена као подразумевана. Како би се извршила валидација 

спроведене студије молекулског докинга, конформације напроксена и NDGA су 

уклоњене па поново уклапане у активна места COX-2 и 5-LOX. Конформери 

кокристалних лиганада који су добијени студијом молекулског докинга су преклопљени 

са њиховим кристалографским конформацијама. Добијени резултат је изражен у облику 

RMSD (енгл. Root-Mean-Square-Deviation) вредности, која представља меру просечног 

растојања између истих атома две преклопљене конформације једног истог молекула. 

Израчунате RMSD вредности су биле мање од 2Å, што потврђује валидност спроведене 

студије молекулског докинга (231). 

 

3.7. Испитивање цитотоксичне активности 
 

 Истраживање је спроведено као експериментална in vitro студија у којој су 

коришћене ћелијске линије хуманог порекла, и то ћелијска линија аденокарцинома дојке 

(МDA-MB-231), карцинома грлића материце (HeLa) и карцинома колона (HCT 116). 

Такође, у истраживање је укључена и једна малигно неизмењена ћелијска линија 

фибробласта (MRC-5). Све претходно наведене ћелијске линије су добијене захваљујући 

љубазности проф. др Петра Чановића са Факултета медицинских наука у Крагујевцу. 

 

3.7.1. Варијабле истраживања 
 

 Независне варијабле студије (узрок) представљали су примењени 

новосинтетисани тиоуреидни деривати напроксена, док зависне варијабле (исход) 

представљају измерене вредности параметара вијабилности и апоптозе малигно 

измењених ћелија. Сва испитивања која су се односила на антитуморску активност 

новосинтетисаних једињења спроведена су у лабораторијама Институтa Факултета 

медицинских наука у Крагујевцу. 

 

3.7.2. МТТ тест 
 

 Применом МТТ теста може се јасно дефинисати потенцијални антитуморски 

ефекат тестираних једињења. Прецизније, овим тестом можемо утврдити степен 

вијабилности ћелијских линија које су укључене у истраживање. МТТ тестом детектује 

се степен активности ензима NAD(P)H-зависне оксидоредуктазе који је присутан у 

живим ћелијама. Активношћу овог ензима доћи ће до редукције жутог раствора 

тетразолијум-бромида у формазан који је љубичасте боје. Стога, јасно је да раствор који 

је љубичасте боје након извођења теста садржи велики број вијабилних (живих) ћелија.  

 Спроведено истраживање је обухватило тестирање степена вијабилности 

ћелијских линија MDA-MB-231, HeLa, HCT 116 и MRC-5. Вијабилност претходно 

поменутих ћелијских линија је тестирана у три временска интервала (24, 48 и 72 сата) у 

присуству растућих концентрација тестираних тиоуреидних деривата напроксена. 
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Испитиване концентрације четрнаест деривата напроксена су биле у опсегу 0,3-100 µМ. 

Поред ових једињења, тестиран је и антипролиферативни утицај напроксена, као 

контролног лека.  

 Након подизања ћелија из фласкова, око 5000 ћелија је засејано у појединачне 

бунаре микротитар плоча од 96 бунара. Од кључног је значаја да су претходно засејане 

ћелије биле у експоненцијалној фази раста. Наредни корак је обухватио третирање 

ћелија растућим концентрацијама деривата напроксена. Сви експерименти су рађени у 

трипликату. Након 24, 48 и 72 сата додаван је 10% раствор тетразолијум-бромида у PBS-

у од 0,5 mg/ml. Након два сата инкубације додато је по 200 µL DMSO-a у сваки бунар. 

Следећи корак је обухватао лагано мешање плоча, а све у циљу растварања кристала 

формазана у DMSO-у. На крају, апсорбанција је очитавана на ELISA-читачу на 595 nm. 

Вредност цитотоксичности је израчуната према формули: 

 

C = 100% - V                                                                 (22) 

где је: 

 

C - цитотоксичност и  

V - стопа преживљавања ћелија. 

 

 Након добијених резултата, за свако тестирано једињење израчунате су IC50 

вредности, које представљају вредност половине максималне инхибиторне моларне 

концентрације. 

 

3.7.3. Одређивање релативног односа ћелија које се налазе у апоптози и 

некрози 
 

 Након што је одређен степен вијабилности тестираних ћелија, као и биолошки 

ефекат деривата напроксена, у другом кораку је дефинисан њихов механизам деловања. 

Прецизније, тестирано је деловање деривата напроксена на релативни однос ћелија у 

апоптози и некрози, при чему је коришћен анексин V/PI (енгл. Propidium Iodide) тест. 

Однос ћелија у апоптози и некрози је детектован проточном цитометријом. Тестиране 

ћелије су биле малигне ћелије карцинома грлића материце (HeLa).  

  Одређивање релативног односа ћелија које се налазе у апоптози и некрози је 

засновано на бојењу тестираних ћелија које су у првом кораку третиране IC50 

вредностима једињења. Услед антипролиферативног ефекта тестираних једињења 

долази до активирања процеса апоптозе, при чему су у апоптотичним ћелијама остаци 

фосфатидил-серина (компоненте ћелијске мембране) окренути ка спољашњој средини. 

Ово омогућава да се анексин V веже за фосфатидил-серин, при чему можемо рећи да су 

ћелије које су активирале процес апоптозе заправо анексин позитивне. За молекул 

анексина је чврсто везана флуоресцентна боја која емитује флуоресценцију у спектру 

зелене боје, флуоресцеин-изотиоцијанат (енгл. Fluorescein isothiocyanate - FITC). Са 

друге стране, PI се може везати за једро, при чему прави јасну разлику између PI 

позитивних (мртвих ћелија) и PI негативних (живих ћелија). 

 Након инкубације од 24 часа, тестиране ћелије су трипсинизоване, испране у PBS-

у и растворене у пуферу за везивање ћелија (енгл. Binding buffer) у концентрацији од 106 

ћелија/mL. У следећем кораку је 100 mL суспензије ћелија пребачено у по три епрувете 

запремине 5 mL. У сваку постављену епрувету додато је по 5 mL анексин V-FITC и PI. 

Затим је спроведено вортексовање ћелија и инкубација у временском интервалу од 15 

минута у мраку на собној температури. Последњи корак подразумева додавање 400 mL 

пуфера за везивање ћелија и очитавање добијених резултата. Обрада и презентовање 
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добијених резултата су подразумевали коришћење програма за проточну цитометрију 

FlowJo VX. 

 

3.7.4. Анализа ћелијског циклуса 
 

 Осим активације процеса апоптозе, антипролиферативни ефекат се може 

испољити и заустављањем ћелијског циклуса. Стога, у следећем кораку циљ је био 

дафинисање утицаја деривата напроксена на ћелијски циклус HeLa ћелија.  Прецизније, 

дефинисан је  релативни однос ћелија које се налазе у различитим стадијумима ћелијског 

циклуса применом PI бојења. Мерење релативног односа је рађено уз помоћ проточне 

цитометрије.  

 Анализа ћелијског циклуса се заснива на могућности молекула пропидијум-

јодида да се веже за молекул ДНК. На основу интензитета флуоресценције, коју емитују 

тако везани молекули пропидијум-јодида у свакој појединачној ћелији, можемо 

одредити у којој фази ћелијског циклуса се обојене ћелије налазе.  

 У првом кораку HeLa ћелије су третиране одговарајућим IC50 вредностима 

испитиваних једињења. Након тога су ћелије подигнуте, односно трипсинизоване и 

једном испране медијумом и два пута фосфатним пуфером. Затим су ћелије фиксиране 

ледено хладним 70% етанолом и држане у етанолу на 4°С најмање 1 сат (у просеку су 

инкубиране 20-ак часова). Даље су ћелије два пута опране у ледено хладном фосфатном 

пуферу, додато је 100 μg/ml RNaze и 200 μl раствора пропидијум-јодида. Након тога, 

додато је још 300 μl фосфатног пуфера и добијени резултати су очитани на проточном 

цитометру. 

 

3.7.5. Анализа протеина апоптозе 
 

 Активација процеса апоптозе се може одиграти активацијом спољашњег или 

унутрашњег (митохондријалног) пута. У циљу јасног дефинисања механизма деловања 

деривата напроксена одређене су концентрације протеина који учествују у процесу 

апоптозе. Тестиране ћелије су биле HeLa малигне ћелије карцинома грлића материце. 

Анализирани протеини су активни Bax као и протеин Bcl-2. Такође, мерено је присуство 

активне каспазе-3. 

 

Реагенси коришћени у овим експериментима су били следећи: 

 

 Сет за фиксацију и пермеабилизацију ћелија - Invitrogen™ eBioscience™ Intracellular 

Fixation & Permeabilization Buffer Set, Catalog number: 88-8824-00 

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88-8824-00)  

 Примарно антитело за активни протеин Bax - Santa Cruz™ rabbit polyclonal IgG Anti-

Bax Antibody (N-20), Catalog number:  sc-493 

 Примарно обележено флуоресцеин-изотиоцијанатом (FITC) антитело за протеин Bcl-

2 - Life technologies™ bcl-2 fluorescein isothiocyanate (FITC) primary antibody, Catalog 

number: MHBCL01 

 Примарно антитело за активни протеин каспаза-3 - Cell Signaling™ rabbit Cleaved 

Caspase-3 (Asp175) Antibody, Catalog number: #9661 

 Секундарно обележено флуоресцеин-изотиоцијанатом (FITC) антитело за 

необележена примарна антитела - Abcam ™  secondary goat anti-rabbit IgG-FITC 

antibody, Catalog number: Ab6717-1 
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 Након третмана туморских HeLa ћелија IC50 концентрацијом деривата 

напроксена, ћелије су подигнуте, односно, трипсинизоване и једном испране медијумом 

и два пута ледено хладним фосфатним пуфером. Након фиксације и пермеабилизације 

додато је одговарајуће примарно и секундарно обележено антитело. Резултати су 

очитани на проточном цитометру (232). 
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4.1. Синтеза и структурна карактеризација тиоуреидних деривата 

напроксена 
 

 Поступак синтезе тиоуреидних деривата напроксена приказан је на Схеми 3. 

Приноси синтетисаних једињења кретали су се у интервалу од 25% (једињење 7) до 43% 

(једињење 4). 

 

 

Схема 3. Поступак синтезе тиоуреидних деривата напроксена 
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 Хемијске структуре и приноси синтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 

приказани су у Табели 4. 

 

Табела 4. Структуре и приноси новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 

 

Деривати ароматичних амина Деривати естара ароматичних аминокиселина 

  
Једињење            R Принос Једињење R1 R2 Принос 

1 
 

28% 

6 

 

 30% 2 
 

33% 

3 
 

31% 

4 

 

43% 

7 

 

 25% 
5 

 

38% 

8 
 

28% 

9 
 

26% 

13 

 

 30% 

10 

 

42% 

11 

 

38% 

14 

 

 32% 

12 

 

33% 
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Структурна карактеризација синтетисаних тиоуреидних деривата напроксена: 

 

(S)-N-((4-флуорофенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 1) - Жути кристални прашак. Принос: 28%. Температура топљења: 57-59 °C. 

IR (ATR) νmax (cm−1): 1145,06; 1686,94; 2934,27 и 3168,25. 1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ ppm 1,51 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3Nap); 3,87 (3H, s, OCH3Nap); 4,22 (1H, q, J = 6,8 Hz, 

CHNap); 7,16–7,85 (10H, m, ArH); 11,72 (1H, s, NHCS) и 12,31 (1H, s, CSNH). 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 17,45 (CH3Nap); 44,35 (CHNap); 54,59 (OCH3Nap); 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) и 178,97 (NHCS). m/z = 383,1; 

[M+H]+; 229,97; 185,02; 170,96; 169,05; 154,00 и 112,14. MS [M+Na]+ израчунато за 

C21H19FN2O2S = 405,10435; одређено = 405,10432. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-((4-метоксифенил)карбамотиоил)пропанамид 

(дериват 2) - Жути кристални прашак. Принос: 33%. Температура топљења: 

112-114 °C. IR (ATR) νmax (cm−1): 1146,07; 1686,55; 2932,67 и 3184,85. 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,49 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3Nap); 3,74 (3H, s, OCH3); 3,86 (3H, s, 

OCH3Nap); 4,21 (1H, q, J = 6,4 Hz, CHNap); 6,90-7,82 (10H, m, ArH); 11,61 (1H, s, NHCS) и 

12,26 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 18,51 (CH3Nap); 45,40 (CHNap); 

55,65 (OCH3Nap); 55,73 (OCH3); 106,19-157,89 (ароматични угљеници); 176,56 (CONH) и 

179,52 (NHCS). m/z = 394,9 [M+H]+; 230,03; 184,99; 183,01; 169,78; 153,11 и 124,10. MS 

[M+Na]+ израчунато за C22H22N2O3S = 417,12433; одређено = 417,12418. 

 

(S)-N-((4-етоксифенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 3) - Жути кристални прашак. Принос: 31%. Температура топљења: 

115-116 °C. IR (ATR) νmax (cm−1): 1142,79; 1677,97; 2935,29 и 3255,39. 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,31 (3H, t, J = 7,2 Hz, OCH2CH3), 1,50 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3Nap); 

3,87 (3H, s, OCH3Nap); 4,01 (2H, q, J = 6,8 Hz, OCH2CH3); 4,22 (1H, q, J = 6.8 Hz, CHNap); 

6,90-7,85 (10H, m, ArH); 11,63 (1H, s, NHCS) и 12,27 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ ppm 14,02 (OCH2CH3); 17,46 (CH3Nap); 44,34 (CHNap); 54,59 (OCH3Nap); 62,61 

(OCH2CH3); 105,13-156,69 (ароматични угљеници); 175,49 (CONH) и 178,40 (NHCS). m/z 

= 409,0 [M+H]+; 229,92; 196,92; 184,99; 179,93; 170,01 и 153,04. MS [M+Na]+ израчунато 

за C23H24N2O3S = 431,13998; одређено = 431,14020. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-((3-метоксифенил)карбамотиоил)пропанамид 

(дериват 4) - Зелени кристални прашак. Принос: 43%. Температура топљења: 

144-145 °C. IR (ATR) νmax (cm−1): 1155,54; 1683,27; 3014,24 и 3224,80. 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,50 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3Nap); 3,72 (3H, s, OCH3); 3,86 (3H, s, 

OCH3Nap); 4,21 (1H, q, J = 7,2 Hz, CHNap); 6,79-7,84 (10H, m, ArH); 11,68 (1H, s, NHCS) и 

12,46 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 18,50 (CH3Nap); 45,44 (CHNap); 

55,65 (OCH3Nap); 55,36 (OCH3); 106,20-159,76 (ароматични угљеници); 176,67 (CONH) и 

179,19 (NHCS). m/z = 395,2 [M+H]+; 230,10; 185,08; 183,03; 170,07; 154,11 и 153,11. MS 

[M+H]+ израчунато за C22H22N2O3S = 395,14239; одређено = 395,14197. 

 

(S)-N-((4-ацетилфенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 5) - Жути кристални прашак. Принос: 38%. Температура топљења: 

132-134 °C. IR (ATR) νmax (cm−1): 1145,15; 1685,96; 2988,46 и 3180,83. 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,52 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3Nap); 2,56 (3H, s, C(=O)CH3); 3,87 (3H, 

s, OCH3Nap); 4,23 (1H, q, J = 7,2 Hz, CHNap); 7,16-7,97 (10H, m, ArH); 11,80 (1H, s, NHCS) 
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и 12,67 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 17,47 (CH3Nap); 26,08 

(C(=O)CH3); 44,43 (CHNap); 54,59 (OCH3Nap); 105,14-156,71 (ароматични угљеници); 

175,60 (CONH); 178,26 (NHCS) и 196,22 (C(=O)CH3). m/z = 407,2 [M+H]+; 230,07; 195,05; 

185,11; 170,09; 152,36 и 136,14. MS [M+Na]+ израчунато за C23H22N2O3S = 429,12433; 

одређено = 429,12489. 

 

Етилестар(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)-L-

фенилаланина (дериват 6) - Жути кристални прашак. Принос: 30%. Температура 

топљења: 59-61 °C. IR (ATR) νmax (cm−1): 1155,75; 1688,89; 1737,73; 2934,28 и 3197,26. 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,16 (3H, t, J = 7,2 Hz, R-C(=O)OCH2CH3); 1,43 

(3H, d, J = 6,8 Hz, CH3Nap); 3,15 (2H, dd, J = 5,6 Hz, J = 10 Hz, CH2-Phe); 3,87 (3H, s, 

OCH3Nap); 4,10 (1H, q, J = 7,2 Hz, CHNap); 4,13 (2H, q, J = 3,6 Hz, R-C(=O)OCH2CH3); 5,04 

(1H, q, J = 6,4 Hz, CH-Phe); 7,07-7,83 (11H, m, ArH); 10,98 (1H, s, NHCS) и 11,57 (1H, s, 

CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 14,39 (R-C(=O)OCH2CH3); 18,60 (CH3Nap); 

36,71 (CH2-Phe); 45,41 (CHNap); 55,68 (OCH3Nap); 58,94 (CH-Phe); 61,59 (R-C(=O)OCH2CH3); 

106,27-157,78 (ароматични угљеници); 170,30 (R-C(=O)OCH2CH3); 176,50 (CONH) и 

180,77 (NHCS). m/z = 465,00 [M+H]+; 418,86; 390,73; 184,95; 178,93; 169,96 и 120,08. MS 

[M+Na]+ израчунато за C26H28N2O4S = 487,16620; одређено = 487,16578. 

 

Метилестар-Nα-(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)-1-

метилтриптофана (дериват 7) - Бледожути кристални прашак. Принос: 25%. 

Температура топљења: 88-90 °C. IR (ATR) νmax (cm−1): 1174,36; 1693,37; 1740,80; 

2932,10 и 3188,46. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,40 (3H, d, J = 7,2 Hz, CH3Nap); 

3,20 (2H, dd, J = 4,0 Hz, J = 12 Hz, CH2-Trp); 3,62 (3H, s, NCH3-Trp); 3,63 (3H, s, R-

C(=O)OCH3); 3,87 (3H, s, OCH3Nap); 4,10 (1H, q, J = 7,2 Hz, CHNap); 5,06 (1H, q, J = 5,6 Hz, 

CH-Trp); 6,67-7,81 (11H, m, ArH); 10,99 (1H, s, NHCS) и 11,59 (1H, s, CSNH). 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 18,54 (CH3Nap); 26,72 (CH2-Trp); 32,67 (NCH3-Trp); 45,30 

(CHNap); 52,76 (R-C(=O)OCH3); 55,68 (OCH3Nap); 58,90 (CH-Trp); 106,21-157,75 

(ароматични угљеници); 171,13 (R-C(=O)OCH3); 176,44 (CONH) и 180,61 (NHCS). m/z = 

504,3 [M+H]+; 470,36; 275,05; 216,07; 185,09; 174,11 и 144,14. MS [M+Na]+ израчунато 

за C28H29N3O4S = 526,17710; одређено = 526,17742. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-(фенилкарбамотиоил)пропанамид (дериват 8) - 

Бледожути кристални прашак. Принос: 28%. Температура топљења: 137-139 °C. IR 

(ATR) νmax (cm-1): 1149,16; 1688,36; 3031,36 и 3169,36. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 

ppm 1,50 (3H, d, J=6,8, CH3Nap); 3,86 (3H, s, OCH3Nap); 4,22 (1H, q, J=6,8, CHNap); 7,15-7,84 

(11H, m, ArH); 11,67 (1H, s, NHCS) и 12,43 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-

d6) δ ppm 18,52 (CH3Nap); 45,45 (CHNap); 55,65 (OCH3Nap); 106,20-157,76 (ароматични 

угљеници); 176,65 (CONH) и 179,46 (NHCS). m/z = 364,8 [M+H]+; 364,06; 229,90; 184,84; 

169,83; 154,05 и 152,88. MS [M+Na]+ израчунато за C21H20N2O2S = 387,11377; одређено 

= 387,11342. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-(p-толуилкарбамотиоил)пропанамид (дериват 9) - 

Бледожути кристални прашак. Принос: 26%. Температура топљења: 123-124 °C. IR 

(ATR) νmax (cm-1): 1154,72; 1682,19; 3023,16 и 3176,53. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 

ppm 1,50 (3H, d, J=7,2, CH3Nap); 2,29 (3H, s, CH3); 3,87 (3H, s, OCH3Nap); 4,22 (1H, q, J=6,8, 

CHNap); 7,16-7,85 (10H, m, ArH); 11,64 (1H, s, NHCS) и 12,37 (1H, s, CSNH). 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 17,45 (CH3Nap); 19,96 (CH3); 44,29 (CHNap); 54,59 (OCH3Nap); 

105,14-156,69 (ароматични угљеници); 175,56 (CONH) и 178,27 (NHCS). m/z = 379,1 
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[M+H]+; 230,07; 185,06; 169,95; 167,10; 149,98 и 108,19. MS [M+Na]+ израчунато за 

C22H22N2O2S = 401,12942; одређено = 401,12959. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-(o-толуилкарбамотиоил)пропанамид (дериват 10) - 

Жути кристални прашак. Принос: 42%. Температура топљења: 110-110,5 °C. IR (ATR) 

νmax (cm-1): 1157,26; 1686,27; 3025,90 и 3177,30. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm 

1,50 (3H, d, J=6,8, CH3Nap); 2,17 (3H, s, CH3); 3,86 (3H, s, OCH3Nap); 4,22 (1H, q, J=6,8, 

CHNap); 7,15-7,84 (10H, m, ArH); 11,68 (1H, s, NHCS) и 12,08 (1H, s, CSNH). 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 18,02 (CH3Nap); 18,61 (CH3); 45,43 (CHNap); 55,66 (OCH3Nap); 

106,22-157,77 (ароматични угљеници); 176,58 (CONH) и 180,30 (NHCS). m/z = 379,2 

[M+H]+; 230,13; 185,12; 170,08; 167,09; 153,11 и 150,08. MS [M+Na]+ израчунато за 

C22H22N2O2S = 401,12942; одређено = 401,12956. 

 

(S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)-N-((2-метоксифенил)карбамотиоил)пропанамид 

(дериват 11) - Бледожути кристални прашак. Принос: 38%. Температура топљења: 

159-160 °C. IR (ATR) νmax (cm-1): 1156,80; 1684,26; 2976,29 и 3208,73. 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,50 (3H, d, J=6,8, CH3Nap); 3,84 (3H, s, OCH3); 3,86 (3H, s, 

OCH3Nap); 4,22 (1H, q, J=6,8, CHNap); 6,94-8,49 (10H, m, ArH); 11,63 (1H, s, NHCS) и 12,71 

(1H, s, CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 18,44 (CH3Nap); 45,37 (CHNap); 55,65 

(OCH3Nap); 56,47 (OCH3); 106,18-157,75 (ароматични угљеници); 176,47 (CONH) и 178,24 

(NHCS). m/z = 395,3 [M+H]+; 230,18; 185,19; 183,18; 170,20; 153,22 и 124,24. MS [M+Na]+ 

израчунато за C22H22N2O3S = 417,12433; одређено = 417,12460. 

 

(S)-N-((2-флуорофенил)карбамотиоил)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропанамид 

(дериват 12) - Бели кристални прашак. Принос: 33%. Температура топљења: 

146-147 °C. IR (ATR) νmax (cm-1): 1144,87; 1685,51; 2937,68 и 3183,02. 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 1,52 (3H, d, J=6,8, CH3Nap); 3,87 (3H, s, OCH3Nap); 4,23 (1H, q, 

J=7,2, CHNap), 7,16-8,00 (10H, m, ArH); 11,85 (1H, s, NHCS) и 12,34 (1H, s, CSNH). 13C 

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 17,45 (CH3Nap); 44,37 (CHNap); 54,60 (OCH3Nap); 

105,15-156,72 (ароматични угљеници); 175,66 (CONH) и 179,43 (NHCS). m/z = 383,1 

[M+H]+; 230,14; 185,10; 171,07; 169,13; 153,11 и 152,06. MS [M+Na]+ израчунато за 

C21H19FN2O2S = 405,10435; одређено = 405,10465. 

 

Метилестар(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)фенилаланина 

(дериват 13) - Бели кристални прашак. Принос: 30%. Температура топљења: 58-60 °C. 

IR (ATR) νmax (cm-1): 1173,47; 1693,18; 1742,27; 2933,81 и 3183,77. 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ ppm 1,43 (3H, d, J=6,8, CH3Nap); 3,15 (2H, dd, J=5,6, J=10, CH2-Phe); 3,64 (3H, 

s, R-C(=O)OCH3); 3,86 (3H, s, OCH3Nap); 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) и 11,59 (1H, s, CSNH). 13C NMR (100 

MHz, DMSO-d6) δ ppm 18,61 (CH3Nap); 36,63 (CH2-Phe); 45,39 (CHNap); 52,73 (R-

C(=O)OCH3); 55,66 (OCH3Nap); 58,95 (CH-Phe); 106,21-157,75 (ароматични угљеници); 

170,79 (R-C(=O)OCH2CH3); 176,50 (CONH) и 180,82 (NHCS). m/z = 451,1 [M+H]+; 419,11; 

391,28; 185,06; 180,16; 169,90 и 153,19. MS [M+Na]+ израчунато за C25H26N2O4S = 

473,15055; одређено = 473,15096. 

 

Метилестар(((S)-2-(6-метоксинафтален-2-ил)пропаноил)карбамотиоил)триптофана 

(дериват 14) - Бели кристални прашак. Принос: 32%. Температура топљења: 91-93 °C. 

IR (ATR) νmax (cm-1): 1154,16; 1683,78; 1740,19; 3017,40 и 3190,00. 1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ ppm 1,41 (3H, d, J=6,8, CH3Nap); 3,16 (2H, dd, J=4,0, J=12, CH2-Trp); 3,63 (3H, 

s, R-C(=O)OCH3); 3,88 (3H, s, OCH3Nap); 4,12 (1H, q, J=6,8, CHNap); 5,10 (1H, q, J=6, CH-



67 

 

Trp); 6,69-7,82 (11H, m, ArH); 10,94 (1H, s, NHCS); 11,00 (1H, s, NH-Trp) и 11,58 (1H, s, 

CSNH). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm 17,54 (CH3Nap); 25,91 (CH2-Trp); 44,28 

(CHNap); 51,64 (R-C(=O)OCH3); 54,61 (OCH3Nap); 57,82 (CH-Trp); 105,14-156,68 

(ароматични угљеници); 170,12 (R-C(=O)OCH3); 175,33 (CONH) и 179,65 (NHCS). m/z = 

490,2 [M+H]+; 329,12; 261,06; 202,09; 185,10; 170,09 и 160,11. MS [M+Na]+ израчунато 

за C27H27N3O4S = 512,16145; одређено = 512,16195. 

 

4.2. Испитивање липофилности новосинтетисаних тиоуреидних 

деривата напроксена 
 

4.2.1. In silico предвиђање липофилности 
 

 Вредности партиционог коефицијента (logP) израчунате применом 

Molinspiration, SwissADME, MarvinSketch и ChemDes софтвера приказане су у Табели 5. 

 

Табела 5. Вредности партиционог коефицијента (logP) новосинтетисаних тиоуреидних 

деривата напроксена 

 

Софтвер Molinspiration SwissADME MarvinSketch ChemDes 

Једињење MilogP ilogP xlogP3 wlogP mlogP 
SILICOS-

IT 

Consensus 

logP 
logP 

logP по 

Kripen-у 

1 4,65 3,05 5,51 4,83 3,33 5,31 4,41 5,13 4,60 

2 4,54 3,11 5,38 4,28 2,61 4,95 4,07 4,74 4,47 

3 4,92 3,79 5,75 4,67 2,82 5,36 4,48 5,08 4,86 

4 4,52 3,46 5,22 4,28 2,61 4,95 4,11 4,74 4,47 

5 4,39 2,95 5,09 4,48 2,48 5,36 4,07 4,3 4,67 

6 5,46 4,18 5,97 4,12 2,84 5,83 4,59 4,97 4,12 

7 5,30 4,21 5,68 4,22 2,17 5,48 4,35 4,98 4,22 

8 4,49 2,80 5,41 4,27 2,95 4,88 4,06 4,99 4,47 

9 4,94 3,19 5,77 4,58 3,17 5,41 4,42 5,46 4,77 

10 4,89 3,10 5,61 4,58 3,17 5,41 4,37 5,46 4,77 

11 4,50 3,15 5,22 4,28 2,61 4,95 4,04 4,74 4,47 

12 4,60 2,90 5,35 4,83 3,33 5,31 4,34 5,13 4,60 

13 5,08 3,90 5,60 3,73 2,63 5,42 4,26 4,63 3,73 

14 5,23 3,72 5,73 4,21 1,97 5,99 4,32 4,73 3,73 

 

4.2.2. Одређивање партиционог коефицијента у систему n-октанол/вода 

применом shake-flask методе 
 

 За валидацију методе одређивања партиционог коефицијента новосинтетисаних 

тиоуреидних деривата напроксена коришћен је напроксен као контрола. Партициони 

коефицијент напроксена иницијално је испитан у систему n-октанол/вода. Приликом 

процеса мућкања две фазе дошло је до формирања суспензије напроксена у међуфази 

што је онемогућило мерење апсорбанције у октанолном раствору. С обзиром на то да је 

рКа вредност напроксена 4,2 (233), било је неопходно подесити рН вредност воде на 

вредност при којој ће бити значајно сузбијена јонизација молекулског напроксена. Из 

наведеног разлога рН вредност водене фазе је подешена на 3, након чега је процес 
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поновљен применом система n-октанол/вода рН = 3 у запреминском односу 1:300 v/v. На 

Слици 23. приказани су спектри напроксена добијени анализом раствора n-октанола 

након раздвајања фаза (n-октанол/вода рН = 3), као и калибрациони дијаграм серијe 

раствора познате концентрације напроксена у n-октанолу. 

 

 

Слика 23. Резултати UV/VIS спектрофотометријског одређивања напроксена 

 

 Са калибрационе криве, а на основу измерених вредности апсорбанције 

напроксена у n-октанолу након раздвајања фаза, одређена је концентрација заосталог 

напроксена у n-октанолу (Слика 23.). Количина напроксена која је прешла у водену фазу 

(рН = 3) израчуната је из једначине (3). 

 Из добијених експерименталних резултата применом једначина (1) и (3) 

израчуната је липофилност (хидрофобност), односно, logP вредности напроксена које 

износе 2,69 (за 0,15 mg/ml), 2,42 (за 0,2 mg/ml) и 2,34 (за 0,3 mg/ml), а средња вредност 

је logP = 2,48  0.18. 

 За процену применљивости наведене методе за одређивање logP вредности 

новосинтетисаних једињења одабран је дериват 5, као репрезентативни представник 

испитиваног сета. Партициони коефицијент испитиваног једињења је одређен у систему 

n-октанол/вода у запреминском односу 1:500 v/v. Међутим, приликом мерења 

апсорбанције деривата 5 у n-октанолу након процеса мућкања закључено је да скоро 

целокупна количина једињења остаје растворена у n-октанолу, односно, да се 

испитивано једињење готово не раствара у води. Наиме, није било могуће одредити 

разлику између апсорбанције испитиваног једињења у n-октанолу пре и након мућкања 

са прихватљивим степеном прецизности. На основу добијених резултата за дериват 5 

можемо претпоставити да синтетисана једињења имају знатно већу липофилност од 

напроксена, па није било могуће одредити logP вредности синтетисаних једињења 

применом спектрофотометријске методе. Према томе описана метода није била погодна 

за испитивање липофилности синтетисаних једињења (198,199). 
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4.2.3. Испитивање липофилности применом RP-TLC методе 
 

 Ретенциона понашања новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 

испитивана су у пет различитих хроматографских система које су чинили вода и 

органски растварач (ацетонитрил, ацетон, тетрахидрофуран, апсолутни етанол и 

пропанол) у четири различита запреминска односа (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v). 

Вредности параметара липофилности добијених применом RP-TLC методе наведени су 

у Табели 6. 
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Табела 6. Вредности хроматографских параметара (𝑅𝑀
0 , S и С0) новосинтетисаних једињења добијени RP-TLC методом 

 

TLC систем* Параметар 
Једињење 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

I 

𝑅𝑀
0  2,98 3,11 3,23 2,92 3,08 2,90 3,56 2,88 3,42 3,06 2,96 3,20 3,13 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 

С0 80,35 78,03 80,92 80,98 77,72 84,34 77,28 80,64 81,24 79,38 80,68 79,50 78,67 75,23 

II 

𝑅𝑀
0  3,96 3,99 4,22 3,83 3,42 3,90 4,23 3,85 4,10 3,90 3,77 3,79 4,23 3,98 

S -0,052 -0,053 -0,056 -0,050 -0,045 -0,051 -0,056 -0,051 -0,054 -0,051 -0,050 -0,049 -0,056 -0,054 

С0 75,86 74,80 75,94 76,67 75,60 76,75 75,50 75,97 76,73 75,85 75,92 76,75 75,45 74,28 

III 

𝑅𝑀
0  2,85 2,93 3,23 2,89 2,81 3,06 3,37 2,82 3,33 3,30 3,08 3,07 3,12 2,93 

S -0,037 -0,038 -0,043 -0,038 -0,038 -0,040 -0,046 -0,037 -0,044 -0,044 -0,042 -0,041 -0,041 -0,040 

С0 77,15 76,17 75,91 76,41 74,87 76,60 73,12 76,36 75,22 75,30 73,22 75,71 76,03 74,28 

IV 

𝑅𝑀
0  3,32 3,33 3,50 3,28 3,36 3,70 3,42 3,38 3,64 3,70 3,46 3,32 3,57 3,40 

S -0,042 -0,043 -0,044 -0,043 -0,044 -0,048 -0,045 -0,044 -0,046 -0,047 -0,046 -0,042 -0,045 -0,047 

С0 78,35 76,97 79,65 77,01 75,84 76,70 75,65 77,22 80,05 78,81 75,82 78,51 78,70 72,58 

V 

𝑅𝑀
0  1,74 1,46 1,63 1,58 1,86 1,56 1,58 1,63 1,61 1,56 1,57 1,50 1,37 1,21 

S -0,028 -0,025 -0,027 -0,025 -0,031 -0,026 -0,026 -0,027 -0,026 -0,026 -0,026 -0,025 -0,025 -0,024 

С0 62,08 58,00 60,45 62,24 59,46 59,90 59,94 61,42 62,19 59,45 60,21 59,81 55,28 51,10 

* I - ацетонитрил/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v), II - ацетон/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v), III - тетрахидрофуран/вода (50:50, 

60:40, 70:30, 80:20 v/v), IV - апсолутни етанол/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v), V - пропанол/вода (50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v)
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 Додатно је спроведена и линеарна корелациона анализа резултата RP-TLC 

испитивања липофилности. Вредности добијене овом методом (𝑅𝑀
0 , S и С0) корелисане 

су са in silico одређеним вредностима партиционог коефицијента. Израчунати су 

одговарајући коефицијенти корелације (r) и закључено је да RP-TLC није погодна 

метода за испитивање липофилности новосинтетисаних једињења. Међу примењеним 

хроматографским системима најбољу корелацију са in silico израчунатим вредностима 

logP показао је систем апсолутни етанол/вода. Коефицијенти корелације (r) за наведени 

хроматографски систем приказани су у Табели 7. 

 

Табела 7. Вредности коефицијента корелације (r) између хроматографских параметара 

за RP-TLC систем апсолутни етанол/вода и партиционог коефицијента 

 

Партициони коефицијент 
Хроматографски параметри 

𝑅𝑀
0  S С0 

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. Испитивање липофилности применом RP-HPLC методе 
 

 Са циљем одређивања утицаја рН вредности на параметре липофилности 

одређене RP-HPLC методом, одабран је иницијални сет од четири једињења (деривати 

2, 3, 8 и 14) који је испитан применом три различите мобилне фазе (ацетонитрил/пуфер 

рН = 5,5, ацетонитрил/пуфер рН = 7,4 и ацетонитрил/вода) у четири различита 

запреминска односа (50:50, 60:40, 70:30 и 80:20 v/v.). Наведени сет одабран је на тај 

начин да буде у хемијском смислу репрезентативан за цео скуп новосинтетисаних 

једињења. Параметри липофилности за одабрану групу једињења наведени су у Табели 

8. 
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Табела 8. Вредности хроматографских параметара (logkw, S и φo) новосинтетисаних 

једињења 

 

Једињење Параметар 

Мобилна фаза 

ацетонитрил/пуфер 

рН = 5,5 

ацетонитрил/пуфер 

рН = 7,4 
ацетонитрил/вода 

2 

logkw 3,19 3,18 3,21 

S -0,042 -0,042 -0,042 

φo 76,06 75,80 76,16 

3 

logkw 3,48 3,49 3,50 

S -0,044 -0,044 -0,044 

φo 78,82 78,65 78,75 

8 

logkw 3,20 3,24 3,23 

S -0,041 -0,042 -0,042 

φo 77,65 77,52 77,74 

14 

logkw 3,30 3,30 3,29 

S -0,045 -0,045 -0,045 

φo 73,71 73,38 73,85 

 

 На основу наведених резултата може се закључити да су вредности 

хроматографских параметара за иницијални сет једињења врло сличне без обзира на 

примењену мобилну фазу, односно, да липофилност једињења није зависна од рН 

вредности средине. Из тог разлога одлучено је да се испитивање липофилности 

применом RP-HPLC методе за преосталих десет једињења спроведе уз употребу 

мобилне фазе ацетонитрил/вода. Вредности параметара липофилности 

новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена наведене су у Табели 9. 

 

Табела 9. Вредности хроматографских параметара (logkw, S и φo) новосинтетисаних 

једињења добијених применом хроматографског система ацетонитрил/вода 

 

Једињење 
Хроматографски параметар 

logkw S φo 

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 

 



73 

 

  Хроматографски параметри добијени RP-HPLC методом (logkw, S и φo) су 

корелисани са in silico одређеним вредностима партиционог коефицијента применом 

просте линеарне корелационе анализе. Добијени су одговарајући коефицијенти 

корелације (r) чије су вредности приказане у Табели 10. 

 

Табела 10. Вредности коефицијената корелације (r) између хроматографских 

параметара добијених RP-HPLC методом и партиционог коефицијента 

 

Партициони коефицијент 
Хроматографски параметар 

logkw S φo 

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 

 

 За парове хроматографских параметара и партиционих коефицијената који су 

показали највећи степен корелације (|r| > 0,7) извршена је проста линеарна регресиона 

анализа, при чему су формиране одговарајуће регресионе једначине и израчунати 

коефицијенти детерминације (R2). Резултати регресионе анализе приказани су у Табели 

11. 

 

Табела 11. Регресионе једначине и коефицијенти детерминације линеарних зависности 

између logP и RP-HPLC параметара. 

 

Регресиона једначина R2 

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 = -0,0042·S - 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. Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције 

новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 
 

4.3.1. Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције применом РАМРА 

теста 
 

 Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције седам одабраних 

новосинтетисаних тиоуреидних деривата напроксена (2-7 и 11) је најпре испитана 

применом оба РАМРА модела како би се утврдило да ли постоје разлике у добијеним 

резултатима. Резултати РАМРА теста за испитивани сет једињења наведени су у Табели 

12. 
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Табела 12. РАМРА параметри пермеабилности и ретенције тиоуреидних деривата напроксена (2-7, 11) и напроксена 

 

РАМРА модел Једињење CA(t)/CD(0) Ре (·10-6) logPe R %T Papp (·10-6) logPapp 

х
ек

са
д

ек
ан

/х
ек

са
н

 

(п
р
в
и

 Р
А

М
Р

А
 

м
о
д

ел
) 

2 0,11 ± 0,01 46,52 ± 6,92 -4,34 ± 0,07 0,13 ± 0,07 10,92 ± 0,66 / / 

3 0,11 ± 0,03 53,08 ± 3,65 -4,28 ± 0,03 0,24 ± 0,18 10,76 ± 2,55 / / 

4 0,15 ± 0,01 74,78 ± 6,54 -4,13 ± 0,04 0,19 ± 0,04 15,02 ± 1,07 / / 

5 0,12 ± 0,00 44,78 ± 2,27 -4,35 ± 0,02 0,02 ± 0,02 11,92 ± 0,35 / / 

6 0,11 ± 0,03 67,74 ± 17,24 -4,18 ± 0,11 0,34 ± 0,30 10,53 ± 2,92 / / 

7 0,13 ± 0,01 115,21 ± 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 / / 

л
ец

и
ти

н
 ј

ај
ет

а 
у
 

д
о
д

ек
ан

у
 

(д
р
у
ги

 Р
А

М
Р

А
 

м
о
д

ел
) 

2 0,22 ± 0,01 / -5,34 ± 0,02 / 21,85 ± 0,65 4,57 ± 0,18 5,34 ± 0,02 

3 0,18 ± 0,02 / -5,43 ± 0,06 / 17,92 ± 1,66 3,54 ± 0,41 5,43 ± 0,06 

4 0,14 ± 0,02 / -5,57 ± 0,06 / 14,43 ± 1,71 2,72 ± 0,39 5,57 ± 0,06 

5 0,15 ± 0,00 / -5,55 ± 0,01 / 14,82 ± 0,21 2,80 ± 0,05 5,55 ± 0,01 

6 0,22 ± 0,01 / -5,34 ± 0,02 / 21,67 ± 0,71 4,52 ± 0,20 5,35 ± 0,02 

7 0,16 ± 0,01 / -5,52 ± 0,04 / 15,87 ± 1,23 3,04 ± 0,29 5,52 ± 0,04 

11 0,23 ± 0,01 / -5,37 ± 0,03 / 22,49 ± 1,22 4,76 ± 0,35 5,32 ± 0,03 
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 С обзиром на то да су резултати добијени помоћу два наведена модела слични, да 

се првим РАМРА моделом могу израчунати ретенције испитиваних једињења и да је 

приликом његове примене време инкубације значајно краће, одлучено је да се 

испитивање преосталих једињења изврши употребом система хексадекан/хексан као 

вештачке РАМРА мембране. Резултати РАМРА теста за преосталих седам 

новосинтетисаних једињења наведени су у Табели 13. 

 

Табела 13. РАМРА параметри пермеабилности и ретенције тиоуреидних деривата 

напроксена (1, 8-10, 12-14) и напроксена добијени првим РАМРА моделом 

 

Једињење CA(t)/CD(0) Ре (·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 ± 7,37 -4,35 ± 0,07 0,16 ± 0,28 9,89 ± 3,75 

9 0,11 ± 0,00 39,38 ± 1,56 -4,41 ± 0,02 -0,06 ± 0,01 10,89 ± 0,38 

10 0,11 ± 0,00 38,93 ± 1,44 -4,41 ± 0,02 -0,03 ± 0,02 10,78 ± 0,35 

12 0,12 ± 0,01 43,72 ± 2,61 -4,36 ± 0,03 -0,01 ± 0,03 11,90 ± 0,65 

13 0,07 ± 0,02 29,62 ± 0,43 -4,53 ± 0,01 0,18 ± 0,19 6,92 ± 1,58 

14 0,10 ± 0,00 34,17 ± 0,48 -4,47 ± 0,01 -0,03 ± 0,02 9,60 ± 0,12 

Напроксен 0,18 ± 0,03 98,63 ± 15,70 -4,01 ± 0,07 0,21 ± 0,06 18,09 ± 3,44 

 

4.3.2. Статистичка анализа QSPR модела 
 

 Вредности статистичких параметара QSPR модела формираних у софтверима 

аlvaModel и STATISTICA наведени су у Табели 14. 
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Табела 14. Статистички параметри QSPR модела добијени у аlvaModel и STATISTICA 

софтверима 

 

Софтвер Модел Регресиона једначина RMSEE RMSEP Q2
test r r2 Q2

trening 

a
lv

a
M

o
d
el

 

OLS(logPe) 

logPe = 4,469 + 

0,063*F06[C-C] -

0,637*WHALES100_Rem 

0,080 0,166 -1,685 0,333 0,111 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, 

Chi1_AEA(bo), 

SM06_AEA(dm), 

Eig07_EA(ri), 

Eig10_AEA(ed), RDF040v, 

RDF155p, E3v, L2p, ISH, 

H7m, HATS2e, R1p+, SP19, 

SsF, NssO, gmin, F05[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 

S
T

A
T

IS
T

IC
A

 

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, Mor14v, 

Mor13v, 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, 

HATS8i.) 

0,058 0,109 -0,166 0,467 0,218 / 

SVM(logPe) logPe = f(Mor25m, minssO) 0,125 0,140 -0,930 0,554 0,307 / 

 

 

 



78 

 

4.3.3. Ретенционо понашање испитиваних једињења у ВМС систему 
 

 ВМС испитивање спроведено је на сету од седам тиоуреидних деривата 

напроксена (2-7 и 11) и напроксену као референтном једињењу. Приликом одабира сета 

за испитивање бирана су једињења која припадају хемијски различитим дериватима како 

би се на основу њиховог понашања проценила могућност примене ВМС испитивања на 

преосталих седам новосинтетисаних деривата. Добијени резултати изражени су као 

ретенционо време (tR), ретенциони фактор (k) и његова логаритмована вредност (logk), а 

приказани су у Табели 15. 

 

Табела 15. Ретенциони фактори испитиваних једињења (2-7 и 11) у ВМС систему 

 

Једињење tR (s) k logk 

2 37,24 30,03333 1,477604 

3 35,54 28,61667 1,456619 

4 42,06 34,05 1,532117 

5 27,57 21,975 1,341929 

6 57,9 47,25 1,674402 

7 43,94 35,61667 1,551653 

11 37,9 30,58333 1,485485 

 

4.3.4. Статистичка анализа QSRR модела 
 

 Формирање MLR(k) модела извршено је применом MLR forward stepwise метода. 

FSVS поступком одабран је VE2sign_A дескриптор, међутим, њиме није могуће 

формирати валидан MLR(k) модел. Применом MLR forward stepwise методе изабрани 

дескриптор је Mor20u и њиме је добијен валидан модел. Овај модел карактеришу високе 

врености R и R2 које износе 0,977, односно 0,955. Изведена једначина MLR(k) модела 

гласи: 

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

 

4.4. In vivo испитивање акутне токсичности и антиинфламацијске 

активности на Wistar Albino пацовима 
 

4.4.1. Испитивање акутне оралне токсичности 
 

 Како би се окарактерисао безбедносни профил 14 новосинтетисаних једињења, 

испитан је њихов токсични потенцијал на виталне органе. Резултати уноса хране, воде и 

повећања телесне тежине, као важни параметри општег стања експерименталних 

животиња, приказани су на Слици 24. Спроведено истраживање је показало да нема 

статистички значајне разлике у релативној тежини виталних органа између пацова 

третиране и контролне групе (Табела 16). 
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А) 

 
Б) 

 
В) 

 

Слика 24. Унос хране (А), воде (Б) и телесна тежина (В) код експерименталних група 

и контролне групе пацова 
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Табела 16. Релативна тежина органа код експерименталних група и контролне групе 

пацова 

Орган 
Бубрег Срце Јетра Желудац 

Једињење 

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 

Контролна група 0,33 ± 0,01 0,31 ± 0,01 2,91 ± 0,10 0,53 ± 0,04 

 

4.4.2. In vivo испитивање антиинфламацијске активности 
 

 С обзиром на то да синтетисана једињења у највећој дози од 10 mg/kg нису 

показала токсичност, спроведено је in vivo испитивање антиинфламацијске активности 

употребом модела инфламације изазване карагенаном. Карагенаном индукована 

инфламација се манифестовала у виду отока шапе, а ефекат примењених супстанци је 

квантификован мерењем дебљине шапе калипером. Резултати антиинфламацијске 

активности приказани су у Табели 17 и на Слици 25. 
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Табела 17. Антиинфламацијска активност испитиваних једињења и напроксена. Резултати су изражени као средња вредност дебљине 

шапе ± стандардна девијација и као проценат инхибиције 

 

Експериментална група 
Дебљина шапе пацова (mm) (% инхибиције) 

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 

Једињење 1 2,5 mg/kg 4,57 ± 0,31 6,50 ± 0,40 (20,275%) 6,50 ± 0,40 (11,111%) 6,20 ± 0,30 (10,502%) 5,53 ± 0,29 (33,333%) 

Једињење 1 5,0 mg/kg 4,40 ± 0,36 7,00 ± 0,10 (-7,216%) 6,50 ± 0,17 (3,448%) 5,8 ± 0,20 (23,288%) 5,27 ± 0,29 (40,230%) 

Једињење 1 10,0 mg/kg 4,47 ± 0,51 7,03 ± 0,12 (-5,842%) 6,60 ± 0,10 (1,916%) 6,10 ± 0,17 (10,502%) 5,27 ± 0,50 (44,800%)* 

Једињење 2 2,5 mg/kg 4,37 ± 0,15 6,57 ± 1,16 (9,278%) 6,07 ± 0,72 (21,839%) 5,77 ± 0,42 (23,288%) 5,30 ± 0,26 (35,632%) 

Једињење 2 5,0 mg/kg 4,77 ± 0,21 7,03 ± 0,47 (6,529%) 6,40 ± 0,53 (24,904%) 5,70 ± 0,20 (48,858%)* 5,53 ± 0,29 (47,126%)* 

Једињење 2 10,0 mg/kg 4,63 ± 0,06 6,5 ± 0,40 (23,024%) 6,17 ± 0,67 (29,502%) 5,53 ± 0,15 (50,685%)* 5,33 ± 0,25 (51,724%)* 

Једињење 3 2,5 mg/kg 4,30 ± 0,28 6,25 ± 0,21 (19,588%) 6,0 ± 0,57 (21,839%) 5,50 ± 0,42 (34,247%) 5,10 ± 0,14 (44,737%) 

Једињење 3 5,0 mg/kg 4,13 ± 0,25 6,40 ± 0,79 (6,529%) 5,73 ± 0,38 (26,437%)* 5,44 ± 0,28 (28,584%) 4,97 ± 0,42 (42,529%)* 

Једињење 3 10,0 mg/kg 3,90 ± 0,20 6,23 ± 0,25 (3,780%) 5,80 ± 0,26 (12,644%) 5,27 ± 0,15 (25,114%) 4,67 ± 0,38 (47,217%)* 

Једињење 4 2,5 mg/kg 4,03 ± 0,06 5,93 ± 0,25 (21,649%) 5,40 ± 0,10 (37,165%)* 5,17 ± 0,15 (37,900%) 4,90 ± 0,10 (40,523%)* 

Једињење 4 5,0 mg/kg 4,40 ± 0,62 6,10 ± 0,44 (29,897%)* 5,97 ± 0,25 (27,969%) 5,70 ± 0,46 (28,767%) 5,22 ± 0,50 (43,218%)* 

Једињење 4 10,0 mg/kg 4,23 ± 0,06 6,00 ± 0,10 (27,148%)* 5,70 ± 0,20 (32,567%)* 5,30 ± 0,17 (41,553%)* 4,90 ± 0,20 (54,013%)* 

Једињење 5 2,5 mg/kg 3,57 ± 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%) 

Једињење 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%) 

Једињење 5 10,0 mg/kg 4,00 ± 0,28 5,5 ± 0,71 (38,144%)* 5,35 ± 0,64 (37,931%)* 5,90 ± 0,71 (39,726%) 4,75 ± 0,49 (48,276%) 

Једињење 6 2,5 mg/kg 4,03 ± 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%) 

Једињење 6 5,0 mg/kg 4,47 ± 0,35 6,47 ± 0,57 (17,526%) 6,17 ± 0,06 (21,839%) 5,77 ± 0,06 (28,767%) 5,27 ± 0,21 (44,724%) 

Једињење 6 10,0 mg/kg 4,30 ± 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%)* 

Једињење 7 2,5 mg/kg 5,13 ± 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%)* 

Једињење 7 5,0 mg/kg 5,27 ± 0,40 7,10 ± 0,17 (24,399%) 6,80 ± 0,20 (29,502%)* 6,43 ± 0,32 (36,073%) 6,03 ± 0,61 (47,126%) 

Једињење 7 10,0 mg/kg 4,80 ± 0,53 6,87 ± 0,25 (14,777%) 6,50 ± 0,36 (21,839%) 6,03 ± 0,21 (32,420%) 5,47 ± 0,38 (54,123%)* 

Једињење 8 2,5 mg/kg 3,70 ± 0,44 5,67 ± 0,15 (18,900%) 5,43 ± 0,15 (20,307%) 5,07 ± 0,21 (25,114%) 4,53 ± 0,50 (42,529%)* 

Једињење 8 5,0 mg/kg 4,13 ± 0,31 6,0 ± 0,36 (23,024%)* 5,8 ± 0,44 (23,372%) 5,40 ± 0,44 (30,594%) 4,96 ± 0,35 (42,989%)* 

Једињење 8 10,0 mg/kg 4,27 ± 0,15 6,0 ± 0,40 (28,522%)* 5,60 ± 0,44 (38,697%)* 5,27 ± 0,38 (45,205%)* 5,07 ± 0,21 (44,828%)* 

Једињење 9 2,5 mg/kg 4,77 ± 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%) 

Једињење 9 5,0 mg/kg 4,63 ± 0,29 6,53 ± 0,32 (21,649%) 6,23 ± 0,23 (26,437%) 5,90 ± 0,17 (30,594%) 5,50 ± 0,36 (40,230%)* 

Једињење 9 10,0 mg/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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Једињење 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%) 

Једињење 10 5,0 mg/kg 4,73 ± 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%) 

Једињење 10 10,0 mg/kg 4,23 ± 0,38 6,20 ± 0,36 (18,900%) 5,93 ± 0,31 (21,839%) 5,70 ± 0,44 (19,635%) 5,20 ± 0,44 (33,333%) 

Једињење 11 2,5 mg/kg 5,40 ± 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%) 

Једињење 11 5,0 mg/kg 5,07 ± 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%) 

Једињење 11 10,0 mg/kg 5,13 ± 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%) 

Једињење 12 2,5 mg/kg 4,60 ± 0,36 6,83 ± 0,38 (7,904%) 6,43 ± 0,40 (15,709%) 6,00 ± 0,30 (23,288%) 5,53 ± 0,06 (35,632%) 

Једињење 12 5,0 mg/kg 4,07 ± 0,06 6,07 ± 0,64 (17,526%) 5,83 ± 0,49 (18,774%) 5,57 ± 0,38 (17,808%) 5,03 ± 0,12 (33,333%) 

Једињење 12 10,0 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%)* 

Једињење 13 2,5 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%) 

Једињење 13 5,0 mg/kg 4,43 ± 0,31 6,90 ± 0,10 (-1,718%) 6,43 ± 0,32 (8,046%) 5,90 ± 0,36 (19,635%) 5,47 ± 0,23 (28,736%) 

Једињење 13 10,0 mg/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%) 

Једињење 14 2,5 mg/kg 4,40 ± 0,53 6,53 ± 0,42 (12,027%) 6,23 ± 0,25 (15,709%) 5,90 ± 0,26 (17,808%) 5,33 ± 0,49 (35,632%) 

Једињење 14 5,0 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%)* 

Једињење 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%)* 

Напроксен 2,5 mg/kg 4,23 ± 0,40 6,20 ± 0,10 (18,900%) 5,87 ± 0,12 (24,904%) 5,60 ± 0,17 (25,114%) 5,03 ± 0,25 (44,828%)* 

Напроксен 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%)* 

Напроксен 10,0 mg/kg 4,17 ± 0,30 5,73 ± 0,20 (35,395%)* 5,40 ± 0,40 (43,295%)* 5,20 ± 0,30 (45,205%)* 4,80 ± 0,40 (56,322%)* 

1% DMSO 4,40 ± 0,08 6,83 ± 0,30 6,58 ± 0,30 6,23 ± 0,46 5,85 ± 0,31 

* Статистички значајна разлика са нивоом значајности р < 0,05 у односу на контролну групу 
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З) И) 

  
Ј) К) 

  
Л) Љ) 

 
 

 

Слика 25. Проценат инхибиције едема шапе пацова третираних једињењем 1 (А), 

једињењем 2 (Б), једињењем 3 (В), једињењем 4 (Г), једињењем 5 (Д), једињењем 6 (Ђ), 

једињењем 7 (Е), једињењем 8 (Ж), једињењем 9 (З), једињењем 10 (И), једињењем 11 

(Ј), једињењем 12 (К), једињењем 13 (Л) и једињењем 14 (Љ) у дози од 2,5 mg/kg, 

5 mg/kg и 10 mg/kg 

 

  



85 

 

4.5. Испитивање COX-2 и 5-LOX инхибиторне активности 
 

 Са циљем да се процени потенцијални механизам антиинфламацијског дејства, 

испитан је инхибиторни потенцијал синтетисаних тиоуреидних деривата напроксена 

према СОХ-2 и 5-LOX ензимима. Резултати СОХ-2 и 5-LOX инхибиторне активности, 

изражени као проценат инхибиције на 10 μmol/l и IC50 вредности, приказани су у Табели 

18. Испитана је и инхибиторна активност селективног СОХ-2 (целекоксиб) и 5-LOX 

(зилеутон) инхибитора, као и полазног лека напроксена. 

 

Табела 18. Резултати COX-2 и 5-LOX инхибиторне активности 

Једињење 
COX-2 проценат 

инхибиције 

COX-2 

(IC50 µM) 

5-LOX проценат 

инхибиције 

5-LOX 

(IC50 µM) 

1 24,73 ± 1,11 НО 34,25 ± 1,04 19,16 ± 0,96 

2 18,77 ± 4,37 НО 25,12 ± 1,83 39,77 ± 1,98 

3 23,39 ± 0,57 НО 47,02 ± 4,32 9,52 ± 1,51 

4 37,71 ± 0,28 НО 77,20 ± 0,26 0,30 ± 0,12 

5 19,58 ± 4,55 НО 46,19 ± 4,87 16,74 ± 1,79 

6 23,99 ± 5,36 НО 23,63 ± 2,14 НО 

7 24,23 ± 5,77 НО 20,72 ± 4,19 НО 

8 36,23 ± 16,45 НО 34,63 ± 5,84 НО 

9 26,84 ± 6,07 НО 12,94 ± 5,47 НО 

10 12,64 ± 4,99 НО 27,92 ± 0,57 НО 

11 16,18 ± 13,72 НО 31,24 ± 5,45 НО 

12 13,82 ± 6,41 НО 29,72 ± 8,56 НО 

13 23,12 ± 9,83 НО 19,84 ± 13,22 НО 

14 29,80 ± 12,12 НО 46,24 ± 0,40 НО 

Напроксен 72,15 ± 1,40 0.20 ± 0.02 НИ НИ 

Целекоксиб 85,02 ± 0,31 0.07 ± 0.01 НИ НИ 

Зилеутон НИ НИ 64,85 ± 0,39 0,36 ± 0,10 

*НО - Није могуће одредити 

**НИ - Није испитивано 

 

4.6. Студија молекулског докинга 
 

 In silico процена потенцијала испитиваних једињења да се вежу за активна места 

СОХ-2 и 5-LOX ензима спроведена је применом студије молекулског докинга. 

Потенцијал везивања је испитан на основу вредности енергије везивања, броја и типа 

везујућих интеракција. Модел везивања напроксена за активно место СОХ-2 приказан је 

на Слици 26, док је начин уклапања NDGA и зилеутона у каталитичком месту 5-LOX 

приказан на Слици 27. Свих 14 новосинтетисаних једињења је уклапано у оба циљна 

ензима. Енергетски најповољније конформације за везивање су приказане на Сликама 28 

и 29, док су вредности њихове енергије везивања приказане у Табели 19. 
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Слика 26. Молекулско уклапање напроксена у активно место СОХ-2 

 

А) Б) 

  

Слика 27. Молекулско уклапање NDGA (А) и зилеутона (Б) у активно место 5-LOX 

 

Табела 19. Вредности енергије везивања (kcal/mol) испитиваних једињења 

Једињење 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 -7,77 

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 

Напроксен -13,13 НИ 

Зилеутон НИ -10,67 

NDGA НИ -8,77 

*НИ - Није испитивано 
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А) Б) 

  
В) Г) 

  

Д) Ђ) 

  

Е) Ж) 
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З) И) 

  

Ј) К) 

  
Л) Љ) 

  

Слика 28. Молекулско уклапање једињења 1 (А), једињења 2 (Б), једињења 3 (В), 

једињења 4 (Г), једињења 5 (Д), једињења 6 (Ђ), једињења 7 (Е), једињења 8 (Ж), 

једињења 9 (З), једињења 10 (И), једињења 11 (Ј), једињења 12 (К), једињења 13 (Л) и 

једињења 14 (Љ) у активно место СОХ-2 
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А) Б) 

  
В) Г) 

  
Д) Ђ) 

  
Е) Ж) 
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З) И) 

  
Ј) К) 

  
Л) Љ) 

  

Слика 29. Молекулско уклапање једињења 1 (А), једињења 2 (Б), једињења 3 (В), 

једињења 4 (Г), једињења 5 (Д), једињења 6 (Ђ), једињења 7 (Е), једињења 8 (Ж), 

једињења 9 (З), једињења 10 (И), једињења 11 (Ј), једињења 12 (К), једињења 13 (Л) и 

једињења 14 (Љ) у активно место 5-LOX 
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4.7. Испитивање цитотоксичне активности 
 

 Резултати истраживања су обухватили одређивање степена антипролиферативне 

активности тиоуреидних деривата напроксена на малигно измењеним ћелијама и на 

контролној популацији (фибробластима). Поред тога, испитиван је и 

антипролиферативни ефекат напроксена као контролног лека. Антитуморски ефекат 

претходно поменутих једињења је одређен МТТ тестом у три временска интервала, при 

чему су израчунате IC50 вредности за свако једињење појединачно (Табела 20). 

 

Табела 20. IC50 вредности једињења 1–14 и напроксена након 24, 48 и 72 сата према 

MRC5, MDA-MB-231, HCT 116 и HeLa ћелијским линијама. Резултати су приказани 

као средња вредност ± стандардна девијација 

IC50 (µM) MDA-MB-231 HeLa 

Једињење 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 >200 100,9 ± 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 >200 120,4 ± 8,7 

10 100,9 ± 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 >200 117,4 ± 15,3 >200 150,7 ± 14,2 110,1 ± 11,5 

Напроксен >200 >200 >200 >200 >200 >200 

IC50 (µM) MRC-5 HCT 116 

Једињење 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 >200 200 106,4 ± 12,9 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 >200 100,4 ± 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 >200 150,2 ± 7,6 107,5 ± 12,7 47,1 ± 5,4 

Напроксен >200 >200 >200 >200 >200 >200 
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4.7.1. Цитотоксични ефекат тиоуреидних деривата напроксена на ћелије 

карцинома дојке MDA-MB-231 
 

 Испитиван је антитуморски ефекат четрнаест синтетисаних тиоуреидних 

деривата напроксена на ћелије карцинома дојке  MDA-MB-231. Резултати су показали да 

свих четрнаест једињења (1-14) након 24 часа инкубације испољавају веома слаб 

цитотоксични ефекат, при чему су све IC50 вредности износиле преко 200 µM. Након 48 

часовног третмана, једињење 10 је показало умерен цитотоксични ефекат, а IC50 вредност 

је износила 70,5 µM. За разлику од претходно поменутог једињења, остали тиоуреидни 

деривати напроксена су испољили веома слаб антитуморски ефекат на MDA-MB-231 

ћелије, при чему су IC50 вредности износиле преко 200 µM.  Након 72 часа инкубације, 

једињења 10 и 13 су испољила умерен антитуморски ефекат на тестиране малигне ћелије, 

при чему су IC50 вредности износиле 42,2 µM и 99,5 µM. Преосталих дванаест 

синтетисаних тиоуреидних деривата напроксена је испољило веома слаб 

антипролиферативни ефекат. Напроксен је у сва три временска интервала показао веома 

слаб антитуморски ефекат на MDA-MB-231 ћелије при чему су IC50 вредности износиле 

преко 200 µM (у сва три временска интервала). Може се закључити да претходно 

поменута једињења (1-14) нису остварила снажан антитуморски ефекат на ћелије 

карцинома дојке  MDA-MB-231. 

 

4.7.2. Цитотоксични ефекат тиоуреидних деривата напроксена на ћелије 

карцинома грлића материце HeLa 
 

 Антипролиферативни ефекат тиоуреидних деривата напроксена је испитиван на 

ћелијама карцинома грлића материце HeLa (Табела 20). Након 24 часа инкубације, свих 

четрнаест испитиваних једињења (1-14) је показало веома слаб цитотоксични ефекат, 

односно IC50 вредности су износиле преко 100 µM и преко 200 µM. Након 48-часовног 

третмана, једињење 8 остварило је умерен цитотоксични ефекат на испитиване HeLa 

ћелије, при чему је израчуната IC50 вредност износила 97,6 µM. Остала тестирана 

једињења су показала веома слаб антитуморски ефекат након 48 часова инкубације. 

Након 72 часа инкубације, једињење 3 је показало снажан цитотоксични ефекат на 

малигне ћелије, при чему је IC50 вредност износила 11,7 µM (Слика 30). Једињење 4 је 

након 72 часа показало умерен антипролиферативни ефекат, при чему је IC50 вредност 

износила 90,8 µM. За разлику од претходно поменутог једињења, једињење 8 је 

остварило снажан антипролиферативни ефекат на канцерске ћелије, а израчуната IC50 

вредност је износила 9,81 µM (Слика 30). Једињења 10 и 12 су након 72 часа инкубације 

показала умерен цитотоксични ефекат на малигно измењене ћелије, а IC50 вредности су 

износиле 85,3 µM и 72,8 µM (Слика 30). Преостала једињења су показала веома слаб 

антипролиферативни ефекат на ћелије карцинома грлића материце након 72-часовне 

инкубације. Напроксен је у сва три временска интервала остварио веома слаб 

антипролиферативни ефекат на HeLa ћелије. Можемо закључити да су једињења 3 и 8 

испољила снажан антитуморски ефекат на HeLa ћелије, док су једињења 4, 10 и 11 

остварила умерен антипролиферативни ефекат. 
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Слика 30. Цитотоксични ефекат једињења 3, 8, 10 и 12 према HeLa ћелијској линији 

након 24, 48 и 72 сата. Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна 

девијација 

 

4.7.3. Цитотоксични ефекат тиоуреидних деривата напроксена на ћелије 

колоректалног карцинома HCT 116 
 

 У спроведеном истраживању тестиран је антитуморски ефекат тиоуреидних 

деривата напроксена на ћелије карцинома колона HCT 116 (Табела 20). Након 24 часа 

инкубације свих четрнаест синтетисаних једињења (1-14) је остварило веома слаб 

антитуморски ефекат, при чему су добијене IC50 вредности износиле преко 200 µM. 

Након 48-часовне инкубације једињење 10 је показало умерен антипролиферативни 

ефекат на ћелије колоректалног карцинома. Остала једињења су остварила веома слаб 

антитуморски ефекат на канцерске ћелије након 48 часа инкубације, при чему су 

добијене IC50 вредности износиле преко 100 µM и преко 200 µM. Након 72-часовне 

инкубације једињења 2 и 4 су показала умерен антипролиферативни ефекат на HCT 116 

ћелије, при чему су добијене IC50 вредности износиле 82,8 µM и 71,6 µM. Такође, 

једињења 9, 10, 12 и 14 су остварила умерену антитуморску активност након 72-часовне 

инкубације, док су добијене IC50 вредности износиле редом 52,9 µM, 33,3 µM, 68,8 µM и 

47,1 µM. Са друге стране, напроксен је показао веома слаб антитуморски ефекат на  HCT 

116 ћелије у сва три временска интервала уз добијене IC50 вредности од преко 200 µM. 

На основу свега наведеног можемо закључити да су једињења 2, 4, 9, 10, 12 и 14 

остварила умерен цитотоксични ефекат на канцерске ћелије, док су преостала једињења 

остварила веома слаб антирполиферативни ефекат на HCT 116 ћелије. 

 

4.7.4. Антипролиферативни ефекат тиоуреидних деривата напроксена на 

малигно неизмењене ћелије фибробласта MRC-5 
 

 Контролна ћелијска линија MRC-5 укључена у истраживање заправо показује 

колики је степен селективности тиоуреидних деривата напроксена, прецизиније, какав је 

антипролиферативни ефекат ових једињења према малигно неизмењеним ћелијама 

(Табела 20). Након 24 часа инкубације сва испитивана једињења су показала веома слаб 

антипролиферативни ефекат, при чему су израчунате IC50 вредности износиле преко 200 

µM. Такође, након 48 часа инкубације, једињења 1-14 су показала веома слаб 

антипролиферативни ефекат на MRC-5, при чему су добијене IC50 вредности износиле 

преко 200 µM. После 72-часовне инкубације, тиоуреидни деривати напроксена су 

показали веома слаб антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене ћелије. Такође,  
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контролни лек напроксен је у сва три временска интервала демонстрирао веома слаб 

антипролиферативни ефекат са добијеним IC50 вредностима од преко 200 µM. 

 На основу свих претходно наведених чињеница можемо закључити да 

синтетисана једињења не показују антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене 

ћелије фибробласта. 

 

4.7.5. Ефекат тиоуреидних деривата напроксена на процес апоптозе ћелија 

карцинома грлића материце HeLa 
 

 На основу претходно приказаних резултата закључено је да једињења 3 и 8 

показују снажан антитуморски ефекат на HeLa ћелије. Следећи корак у истраживању 

подразумева испитивање којим типом ћелијске смрти долази до пада вијабилности 

малигних ћелија. Из претходно наведених разлога коришћена је анексин V/7AAD метода 

за детекцију типа ћелијске смрти. Канцерске HeLa ћелије су третиране одговарајућим 

IC50 концентрацијама, а затим су након 24-часовне култивације бојене претходно 

поменутом методом. Тачан проценат апоптотских ћелија детектован је FACS aнализом. 

 У контролној групи нетретираних ћелија највећи проценат су чиниле вијабилне 

ћелије (90%). Пошто је у питању контрола, односно ћелије које нису третиране, очекиван 

је највећи проценат вијабилних ћелија (Слика 31). 

 Истраживање је показало да након третмана HeLa ћелија додавањем једињења 3 

долази до веома јаког антипролиферативног ефекта активацијом процеса апоптозе 

(Слика 31). Прецизније, око 40% ћелија од укупне популације је детектовано у раној 

апоптотичној фази, док је 3% ћелија детектовано у стадијуму касне апоптозе. Такође, 

регистровано је око 1% некротичних ћелија. Можемо закључити да је код око половине 

од укупне популације ћелија дошло до активирања ране апоптозе. 

 Након третмана HeLa ћелија додавањем једињења 8, највећи проценат канцерских 

ћелија детектован је у раној апоптози, око 48% (Слика 31). Веома мали проценат ћелија 

је уочен у касној апоптотичној као и у некротичној фази. На основу тога, можемо 

закључити да једињење 8 свој антипролиферативни ефекат остварује активацијом ране 

апоптозе малигних ћелија. 
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Слика 31. Проточна цитометријска анализа HeLa ћелија обојених анексином V/PI. У 

нетретираној (контролној) и 24-часовно третираној (IC50 једињења 3 и 8) групи HeLa 

ћелија, тачкасти графикони показују проценат ћелијске вијабилности (доњи леви 

квадрант), ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптозе (горњи десни квадрант) 

и некрозе ћелија (горњи леви квадрант). Резултати су приказани као дијаграми густине 

анексин V-FITC и PI бојења (A), као и у форми дводимензионалних стубичастих 

графикона (Б) са просечним вредностима вијабилности (плава), ране апоптозе (црвена), 

касне апоптозе (зелена) и некрозе ћелија (љубичаста) у три одвојена експеримента. 

*p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама (контролна група) 

 

4.7.6. Ефекат тиоуреидних деривата напроксена на ћелијски циклус HeLa 

ћелија 
 

 Антитуморски ефекат се може постићи на два начина: активацијом процеса 

програмиране ћелијске смрти или индукцијом застоја ћелијског циклуса. Због чињенице 
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да једињења 3 и 8 индукују активацију ране апоптозе, наредни корак у истраживању је 

обухватио испитивање утицаја ових једињења на ћелијски циклус канцерских ћелија. 

 Ћелијска линија HeLa је третирана добијеним IC50 вредностима, а затим је вршена 

детекција ћелија у G0/G1, S и G2/M фази ћелијског циклуса. Нетретиране ћелије су 

представљале контролну популацију и највећи проценат ћелија налазио се у G0/G1 и G2  

фази. Мањи проценат ћелија детектован је у S фази ћелијског циклуса (Слика 32). 

 Након третмана, односно додавања једињења 3, можемо видети да је у односу на 

контролну ћелијску популацију највећи скок процента ћелија детектован у G0/G1 фази 

ћелијског циклуса. Можемо рећи да се антитуморски ефекат једињења 3 заснива на 

активацији програмиране ћелијске смрти и индукцији застоја у G0/G1 фази ћелијског 

циклуса (Слика 32).  

 Применом једињења 8 можемо јасно видети да је највећи скок процента ћелија у 

односу на контролну ћелијску популацију детектован у G0/G1 фази ћелијског циклуса. 

Прецизније, свој антипролиферативни ефекат једињење 8 остварује активацијом 

програмиране ћелијске смрти и индукцијом застоја у G0/G1 фази ћелијског циклуса 

(Слика 32).  

 

Слика 32. Ефекти једињења 3 и 8 на ћелијски циклус HeLa ћелија. Резултати су 

приказани као дијаграми PI бојења (А) и дводимензионални стубичасти графикони (Б) 

који показују просечан број ћелија у три одвојена експеримента које су у G0/G1 (плава), 

S (наранџаста) и G2/M (сива) фази ћелијског циклуса нетретиране (контролна група) и 

24-часовно третиране (IC50 једињења 3 и 8) групе HeLa ћелија. 

*p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама (контролна група) 
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4.7.7. Механизам активације процеса програмиране ћелијске смрти 
 

 Два есенцијална сигнална пута у активацији процеса апоптозе су спољашњи и 

унутрашњи (митохондријални) пут. За активацију спољашњег апоптотског пута 

неопходно је везивање лиганда за рецептор смрти, при чему након серије каскадних 

реакција долази до активације егзекуторске каспазе-3. Са друге стране, за активацију 

унутрашњег митохондријалног пута од кључног је значаја промена односа 

проапоптотских и антиапоптотских протеина. Приликом активирања унутрашњег 

митохондријалног пута долази до пораста концентрације Bax протеина који одлази у 

спољашњу митохондријалну мембрану, формира поре и долази до отпуштања 

митохондријалног садржаја. Прецизније, након трансфера цитохрома-С у цитоплазму 

долази до активирања каспазе-3.  

 Након што је истраживање јасно показало да тиоуреидни деривати напроксена 

(једињења 3 и 8) активирају рану фазу апоптозе, следећи корак је обухватио испитивање 

кључних молекула који имају улогу у активацији унутрашњег митохондријалног пута. 

Тестиран је утицај ових једињења на концентрацију Bax, Bcl-2 и каспазе-3. Прецизније, 

самом детекцијом MFI (енгл. Mean Fluorescence Intensity) одређена је тачна 

концентрација претходно поменутих протеина. 

 Тестирана једињења (једињења 3 и 8) нису довела до статистички значајног 

повећања MFI за Bax протеин у поређењу са контролном ћелијском групом. Такође, није 

дошло до статистички значајног повећања MFI за Bcl-2 протеин у поређењу са 

нетретираном контролном ћелијском групом. Стога, јасно је да није дошло до 

статистички значајне промене односа Bax/Bcl-2 код третираних ћелија у односу на 

контролну популацију (Слика 33). Са друге стране, након третирања HeLa ћелија 

детектован је пораст концентрације егзекуторске каспазе-3 у поређењу са контролном 

популацијом ћелија (Слика 33). 
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Слика 33. Утицај једињења 3 и 8 на ћелијску концентрацију активног проапоптотичког 

протеина Bax, антиапоптотичког протеина Bcl-2 и проценат HeLa ћелија које 

експримирају активну каспазу-3 после 24-часовног третмана са IC50 вредностима 

одговарајућих једињења. (А) MFI вредности за активни проапоптотички протеин Bax 

HeLa ћелија након 24-часовног третмана са IC50 концентрацијама једињења 3 и 8. (Б) MFI 

вредности (средњи интензитет флуоресценције) за антиапоптотички протеин Bcl-2 HeLa 

ћелија третираних са IC50 концентрацијама једињења 3 и 8. (В) Bcl-2/Bax однос за HeLa 

ћелије. (Г) Проценти ћелија које показују флуоресценцију за активну каспазу-3. 

Резултати су представљени као средња вредност ± стандардна девијација за три одвојена 

експеримента (A, Б и Г) или као медијана (В). 

*р < 0,05 у поређењу са нетретираним ћелијама (контролна група).  
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5. ДИСКУСИЈА 
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 Спроведено истраживање је засновано на претпоставци да би функционализација 

карбоксилне групе напроксена у тиоуреидну групу применом стерно волуминозних и 

липофилних ароматичних амина и естара ароматичних аминокиселина довела до синтезе 

молекула који би имали бољу гастроинтестиналну подношљивост уз исту или 

потентнију антиинфламацијску активност у односу на напроксен, као и снажну 

антитуморску активност. За поступак синтезе је коришћена модификација претходно 

описане тростепене процедуре којом се напроксен најпре преводи у киселински хлорид, 

који у присуству калијум-тиоцијаната реагује са ароматичним аминима и естрима 

ароматичних аминокиселина формирајући жељени производ (64). Синтетисано је укупно 

14 нових тиоуреидних деривата напроксена од којих су 10 деривати ароматичних амина 

(једињења 1-5 и 8-12), а четири су деривати естара ароматичних аминокиселина 

(једињења 6, 7, 13 и 14). Приноси једињења синтетисаних применом наведене процедуре 

били су у опсегу од 25% до 43%, при чему је највећи принос остварен приликом синтезе 

деривата 4 (дериват анилина), док је са најмањим приносом синтетисано једињење 7 

(дериват метилестра триптофана). Као мобилне фазе за препаративну TLC приликом 

пречишћавања синтетисаних једињења коришћени су системи хлороформ/метанол у 

односу 99:1 v/v (за пречишћавање деривата естара ароматичних аминокиселина), 

дихлорметан/метанол у односу 99:1 v/v (једињење 11) и хлороформ (за пречишћавање 

осталих деривата ароматичних амина). Чистоћа добијених једињења проверавана је TLC 

методом. Структурна карактеризација извршена је одређивањем тачке топљења, 

применом NMR (1H и 13C), IR, масене спектроскопије, као и одређивањем тачних маса 

(234,235). 

 Биолошка активност неке супстанце зависи од њених структурних и физичко-

хемијских особина (197). Зато је потребно новосинтетисаним једињењима, након 

структурне карактеризације, испитати физичко-хемијске особине. Липофилност је једна 

од важних физичко-хемијских карактеристика лека која има значајан утицај на његову 

биолошку активност, ресорпцију, расподелу, везивање за рецептор, везивање за протеине 

плазме, пермеабилност кроз биолошке мембране као и на метаболизам и елиминацију. 

Бољу ресорпцију и расподелу као и већу способност продирања у ткива имају молекули 

(лекови) веће липофилности. Липофилност молекула (лека) значајно утиче и на његову 

елиминацију на тај начин што се слабо липофилни лекови добро елиминишу путем 

урина, док веома липофилни често имају и хепатични пут елиминације (236-240). 

Липофилност новосинтетисаних једињења је најпре испитана применом традиционалне 

shake-flask методе. Уочено је да због велике липофилности испитиваних једињења 

(logP > 4) готово целокупна количина супстанце прелази у органску фазу што 

онемогућава адекватно израчунавање коефицијента расподеле овом методом. Наиме, 

услед високе липофилности једињења, њихова концентрација у воденој фази је изузетно 

ниска, односно, разлика у концентрацији синтетисаног једињења у n-октанолу пре и 

после мућкања фаза је толико мала да је није било могуће одредити на основу разлике 

измерених апсорбанција са довољним степеном прецизности. За разлику од испитиваних 

једињења, мање липофилни контролни лек (напроксен) постиже знатно већу 

концентрацију у воденој фази, а разлика у концентрацији напроксена у n-октанолу пре и 

после мућкања фаза је таква да се мерењем апсорбанције може одредити концентрација 

напроксена после расподеле у n-октанолу. Спектрофотометријска метода се може 

применити за одређивање logP вредности за мање липофилна једињења. На основу свега 

изложеног може се закључити да shake-flask метода није била погодна за испитивање 

липофилности синтетисане групе једињења и да је потребно употребити неку другу 

поузданију методу као замену за ову традиционалну методу. Претходно публиковани 

радови су показали да је ова метода погодна за процену липофилности једињења са 

вредностима logP између -3 и 4, што указује на то да се липофилност новосинтетисаних 
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тиоуреидних деривата напроксена не може одредити на овај начин (241) и да је вредност 

logP ових једињења већа од 4. Из наведеног разлога се даље приступило испитивању 

липофилности применом алтернативних RP-TLC и RP-HPLC метода. 

 RP-TLC методом испитивано је ретенционо понашање применом 

хроматографских система сачињених од воде и органског растварача (ацетонитрил, 

ацетон, тетрахидрофуран, апсолутни етанол и пропанол) у четири различита односа 

(50:50, 60:40, 70:30, 80:20 v/v). Резултати су показали да постоји линеарна зависност 

између RM вредности и удела органског растварача у мобилној фази, а коју карактеришу 

високе вредности коефицијента детерминације (R2 = 0,95 - 0,99). Такав резултат указује 

да постоји могућност примене методе екстраполације како би се одредила вредност 

параметра 𝑅𝑀
0 . Вредности хроматографских параметара су дистрибуиране у релативно 

уском опсегу, па се може сматрати да постоји слична липофилност испитиваних 

једињења. Међутим, у већини случајева највећу вредност 𝑅𝑀
0  и С0 и највећу апсолутну 

вредност параметра S поседују једињења 6 и 7. То указује да је применом RP-TLC методе 

показана нешто већа липофилност два наведена деривата у односу на остала испитивана 

једињења. 

 Са циљем процене липофилности примењена је и RP-HPLC метода. Параметри 

који се употребљавају за процену липофилности овом методом су logk и logkw, као и 

дескриптори S и φ0. Ранија истраживања показала су да хроматографски добијени 

параметри липофилности имају добру корелацију са компјутерски израчунатим и 

експериментално одређеним вредностима партиционог коефицијента logP чиме је 

потврђена могућност примене RP-HPLC методе за процену липофилности биолошки 

активних једињења (242,243). RP-HPLC анализа показала је изузетно високе вредности 

коефицијента детерминације (R2) који је приликом одређивања хроматографских 

параметара за сва једињења износио преко 0,99 што указује на већу поузданост резултата 

у односу на RP-TLC методу. Резултати RP-HPLC методе довели су до сличних закључака 

као и RP-TLC метода. Наиме, највеће апсолутне вредности хроматографских параметара 

S, logkw и φ0 забележене су за једињења 6 (дериват етил естра фенилаланина) и 7 (дериват 

метил естра N-метил триптофана). Спроведена корелациона анализа показала је да 

RP-HPLC даје боље коефицијенте корелације хроматографских параметара са 

израчунатим logP вредностима у односу на RP-TLC параметре. Корелационом анализом 

уочено је да највећи степен корелације показује параметар S са вредностима ilogP 

(r = -0.92) и MilogP (r = -0.90), као и параметар logkw са предвиђеним вредностима MilogP 

(r = 0,82), ilogP (r = 0,80) и xlogP3 (r = 0,80). Дескриптивном статистичком анализом 

показано је да се наведена зависност може изразити регресионим једначинама 

ilogP = -0,0031·S + 0,033; MilogP = -0,0042·S - 0,0233; MilogP = 0,4147·logkw + 1,3729; 

ilogP = 0,2914·logkw + 2,3839 и xlogP3 = 0,5518·logkw + 0,3266. 

 Резултати испитивања липофилности показују да су RP-HPLC и RP-TLC методе 

погодније за процену липофилности синтетисаног сета једињења у односу на 

традиционалну shake-flask методу. Ово потврђује наводе Kempinskе и сарадника који су 

дошли до закључка да је RP-HPLC ефикасна метода за испитивање липофилности 

једињења чије се logP вредности крећу у интервалу од -3 до 8, док је RP-TLC метода 

погоднија код једињења са logP вредностима већим од 4. Са друге стране, shake-flask 

метода је намењена за испитивање липофилности једињења са logP вредностима између 

-3 и 4. Предност RP-HPLC и RP-TLC метода у односу на shake-flask огледа се и у томе 

што реверзно-фазне хроматографске методе захтевају примену релативно мале количине 

супстанце (до 1 mg), док је за shake-flask потребно од 10 до 50 mg испитиваног једињења 

(241). 

 За процену пасивне апсорпције из гастроинтестиналног тракта новосинтетисаних 

тиоуреидних деривата напроксена коришћен је РАМРА тест. Мембране примењене у 
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овом испитивању представљале су смеша хексадекан/хексан и раствор лецитина јајета у 

додекану. Иницијални сет од седам једињења коришћен је за испитивање евентуалних 

разлика и предности једног од наведених модела. Из разлога што су резултати добијени 

применом два наведена модела били слични, што модел са раствором хексадекан/хексан 

омогућава процену ретенције испитиваних једињења у вештачкој мембрани, као и то да 

је време инкубације знатно краће, одлучено је да се испитивање пасивне 

гастроинтестиналне апсорпције преосталих седам новосинтетисаних једињења и 

напроксена спроведе применом првог РАМРА модела. рН вредност раствора у 

донорском одељку износила је 5,5 чиме се симулирају услови у танком цреву, док је рН 

вредност раствора у акцепторском одељку подешена на 7,4 чиме се импровизују услови 

у системској циркулацији. С обзиром на то да испитивана једињења у својој структури 

немају јонизујуће центре, очекује се да ће при физиолошким условима бити у 

нејонизованом облику без обзира на рН вредност, што у значајној мери доприноси бољој 

апсорпцији ових молекула из гастроинтестиналног тракта. Концентрације испитиваних 

једињења у полазним растворима, донорским и акцепторским одељцима одређене су 

применом HPLC-DAD методе. Због тога што је приликом примене HPLC-MS/MS методе 

на иницијалном сету од четири тест једињења (деривати 2, 3, 4 и 6)  сигнал који потиче 

од испитиваних једињења био сувише слаб, а то је највероватније последица присуства 

DMSO и TWEEN80 који могу значајно смањити сигнал, одустало се од њене даље 

примене, па су сва преостала мерења спроведена HPLC-DAD методом. 

 Најниже вредности логаритмованог коефицијента пермеабилности (logPe) 

поседују дериват 13 (logPe = -4,53) и дериват 14 (logPe = -4,4). Највећу вредност овог 

параметра показује дериват 7 (logPe = -3,94). Једињења са највишим вредностима logPe 

(етил естар фенилаланина (дериват 6) и метил естар N-метил триптофана (дериват 7) 

спадају у групу најлипофилнијих једињења испитиваног сета. Са друге стране, деривати 

3 и 6 поседују највише вредности ретенције у вештачкој мембрани (24% и 34%), што је 

онемогућило да ова једињења остваре још више вредности logPe параметра од 

очекиваних на основу њихове липофилности. Важно је истаћи да анализирана једињења 

поседују значајно мањи потенцијал за пасивну гастроинтестиналну апсорпцију у односу 

на напроксен без обзира на извршену хемијску модификацију, при чему је само дериват 

7 показао већи степен пермеабилности у односу на напроксен. 

 На основу резултата спроведене QSPR анализе, може се закључити да је једини 

модел који је прошао валидационе тестове SVM(logPe) модел формиран у аlvaModel 

софтверу. Два дескриптора од којих је формиран наведени модел су SM07_EA(dm) и 

CATS3D_02_AL. 

 SM07_EA(dm) је дескриптор из групе Edge adjacency indices дескриптора. То су 

молекулски дескриптори који су израчунати из матрице суседности ивица молекула. 

Оваква матрица је изведена из молекулског графикона у коме су уклоњени водоникови 

атоми и кодира повезаност између ивица формираног графикона. То је симетрична 

матрица квадратног облика димензија ВхВ, где је В број веза између парова атома који  

нису водоници (244). Према дефиницији овај дескриптор представља спектрални 

моменат реда 7 суседности ивице математички израчунат диполним моментом (245). 

Спектрални моменат матрице суседности ивица израчунава се сабирањем дијагоналних 

елемената k-тог степена матрице суседности ивица. Спектрални моменат елемената k-тог 

реда може се изразити као линеарна комбинација различитих структурних фрагмената 

(подграфова) у једном графикону. На пример, спектрални моменат нултог реда одговара 

броју ивица у графикону (244). Вредности наведеног дескриптора за испитивана 

једињења крећу се у интервалу од 16,4408 до 17,3456. Једини молекули чија је вредност 

дескриптора била изнад 17 јесу дериват 7 (дериват метил естра N-метил триптофана) и 

дериват 14 (дериват метил естра триптофана). Дериват 7 у исто време поседује највеће 
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вредности logPe и дескриптора SM07_EA(dm), што указује на то да више вредности 

наведеног дескриптора могу имати позитиван утицај на пасивну гастроинтестиналну 

апсорпцију. Насупрот томе, најнижу вредност испитиваног дескриптора показао је 

напроксен (16,2353). На основу тога се може закључити да молекули који у својој 

структури поседују највећи број неводоникових атома имају највише вредности 

SM07_EA(dm) дескриптора, док напроксен као полазни молекул у синтези поседује 

најнижу вредност. 

 CATS3D_02_AL се убраја у групу CATS3D дескриптора (15). CATS дескриптори 

припадају класи тополошких дескриптора атомског пара. Ови дескриптори не 

карактеришу атоме према типу хемијског елемента. Уместо тога, атоми се додељују 

одређеним типовима потенцијалних фармакофорних тачака. CATS3D дескриптори 

описују дистрибуцију потенцијалних фармакофорних тачака у тродимензионалном 

простору. Растојања између свих парова фармакофорних тачака се израчунавају и 

фреквенције парова који припадају дефинисаним опсезима се изражавају у облику 

вектора корелације (246). CATS3D_02_AL дескриптор повезује информације о 

липофилности молекула и о броју акцептора водоничне везе (247). Вредности 

дескриптора CATS3D_02_AL изражене су у облику целих бројева који се за испитивана 

једињења крећу у интервалу од 3 до 7. Највећу вредност наведеног дескриптора поседују 

деривати 3 и 5, док је најмања вредност забележена за деривате 10 и 14.  Поређења ради, 

вредност овог дескриптора за напроксен износи 6. На основу наведеног се може 

закључити да су највише вредности CATS3D_02_AL уочене код деривата ароматичних 

амина који у пара положају бензеновог прстена поседују групе са два атома угљеника и 

једним атомом кисеоника (етокси група код деривата 3 и ацетил група код деривата 5). 

 Пасивна апсорпција синтетисаних тиоуреидних деривата напроксена из 

гастроинтестиналног тракта процењена је и помоћу биопартиционе мицеларне 

хроматографије. Иницијално испитивање је обухватило сет од седам новосинтетисаних 

једињења и напроксен уз примену ацетонитрила као органске компоненте мобилне фазе. 

Удео ацетонитрила износио је 30%, што представља максимални удео који се може 

применити, а да се очува постојаност формираних мицела. С обзиром на временску и 

економску нерационалност, јер су се ретенциона времена испитиваних једињења кретала 

и до 60 минута, одлучено је да се овом методом не испитује пасивна гастроинтестинална 

апсорпција преосталих седам једињења. 

 Добијени резултати су показали да се вредности ретенционог фактора (k) крећу у 

интервалу од 21,975 до 47,25. Највеће вредности ретенционог фактора (k) поседују 

дериват 6 (дериват етил естра фенилаланина) и дериват 7 (дериват метил естра N-метил 

триптофана). То показује да се од естара ароматичних аминокиселина очекује боља 

пасивна гастроинтестинална апсорпција у односу на деривате ароматичних амина. 

Најнижа вредност ретенционог фактора израчуната је за дериват 5 (дериват р-

аминоацетофенона) што указује на то да тиоуреидни деривати напроксена са 

ароматичним аминима који поседују карбонилну групу имају нижи потенцијал за 

гастроинтестиналну апсорпцију у односу на оне са етарском групом. 

 Статистичка анализа QSRR модела показала је да је Mor20u дескриптор који 

најбоље описује повезаност између структуре испитиваних једињења и њихове 

ретенционе способности у ВМС систему. Mor20u представља дескриптор који припада 

3D-MoRSE групи дескриптора (248). 3D-MoRSE дескриптори засновани су на 

наелектрисању атома, поларизабилности и van der Waals-овој запремини молекула. 

Тумачење ове врсте дескриптора је поприлично компликовано и понекад њихово 

значење није потпуно јасно (249,250,159). Студије су показале да присуство ароматичних 

система и незасићених веза, повећавају вредности ових дескриптора (251). 3D-MoRSE 

дескриптори узимају у обзир тродимензионални распоред атома у молекулу и не зависе 
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од величине молекула, па се могу применити на великом броју молекула (249). Вредност 

Mor20u дескриптора расте како се повећава поларизабилност молекула (252). Највише 

вредности наведеног дескриптора поседују једињења 6 (дериват етил естра 

фенилаланина) и 7 (дериват метил естра N-метил триптофана), што указује да су високе 

вредности карактеристика деривата естара ароматичних аминокиселина. Са друге 

стране, најнижа вредност дескриптора (2,7644) у испитиваном сету једињења забележена 

је за дериват 5 (дериват р-аминоацетофенона) који има и најмањи ретенциони фактор 

(21,975). 

 Збирно посматрани резултати процене пасивне гастроинтестиналне апсорпције 

применом РАМРА и ВМС методе указују на висок степен подударности два модела. Оба 

теста су показала да тиоуреидни деривати напроксена са естрима ароматичних 

аминокиселина (деривати 6 и 7) поседују највећу очекивану пасивну гастроинтестиналну 

апсорпцију, док дериват р-аминоацетофенона (дериват 5) има најмањи потенцијал за 

пасивну апсорпцију из гастроинтестиналног тракта. 

 Са циљем да се процени биолошки ефекат новосинтетисаних тиоуреидних 

деривата напроксена, спроведено је in vivo испитивање акутне токсичности и 

антиинфламацијске активности на Wistar Albino пацовима. Резултати су показали да 

нема клиничких знакова системске токсичности приликом примене свих 14 једињења 

током две недеље пажљивог праћења на дневном нивоу. Најбитније је истаћи да није 

било значајних промена у понашању и општем стању животиња као што су слабост, 

промене боје слузокоже, коже, промене крзна, конзистенција измета, боја урина, 

промене у локомоторним активностима, као и појава агресивности. Унос хране и воде и 

напредак у телесној тежини били су слични у експерименталној (третираној) и 

контролној (нетретираној) групи. Такође, није примећена статистички значајна разлика 

у релативној тежини органа између две наведене групе пацова. 

 Истраживање је показало да је ефекат на едем шапе пацова који су остварила 

испитивана једињења био дозно-зависан, тј. најјаче смањење дебљине шапе уочено је 

код животиња третираних највећом дозом тестираних једињења. Најинтензивнији пораст 

едема шапе примећен је током прва два сата након инјектовања карагенана када су 

једињења 4, 5 и 8 у највишој дози остварила најјачи инхибиторни ефекат у односу на 

контролну групу. Посебно се наведена разлика између нетретиране и групе пацова 

којима су апликоване испитиване супстанце истиче након трећег и четвртог сата од 

изазивања инфламације. Једињења 2, 4 и 7 показала су најснажнији потенцијал да 

редукују едем шапе пацова у највећој дози уз вредности процента инхибиције на крају 

експеримента од 51,724% (дериват 2), 54,013% (дериват 4) и 54,123% (дериват 7). 

Наведене вредности су знатно веће у односу на нетретирану групу пацова, а упоредиве 

са инхибицијом коју је остварио напроксен (56,322%).У претходно публикованим 

истраживањима уочено је да тиоуреидни деривати имају потентнији антиинфламацијски 

ефекат у односу на уреидне, амидне и хидразонске деривате напроксена (63). 

Тиоуреидни деривати напроксена са тирозинским (58,5%) и хидразин-тирозинским 

(59,7%) остатком у бочном низу остварили су инхибицију едема шапе упоредиву са 

једињењима приказаним у овој дисертацији и напроксеном (64). Разумевање механизма 

развоја акутног инфламацијског одговора представља најважнију компоненту у развоју 

нових потенцијално ефикасних антиинфламацијских једињења (253). Модел едема шапе 

пацова, као релевантан и један од најчешће коришћених модела акутне инфламације 

карактеришу две фазе у развоју едема. У првих сат времена долази до ослобађања 

хистамина, серотонина, брадикинина и других проинфламацијских медијатора који су 

одговорни за појаву клиничких манифестација инфламације попут едема, хиперплазије 

и еритема (253,254). Наведена тврдња је у складу са добијеним резултатима 

истраживања, с обзиром на то да је највећи едем забележен у прва два сата у свим 
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испитиваним групама због венске опструкције и повећане пермеабилности крвних 

судова (255). Међутим, код пацова који су примили једињења 2, 4 и 7, едем шапе је 

изразито ублажен. Насупрот наведеном, продукција простагландина се јавља касније 

током инфламацијског одговора. Претпоставља се да је примена карагенана одговорна 

за продукцију TNF-α и IL-1β који индукују синтезу простагландина (254). Максимум 

антиинфламацијског ефекта најефикаснијих деривата приказаних у овој дисертацији 

(деривати 2, 4 и 7) уочен је у периоду најизраженијег едема током трећег и четвртог сата 

након апликације карагенана. На основу тога би се могло претпоставити да је 

најинтензивнија инхибиција едема шапе током одложене фазе инфламације последица 

утицаја синтетисаних једињења на биосинтезу простагландина. Зато је било значајно 

спровести додатно испитивање потенцијала новосинтетисаних деривата да инхибирају 

ензиме укључене у продукцију проинфламацијских медијатора и тако остваре свој 

антиинфламацијски ефекат. Уколико се анализира однос структуре и антиинфламацијске 

активности испитиваних једињења може се закључити да присуство несупституисаних, 

мета- и пара-супституисаних ароматичних амина у бочном низу доприноси снажној 

антиинфламацијској активности. 

 Резултати испитивања инхибиције СОХ-2 и 5-LOX ензима показали су да сва 

синтетисана једињења поседују слабију СОХ-2 инхибиторну активност у односу на 

напроксен. Ниједно од испитиваних једињења није остварило 50% инхибиције СОХ-2 

при концентрацијама нижим од 100 μmol/l. Проценат инхибиције тиоуреидних деривата 

напроксена за СОХ-2 ензим при концентрацији 10 μmol/l кретао се у интервалу од 

12,64% (дериват 10) до 37,71% (дериват 4), што је значајно ниже у односу на напроксен 

(72,15%). Уколико се узму у обзир резултати добијени испитивањем инхибиције 5-LOX 

ензима, може се закључити да се једињења 1-5 могу сматрати инхибиторима овог ензима 

(IC50 вредности у опсегу 0,30-39,77 µM), при чему је постигнута IC50 вредност деривата 

4 најнижа (0,30 µM) и упоредива са зилеутоном (0,36 µM). Поређењем процената СОХ-

2 и 5-LOX инхибиције испитиваних једињења уочено је да генерално постоји већи 

потенцијал за инхибицију 5-LOX ензима у односу на СОХ-2. Претходно наведеним се 

могу објаснити резултати добијени in vivo истраживањем, односно, да је један од 

потенцијалних механизама антиинфламацијског ефекта новосинтетисаних једињења 

инхибиција 5-LOX ензима. Изразито висок степен 5-LOX инхибиције деривата 4, као и 

највећи проценат инхибиције СОХ-2 у односу на остала испитивана једињења, указује 

на то да присуство m-анизидина у структури тиоуреидних деривата напроксена може 

потенцирати његов инхибиторни ефекат. Изражена редукција едема шапе пацова уз 

најснажнију СОХ-2 и 5-LOX инхибиторну активност коју је остварило једињење 4 

издваја овај дериват као један од најпотентнијих антиинфламацијских агенаса у 

испитиваном сету једињења. Како би се претпоставио модел везивања испитиваних 

једињења за СОХ-2 и 5-LOX додатно је спроведена студија молекулског докинга. 

 На основу раније објављених резултата закључено је да се везивање кокристалног 

лиганда напроксена у активном месту СОХ-2 карактерише формирањем три водоничне 

везе и то једне са аминокиселином Tyr355 и две везе са Arg120. Атоми кисеоника 

карбонилног и хидроксилног дела карбоксилне групе напроксена формирају водоничне 

интеракције са аминокиселином Arg120, док карбонилни кисеоник формира додатну 

водоничну везу са фенолном групом остатка Tyr355. Са друге стране, 

метоксинафталенско језгро напроксена гради мрежу π-алкил интеракција са остацима 

Val349, Trp387, Leu352, Val523 и Ala527. Једна амид-π интеракција наведеног фрагмента 

кокристала формира се са аминокиселином глицин на положају 526, док 

аминокиселински остаци Val116, Val349 и Leu531 остварују алкил интеракције са метил 

групом хиралног С-атома напроксена. 
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 Резултати молекулског уклапања синтетисаних једињења показали су да 

карбонилни атоми кисеоника деривата 1 и 5 формирају водоничну везу са остатком 

Arg120, док се двострука водонична веза са наведеном аминокиселином успоставља са 

карбонилном и тиокарбонилном групом деривата 2, 8-10 и 12, односно, карбонилном 

групом деривата 3, 4 и 11. Сличан модел уклапања као и код кокристалног лиганда уочен 

је код деривата естра фенилаланина (дериват 6) који формира водоничне интеракције са 

остацима Arg120 и Tyr355, док деривати 7, 13 и 14 формирају само једну водоничну везу 

са Tyr355. 

 Уколико се узму у обзир вредности енергије везивања, јасно је да деривати 

ароматичних амина формирају стабилније комплексе са СОХ-2 у односу на деривате 

ароматичних аминокиселина остварујући упоредиве вредности енергије везивања у 

односу на напроксен (-13,13 kcal/mol). Овакви резултати се могу објаснити формирањем 

додатних хидрофобних интеракција, које су остварене преко ароматичног прстена 

бочног остатка. Без обзира на то што се метоксинафталенски део новосинтетисаних 

једињења уклапа на сличан начин као и код напроксена, ароматични прстенови 

ароматичних амина су значајно допринели стабилизацији комплекса лиганд-рецептор 

формирањем додатних интеракција са остацима Val89, Leu93, Val116, Ile112, Phe357, 

Ser119 и Arg120. Најнижа вредност енергије везивања за дериват 4 у односу на остала 

испитивана једињења може се објаснити формирањем додатних контаката m-

метоксифенилног остатка са аминокиселинама Val89 (π-σ и алкил) и Val116 (π-алкил). 

Насупрот наведеном, деривати естара ароматичних аминокиселина су остварили знатно 

више вредности енергије везивања приликом уклапања у активно место СОХ-2 у односу 

на напроксен. Без обзира на успостављене водоничне интеракције, мања стабилност 

комплекса које формирају наведени молекули може се објаснити појавом стерно 

неповољних интеракција које могу бити последица веће запремине бочних низова ових 

једињења у односу на напроксен и деривате ароматичних амина. 

 Као што је наведено, карбоксилна група напроксена формира три водоничне 

интеракције са остацима аминокиселина Arg120 и Tyr355 које су познате и као остаци 

места сужења које је лоцирано на улазу СОХ-2 ензима (256). Такође, истраживања су 

показала да уколико се изврши мутација две наведене аминокиселине долази до потпуне 

елиминације инхибиторних способности напроксена према ензиму (89). Немогућношћу 

испитиваних једињења да формирају три водоничне интеракције са наведеним 

аминокиселинама може се објаснити слабија СОХ-2 инхибиција у односу на напроксен. 

 Инхибитори 5-LOX ензима могу се поделити на хелаторе гвожђа, компетитивне 

нередокс инхибиторе и редокс активне инхибиторе (257). Један од најпознатијих 5-LOX 

инхибитора, зилеутон, своје дејство остварује хелирањем јона гвожђа у активном месту 

ензима и стабилизацијом оксидационог стања. Насупрот њему, лекови попут NDGA се 

компетицијом са арахидонском киселином везују за активно место ензима чиме 

инхибирају њен метаболизам (97). У циљу валидације студије молекулског докинга 

извршено је уклапање зилеутона и NDGA у активно место 5-LOX. Резултати су показали 

да NDGA нема способност хелирања јона гвожђа за разлику од зилеутона, чиме је 

потврђена валидност спроведеног истраживања. 

 На основу студије молекулског докинга може се закључити да испитивана 

једињења (1-14) не могу хелирати јон гвожђа у активном месту 5-LOX ензима. 

Нафталенски систем готово свих тестираних једињења се на исти начин уклапа у активно 

место 5-LOX. Овај део молекула у хидрофобном џепу циљног ензима остварује π-алкил 

интеракцију са остатком Ile406, π-σ контакт са Ala410 и π-анјонску интеракцију са 

остатком Ile673. Ниједно од испитиваних једињења није успело да формира кључне 

водоничне интеракције са остацима Arg596, Ile673 и His600 које је формирао NDGA. Са 

друге стране, сва једињења преко карбонилног кисеоника амидне групе граде водоничну 
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интеракцију са остатком Gln363 осим деривата 5-7, 9 и 10 који нису успели да остваре 

ниједну водоничну интеракцију. 

 Када се узму у обзир остварене вредности енергије везивања, може се закључити 

да су сва тестирана једињења остварила вредности које су упоредиве са NDGA 

(-8,77 kcal/mol), али не и са зилеутоном (-10,67 kcal/mol). То показује да молекули који 

имају способност да хелирају јон гвожђа формирају стабилније комплексе са 5-LOX. 

Када се упореде вредности енергије везивања испитиваних једињења међусобно, може 

се закључити да најстабилније комплексе са циљним ензимом граде деривати 11 и 13. 

Дериват о-метоксианилина се у активном месту циљног ензима уклапа на сличан начин 

као и преостала једињења из анализираног сета. Оно што га издваја у односу на остале 

деривате је могућност формирања двоструке водоничне интеракције са остатком Gln363. 

Наиме, амидна група бочног низа наведене аминокиселине као донор водоничне везе 

интерагује са етарским кисеоником аминског дела и са карбонилном групом 

напроксенског дела једињења 11. Стабилности формираног комплекса додатно 

доприносе π-алкил интеракције нафталенског система са остацима Leu368, His372 и 

Ala410, као и π-π (His372) и π-σ (Ala410) контакти. Са друге стране, нафталенско језгро 

деривата метилестра фенилаланина (једињење 13) уклапа се на идентичан начин као и 

код једињења 11 уз додатну π-алкил интеракцију са остатком Ile406. Једину водоничну 

везу ово једињење остварује преко тиокарбонилног сумпора са NH групом имидазоловог 

прстена аинокиселине His367. Већа стабилност комплекса наведених деривата (11 и 13) 

се додатно може објаснити одсуством стерно неповољних интеракција приликом 

њиховог уклапања у активно место 5-LOX. 

 Избегавање активације процеса апоптозе има кључну улогу у развоју 

канцерогенезе. Апоптоза је веома сложен процес који се може активирати на два начина: 

преко рецептора (спољашњи пут) и митохондријалним путем (унутрашњи пут). Након 

активације програмиране ћелијске смрти долази до формирања апоптотских телашаца 

која се у следећем кораку фагоцитују од стране макрофага. Значајно је да приликом 

одвијања програмиране ћелијске смрти не долази до инфламаторног процеса (258). 

 Унутрашњи апоптотски пут је активиран након оштећења ДНК молекула или 

ћелијских органела. Кључни корак у активацији митохондријалног пута апоптозе је 

губитак трансмембранског потенцијала митохондрија и трансфер цитохрома-С из 

митохондрија у цитоплазму. Након тога, долази до активације каспазе-3 и формирања 

апоптозома. Молекули који имају есенцијалну улогу у регулацији апоптозе су протеини 

Bcl-2 суперфамилије (259). Спољашњи апоптотски пут је активиран захваљујући 

везивању одговарајућег лиганда за рецептор смрти. Након серије повезаних апоптотских 

рекација долази до активације каспазе-3 као и формирања апоптозома (260).  

 Ћелијски циклус је строго контролисан процес који се одвија у више фаза и то: 

G1, S, G2 и M фаза. Приликом оштећења ДНК молекула код малигно неизмењених ћелија, 

ћелијски циклус се зауставља, долази до репарације и касније до наставка одвијања 

циклуса. Осим поремећаја у процесу програмиране ћелијске смрти, поремећаји у строгој 

контроли ћелијског циклуса могу довести до развоја процеса канцерогенезе (261). 

Савремени антитуморски лекови свој ефекат испољавају активацијом процеса апоптозе 

и/или индукцијом застоја ћелијског циклуса. Кључни недостаци савремене антитуморске 

терапије су неселективност, као и појава резистенције на лек након дуготрајне примене. 

Стога, јасно је да синтеза потенцијалних хемиотерапеутика има задатак да превазиђе 

претходно поменуте недостатке.  

 У представљеној дисертацији тестирано је четрнаест једињења (1-14) на ћелије 

аденокарцинома дојке MDA-MB-231, карцинома грлића материце HeLa, карцинома 

колона HCT 116. У циљу испитивања селективности претходно поменутих једињења, 
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тестиран је антипролиферативни ефекат и на малигно неизмењеним фибробластима 

(MRC-5).  

 Тестирана једињења (1-14) показала су веома слаб антипролиферативни ефекат на 

MDA-MB-231 ћелијској линији. Такође, већина синтетисаних једињења је 

демонстрирала веома слаб антипролиферативни ефекат на ћелије карцинома грлића 

материце HeLa. Прецизније, од четрнаест тестираних једињења само су једињења 3 и 8 

испољила снажан антитуморски ефекат на HeLa ћелије. На ћелијској линији HCT 116 

синтетисана једињења су показала умерен, односно слаб антитуморски ефекат. Веома 

слаб антипролиферативни ефекат тиоуреидних деривата напроксена (1-14) је показан на 

малигно неизмењеним фибробластима.  

 Истраживање које су публиковали El-Husseiny и сарадници је показало да 

деривати напроксена показују снажан антипролиферативни ефекат на MCF-7, MDA-231, 

HeLa и HCT 116 ћелијске линије, при чему су IC50 вредности биле у опсегу од 4,83 до 

14,49 μM (58). За разлику од претходно поменутог истраживања, у представљеној 

докторској дисертациији већина тиоуреидних деривата напроксена је остварила веома 

слаб антитуморски ефекат на MDA-MB-231, HeLa и HCT 116 ћелијским линијама. 

Изузетак су једињења 3 и 8 која су показала снажан антитуморски ефекат само на HeLa 

ћелијској линији. 

 Истраживање спроведено од стране Deb-a и сарадника је показало да дериват 

напроксена испољава снажан антипролиферативни ефекат на две ћелијске линије 

карцинома дојке MCF-7 и MDA-MB-231 (59). За разлику од претходно поменуте студије, 

у представљеном истраживању свих четрнаест тестираних једињења су демонстрирала 

веома слаб антипролиферативни ефекат на MDA-MB-231 ћелијској линији.  

 С обзиром на чињеницу да су од свих тестираних једињења само деривати 3 и 8 

испољили снажан антипролиферативни ефекат на HeLa ћелије, неопходно је детаљно 

проучавање молекуларних механизама њиховог дејства. Наша студија је јасно показала 

да оба претходно поменута једињења активирају процес апоптозе и на тај начин смањују 

вијабилност тестираних канцерских ћелија. Слично нашим резлтатима, у истраживању 

Deb-a и сарадника, дериват напроксена индуковао је активацију апоптозе и тиме смањио 

вијабилност тестираних малигних ћелија (59).  

 Осим активације процеса апоптозе, једињења 3 и 8 свој антипролиферативни 

ефекат на HeLa ћелије остварују захваљујући индукцији застоја ћелијског циклуса у 

G0/G1 фази. Истраживање Deb-a и сарадника је показало да дериват напроксена свој 

снажан антитуморски ефекат заснива искључиво на активацији процеса апоптозе, без 

застоја ћелијског циклуса (59).  

 Проапоптотски и антиапоптотски протеини имају регулаторну улогу у контроли 

процеса апоптозе. Потенцијални антитуморски лекови могу повећати концентрацију 

проапоптотског Bax протеина и истоврмено смањити концентрацију антиапоптског 

Bcl-2 молекула. Поремећајем односа концентрације Bcl-2/Bax протеина унутар малигне 

ћелије доћи ће до активације егзекуторске каспазе-3. У представљеном истраживању, 

тестирана једињења 3 и 8 нису довела до значајног пораста концентрације 

проапоптотског протеина Bax. Такође, није детектован пад концентрације 

антиапоптотског Bcl-2 протеина. Можемо закључити да није дошло до умањења односа 

Bcl-2/Bax. Такође, након третмана испитиваним једињењима детектована је повећана 

концентрација егзекуторске каспазе-3. Слично овим резултатима, студија Deb-a и 

сарадника је показала да дериват напроксена индукује активацију каспазе-3 и каспазе-9 

(59). 
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6. ЗАКЉУЧАК 
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 Синтеза тиоуреидних деривата напроксена 

 

 Представљена докторска дисертација имала је за циљ да се функционализацијом 

карбоксилне групе напроксена у тиоуреидну групу применом стерно волуминозних и 

липофилних ароматичних амина и естара ароматичних аминокиселина синтетишу 

молекули који би имали исту или снажнију антиинфламацијску и цитотоксичну 

активност у односу на полазни напроксен. Синтеза је спроведена применом тростепене 

процедуре у којој киселински хлорид напроксена, добијен у првом кораку, у присуству 

калијум-тиоцијаната реагује са ароматичним аминима и естрима ароматичних 

аминокиселина формирајући жељени производ. Синтетисано је 14 тиоуреидних деривата 

напроксена и то 10 деривата ароматичних амина (једињења 1-5 и 8-12) и четири деривата 

естара ароматичних аминокиселина (једињења 6, 7, 13 и 14) уз принос од 25% до 43%. 

Пречишћавање добијених једињења извршено је применом препаративне TLC методе. 

 

 Физичко-хемијска карактеризација новосинтетисаних једињења (структурна анализа 

и одређивање параметара липофилности) 

 

 Структурна карактеризација спроведена је применом методе одређивања тачке 

топљења и тачних маса, затим NMR (1H и 13C), IR и масене спектроскопије. Испитивање 

липофилности спроведено је применом традиционалне shake-flask методе, као и 

реверзно-фазних хроматографских метода (RP-TLC и RP-HPLC). Рачунарском 

предикцијом процењено је да сва једињења из испитиваног сета имају изразито 

липофилне особине, па је доказано да су RP-TLC и RP-HPLC методе погодније за 

процену липофилности синтетисаних једињења у односу на традиционалну shake-flask 

методу. Уочено је да због велике липофилности испитиваних једињења (logP > 4) готово 

целокупна количина испитиване супстанце прелази у органску фазу што онемогућава 

адекватно израчунавање коефицијента расподеле применом спектрофотометријске 

shake-flask методе. Дистрибуција вредности хроматографских параметара RP-TLC и RP-

HPLC методе налази се у релативно уском опсегу, што указује на сличну липофилност 

међу испитиваним једињењима. Међу тестираним дериватима напроксена највеће 

вредности RP-TLC и RP-HPLC хроматографских параметара поседују деривати 6 и 7. С 

обзиром на то да синтетисана једињења не поседују јонизујуће центре, logP је једнак 

logD вредности при свим рН вредностима. 

 

 Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције новосинтетисаних једињења. QSPR 

и QSRR анализа добијених резултата 

 

 Процена пасивне гастроинтестиналне апсорпције извршена је применом РАМРА 

и ВМС модела. Пошто је РАМРА модел са системом хексадекан/хексан као вештачком 

мембраном омогућио процену ретенције испитиваних једињења у вештачкој мембрани, 

као и то да је време инкубације знатно краће у односу на модел са лецитином јајета као 

вештачком мембраном, одлучено је да се испитивање пасивне гастроинтестиналне 

апсорпције свих новосинтетисаних једињења и напроксена спроведе применом првог 

РАМРА модела. Једињења са највишим вредностима logPe (дериват 6 и дериват 7) 

спадају у групу најлипофилнијих једињења испитиваног сета. Са друге стране, деривати 

3 и 6 поседују највише вредности ретенције у вештачкој мембрани (24% и 34%), што је 

онемогућило да ова једињења остваре још више вредности logPe параметра од 

очекиваних на основу њихове липофилности. На основу резултата процене пасивне 

гастроинтестиналне апсорпције уочено је да анализирана једињења поседују значајно 

мањи потенцијал да прођу кроз гастроинтестиналну мембрану у односу на напроксен без 
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обзира на извршену хемијску модификацију, при чему је само дериват 7 показао већи 

степен пермеабилности у односу на напроксен. Резултати QSPR анализе су показали да 

су два дескриптора која најбоље описују однос структуре и пермеабилности испитиваних 

једињења SM07_EA(dm) и CATS3D_02_AL. Молекули који у својој структури поседују 

највећи број неводоникових атома имају највише вредности SM07_EA(dm) дескриптора, 

док напроксен поседује најнижу вредност. Дериват 7 поседује највеће вредности logPe и 

дескриптора SM07_EA(dm), што указује на то да више вредности наведеног дескриптора 

могу имати позитиван утицај на пасивну гастроинтестиналну апсорпцију. Са друге 

стране, највише вредности CATS3D_02_AL дескриптора уочене су код деривата 

ароматичних амина који у пара положају бензеновог прстена поседују групе са два атома 

угљеника и једним атомом кисеоника (етокси група код деривата 3 и ацетил група код 

деривата 5). ВМС анализа показала је да се од естара ароматичних аминокиселина 

очекује боља пасивна гастроинтестинална апсорпција у односу на деривате ароматичних 

амина. Анализом QSRR модела закључено је да је Mor20u дескриптор који најбоље 

описује повезаност између структуре испитиваних једињења и њихове ретенционе 

способности у ВМС систему. РАМРА и ВМС анализа указују на висок степен 

усаглашености резултата ова два модела, јер су оба показала да тиоуреидни деривати 

напроксена са естрима ароматичних аминокиселина (деривати 6 и 7) поседују највећи, а 

дериват 5 најмањи потенцијал за пасивну гастроинтестиналну апсорпцију. 

 

 Испитивање in vivo антиинфламацијске активности новосинтетисаних једињења 

 

 Једињења 2, 4 и 7 показала су најснажнији потенцијал да редукују едем шапе 

пацова у највећој дози, који је знатно већи у односу на нетретирану групу пацова, а 

компарабилан са активношћу коју је остварио напроксен. Максимум 

антиинфламацијског ефекта најефикаснијих деривата (2, 4 и 7) уочен је у периоду 

најизраженијег едема током трећег и четвртог сата након апликације карагенана, па би 

се могло претпоставити да је најинтензивнија инхибиција едема шапе током одложене 

фазе инфламације последица утицаја синтетисаних једињења на биосинтезу 

простагландина. 

 

 Испитивање in vitro СОХ-2 и 5-LOX инхибиторне активности новосинтетисаних 

једињења 

 

 Резултати испитивања инхибиције СОХ-2 и 5-LOX ензима показали су да сва 

синтетисана једињења поседују слабију СОХ-2 инхибиторну активност у односу на 

напроксен. Карбоксилна група напроксена формира три водоничне интеракције са 

остацима аминокиселина Arg120 и Tyr355 на улазу СОХ-2 ензима, па се немогућношћу 

испитиваних једињења да формирају три водоничне интеракције са наведеним 

аминокиселинама може објаснити слабија СОХ-2 инхибиција у поређењу са 

напроксеном. Насупрот томе, значајна инхибиција 5-LOX ензима забележена за 

једињења 1-5, при чему је постигнута IC50 вредност деривата 4 најнижа и упоредива са 

зилеутоном. На основу студије молекулског докинга, може се закључити да испитивана 

једињења (1-14) не могу хелирати јон гвожђа у активном месту 5-LOX, што указује на то 

да спадају у групу нехелирајућих компетитивних инхибитора овог ензима. Када се узму 

у обзир вредности енергије везивања може се закључити да су сва тестирана једињења 

остварила вредности које су компарабилне са NDGA, али не и са зилеутоном, тако да 

молекули који имају способност да хелирају јон гвожђа формирају стабилније комплексе 

са 5-LOX. 
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 Испитивање in vitro цитотоксичне активности новосинтетисаних једињења. 

 

 Студијама цитотоксичности показано је да ниједно од синтетисаних једињења не 

поседује значајан цититотоксични ефекат на вијабилност ћелија фибробласта MRC-5 и 

веома благ ефекат на MDA-MB-231 ћелијску линију. Најизраженији цитотоксични 

ефекат остварили су деривати 3 и 8 на HeLa туморску ћелијску линију грлића материце 

уз доказану активацију екстринзичког апоптотског пута. 

 На основу свега наведеног може се закључити да m-супституисани, 

р-супституисани и несупституисани деривати ароматичних амина поседују снажан 

антиинфламацијски и цитотоксични ефекат, међу којима се истичу деривати 3 и 8 са 

најснажнијим цитотоксичним дејством и деривати 2, 4 и 7 као најпотентнији 

антиинфламацијски агенси. Међу наведеним молекулима једињење 7 поседује значајну 

предвиђену пасивну гастроинтестиналну апсорпцију, што га чини добрим кандидатом за 

per os примену. 
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