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Istrazivanje antimikrobne aktivnosti i hromatografskog ponasanja

sastojaka endofitnih gljiva primenom hemometrijskih metoda

SAZETAK

Rezistencija bakterija na delovanje antibiotika predstavlja globalni problem. Na polju razvoja
novih lekova iz prirodnih izvora, nedavno je prepoznat potencijal endofitnih gljiva zahvaljuju¢i
sposobnosti da proizvedu sekundarne metabolite razli¢itih bioloskih aktivnosti. Biosinteza ovih
jedinjenja je pod velikim uticajem brojnih faktora koji se vezuju za izbor biljke domacina,
klimatske uslove, ishranu i prisustvo drugih mikroorganizama u okruzenju. Velika baza
podataka vezanih za aktivnost endofitnih gljiva prema patogenim bakterijama pretazivana je
primenom metode analize glavnih komponenti sa ciljem pronalazenja obrazaca u podacima koji
bi ukazali na manji broj pravih kandidata za novih razvoj lekova. Na ovaj nacin, osvetljen je
antimikrobni karakter gljive Phomopsis species. In vitro testovima je potvrdeno da
dihlormetanski ekstrakt gljive izolovane iz Cetina bora inhibira rast bakterija Escherichia coli i
Staphylococcus aureus. Hromatografsko razdvajanje pojedinacnih jedinjenja ekstrakta
optimizovano je primenom dizajna eksperimenata, a zatim je izvrSeno izolovanje 1
karakterizacija njihove hemijske strukture koriS¢enjem masene spektrometrije i NMR
spektroskopije. In silico metodama su definisani prediktori bioraspolozivosti i toksikoloske
aktivnosti jedinjenja (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-3,4-dihidroksipent-1-en-1-
il)oksiran-2-il)akrilat i (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-(3-((E)-4-hidroksi-3-oksopent-1-en-1-
il)oksiran-2-il)akrilat. Za razliku od dosada$nih istraZivanja koja su se ogranic¢avala in vitro
testovima antimikrobne aktivnosti endofitnih gljiva 1 razreSavanjem hemijske strukture
izolovanih biomolekula, ova disertacija predstavlja proSirenje prethodnih istrazivanja
primenom in silico metoda. Studija molekulskog dokinga omogudéila je razumevanje
mehanizama interakcije biomolekula sa receptorima koji pripadaju patogenim bakterijama
uobic¢ajeno multirezistentnim na antibiotike. Primenom vestackih neuronskih mreza nagradeni
su pouzdani modeli koji ukazuju na vezu izmedu hemijske strukture, parametara interakcije i
afiniteta vezivanja za receptore na osnovu kojih je mogu¢ razvoj novih hemijski srodnih

antibiotika.



Kljuéne reci: Antibakterijska aktivnost; Endofitne gljive; Hemometrijske metode u
farmaceutskom istrazivanju; in silico razvoj lekova,;
Naucna oblast: Farmacija

UZa nauc¢na oblast: Analitika lekova
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Investigation of antimicrobial activity and chromatographic behavior of

endophytic fungi constituents using chemometric methods

ABSTRACT

Bacterial resistance towards antibiotics represents a global phenomenon. Potential of
endophytic fungi as producers of secondary metabolites with wide spectra of different
bioactivities in the field of drug discovery from natural resources has recently been introduced.
The production of these compounds is under great impact of variety of factors related to the
choice of plant host, climate conditions, nutrition and presence of other microorganisms in the
same surrounding. Big data set comprising of indices of endophytic fungi antibacterial activity
towards patogen bacteria was evaluated using principal component analysis with the aim to find
patterns in data and to point out to a limited number of proper candidates for future
pharmaceutical research. This resulted in highlightening of the antimicrobial character of
Phomopsis species. In vitro tests proved that dichloromethane extract of endophytic fungi
isolated from conifer needles inhibits the growth of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. Chromatographic separation of individual components of extract was optimized using
design of experiments followed by the isolation and chemical structure characterization using
mass spectrometry and NMR spectroscopy. In silico methods were used to define the predictors
of bioavaliability and toxicological activity of compounds (Z)-(Z)-2-acetoxyprop-1-en-1-yl-3-
(3-((E)-3,4-dihydroxypent-1-en-1-yl)oxiran-2-yl)acrylate and (Z)-(Z)-2-acetoxyprop-1-en-1-
yl-3-(3-((E)-4-hydroxy-3-oxopent-1-en-1-yl)oxiran-2-yl)acrylate. Unlike up to date research
outcomes limited to in vifro evaluation of antimicrobial activity of endophytic fungi and
chemical structure elucidation of isolated biomolecules, this disertation represents an extension
to previous investigations using in silico methods. The molecular docking study enabled the
comprehensive understanding of the mechanisms underlying the interaction of biomolecules
with receptors belonging to usually multidrug resistant bacterial pathogens. The artificial neural
networks were used to build reliable models relating chemical structure, parameters of
interaction and the binding affinity to receptors, thus providing the essence for future

development of new chemically related antibiotics.
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1 UvVOD



1.1 Problematika bakterijske rezistencije

Rezistencija na lekove i posebno otpornost bakterija na antibiotike, su vodec¢i svetski
zdravstveni problemi. Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije, bakterijska
rezistencija na antibiotike je u porastu u svim delovima sveta i predstavlja jednu od najvecih
pretnji globalnom zdravlju [1-3]. Bakterije razvijaju nove mehanizme otpornosti na postojece
antimikrobne agense, $to ukazuje na to da ustaljeni nacini leCenja zaraznih bolesti postaju
neefikasni. Mnoge medicinske procedure kao S§to su transplantacija organa, hemoterapija,
lecenje dijabetesa i1 opsezne operacije, takode su pod visokim rizikom bez efikasnih
antimikrobnih agenasa za prevenciju i tretiranje infekcija. lako se otpornost na antibiotike kod
bakterija javlja prirodno, neracionalna primena antibiotika kod ljudi i1 Zivotinja ubrzava proces
razvoja rezistencije [4-6]. Rastuca lista zaraznih bolesti poput pneumonije, bolesti urinarnog
sistema, tuberkuloze, gonoreje i bolesti uzrokovanih mikroorganizmima prisutnim u hrani,
postaje sve veca, a ponekad je i nemoguce sprovesti leCenje jer antibiotici postaju sve manje
efikasni [7, 8]. Otpornost na antibiotike dovodi do duzeg boravka pacijenata u bolnici, vecih
medicinskih troskova i poveéanja smrtnosti [9, 10]. Prema podacima Evropske agencije za
prevenciju i kontrolu bolesti, otpornost sojeva bakterija Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter spp. je u porastu. Naime, testirani izolati bakterija bili su otporni na najmanje
jednu antimikrobnu grupu lekova, a primecena je i kombinovana rezistencija na nekoliko grupa
antimikrobnih lekova [11]. PoSto je savremena medicina izgradena oslanjajuci se na antibiotike,
ne moze se zamisliti svet bez njih [12-14]. Da bi se efikasno izborili sa izazovom kao $to je
antimikrobna rezistencija, vazno je pridrzavati se pravila u vezi upotrebe samo nuzno potrebnih
antibiotika za kontrolu bolesti. Razvoj novih antimikrobnih lekova je takode neophodan kako

bi se obezbedila adekvatna zamena za ve¢ postojece antibiotike kojima efikasnost opada [15].

IstraZivanje i razvoj u oblasti farmaceutskih nauka je u stalnoj potrazi za novim aktivnim
supstancama. Medu razli€itim strategijama koje se koriste za razvoj novih lekova, postoje
dokazi da je istrazivanje bazirano na prirodnim izvorima podjednako efikasno u otkrivanju
novih jedinjenja kao i kombinatorna sintetska hemija [12]. U tom pogledu, endofitne gljive se
mogu posmatrati kao prirodni, raznovrsni i odrZivi resursi za potencijalno otkrivanje novih
aktivnih supstanci. Re¢ endofit vodi poreklo od grckih re¢i endo — unutar i phyton — biljka.
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Endofiti se definiSu kao nepatogeni mikroorganizmi (bakterije ili gljivice), koji se nalaze u
unutrasnjim tkivima biljaka 1 u simbiotskom su odnosu sa biljkom domacinom [16-21].
Endofitne gljive su odnedavno prepoznate kao prirodni rezervoar potentnih jedinjenja klju¢nih
za otkri¢e novih lekova [22-25]. Pretragom naucne literature ustanovljeno je da je za pojedine
sekundarne metabolite poreklom iz endofitnih gljiva ve¢ potvrdeno da imaju antifungalnu,
antibakterijsku, antivirusnu, citotoksi¢nu ili antioksidativnu aktivnost koja moze predstavljati

deo terapijskih protokola u humanoj populaciji [26].
1.2 Znacaj endofitnih gljiva u razvoju antimikrobnih lekova

Poznato je da su biljke tokom evolucije razvile odredene sposobnosti, kao §to je produkcija
sekundarnih metabolita, u cilju odbrane od patogenih mikroorganizama, insekata ili drugih
zivotinja koje se njima hrane [27]. Pored toga, utvrdeno je da su u brojnim biljnim tkivima
prisutni mikroorganizmi koji u njima rastu i razmnozavaju se [17, 28-29]. U literaturi se pod
terminom endofitizam oznaCava ova jedinstvena 1 uzajamna asocijacija biljaka 1
mikroorganizama [30]. Stoga se mikroorganizmi koji Zive u tkivima biljaka definiSu kao

endofiti [31-32], a taksonomski pripadaju kategoriji bakterija i gljiva [33].

Endofitne gljive su mikroorganizmi koji deo svog Zzivotnog ciklusa provode inter- i/ili
intracelularno kolonizujué¢i zdrava tkiva biljaka domacina. Obi¢no ne izazivaju nikakve
ocigledne simptome bolesti kod domacina [28]. Naprotiv, endofne gljive i njihovi domacini
uspostavljaju poseban simbiotski odnos kojim se biljka domacin §titi od potencijalnih pretnji u
zamenu za odrzavanje i razmenu nutrijenata sa endofitnim gljivama. Da bi se olakSao opstanak
ove simbioze, endofitne gljive ¢esto pomazu biljkama domacéinima da savladaju invaziju
patogenih mikroorganizama 1/ili insekata i1 drugih Zivotinja tako Sto proizvode bioaktivne
sekundarne metabolite [12-14, 17-21, 27-31, 34-36]. Takode, postoje dokazi da endofiti
proizvode metabolite za regulisanje rasta biljke, produktivnosti 1 fitoremedijacije [34-35, 37-

42].

Postavlja se pitanje, medutim, zasto su endofitne gljive tako ,kreativne’’ u sintezi novih
jedinjenja 1 zaSto predstavljaju dobar prirodni izvor za dalje istrazivanje novih lekova koji imaju
potencijal da preduprede danas aktuelne probleme bakterijske rezistencije. S’ jedne strane, ova

grupa organizama nije ekstenzivno proucavana kao, na primer, biljni patogeni, $to znaci da je
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manje verovatno da su izolovani metaboliti poznate strukture. Sa druge strane, metabolicke
interakcije endofitnih gljiva sa biljkom domac¢inom mogu i¢i na ruku sintezi bioloski aktivnih
sekundarnih metabolita [43-44]. Proizvodnja bioaktivnih jedinjenja od strane endofitnih gljiva,
posebno onih ekskluzivnih za biljke domacine, nije vazna samo sa ekoloske perspektive, vec i
sa biohemijskog i molekularnog stanovista posto endofitne gljive proizvode mnostvo poznatih
1 novih bioloski aktivnih sekundarnih metabolita za direktnu ili indirektnu primenu u terapiji
brojnih bolesti [12, 45-46]. Sekundarni metaboliti endofitnih gljiva u hemijskom pogledu
pripadaju razli¢itim klasama jedinjenja ukljucujuéi alkaloide, peptide, steroide, terpenoide,
fenole, kinone i flavonoide [14]. U literaturi su pronadeni podaci o sekundarnim metabolitima
sa priznatim terapeutskim potencijalom, kao Sto je paklitaksel [25], podofilotoksin [47],

deoksipodofilotoksin [48], kamptotecin [49], emodin [50], itd.

Ustanovljeno je da endofitne gljive imaju sposobnost proizvodnje Sirokog spektra sekundarnih
metabolita ¢ija je hemijska priroda strogo zavisna od faktora kao Sto su tip biljke domacina,
organ biljke, eventualna kohabitacija sa drugim sojevima mikroorganizama, klimatski uslovi,
sezonske fluktuacije, mikroklima stanista, temperatura [17, 51-53], itd. Potvrdeno je da je za
svaku biljku domacdina specifican jedan rod endofitnih gljiva, a konkretna vrsta, odnosno
predstavnik roda, je dodatno karakteristicna za uslove i geografsku oblast u kojoj se biljka

domacin razvija [17-18, 20].

Podaci iz pretraZzene literature naglaSavaju veoma znacajnu antibakterijsku i antimikoticnu
aktivnost endofitnih gljiva koje pripadaju rodu Phomopsis [36-38, 51-57]. Na primer,
sekundarni metaboliti iz endofitne gljive vrste Phomopsis sp. koja je izolovana iz listova
tropskog voca Garcinia dulcis, ispoljili su aktivnost prema Mycobacterium tuberculosis [38,
54]. Pored toga, endofitna gljiva vrste Phomopsis sp. izolovana iz morske mangrove pokazala
je znacajnu inhibitornu aktivnost prema vrstama Candida albicans 1 Fusarium oxysporum [36,
55]. Rakshith et al., 2013 [38], navode da je generalno posmatrano rod Phomopsis poznat kao
bogat izvor bioaktivnih sekundarnih metabolita raznolike strukture 1 funkcije kao Sto su
fomopscihalasin, citochalasin, konvolvulanska kiselina, izobenzofuranoni, oblongolid,
fomopsolid, fomodiol, fomoksantoni i dimeri ksantona, fomoenamid, fomonitroestar,
deacetilfomoksanton B, dicerandrol A, (1S, 2S, 4S)-p-mentan-1,2,4-triol, uridin, etil-2,4-

dihidroksi-5,6-dimetilbenzoat 1 fomopscilacton [36, 38]. Te strukture su dodatno ispitivane 1
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pokazale su antibakterijsku, antifungalnu i antialgalnu aktivnost [36, 38]. Noviji literaturni
podaci ukazuju na znacajan potencijal endofitnih gljiva roda Phomopsis koje naseljavaju

Cetinarske Sume u planinskim regionima Slovenije [58].

Medutim, iako su ispitivane dugi niz godina, potencijal endofitnih gljiva jos uvek nije dovoljno
istrazen. Vazno je napomenuti da se do nedavno traganje za novim bioaktivnim proizvodima
zasnivalo uglavnom na nasumi¢nom ispitivanju izolata endofitnih gljiva. Radi optimizacije
potrage, vazno je uzeti u obzir da sekundarni metaboliti koje endofiti sintetiSu mogu
korespondirati sa odgovaraju¢om ekoloskom niSom endofite i njenog domacina, kao i da
medusobne metabolicke interakcije mogu da pospese sintezu odredenih sekundarnih metabolita
[59-61]. Dodatno, pravilno razumevanje potencijala endofita kao potencijalnog resursa za
farmaceutski razvoj suocava se sa poteSko¢ama u vezi sa velikim brojem podataka zabelezenih
za razliCite vrste endofitnih gljiva, potom kombinacije endofitnih vrsta i razliitih zeljastih
biljaka ili drvecéa kao njihovih domacina. Takode, proizvodnja bioaktvnih supstanci od strane
endofita zavisi i od razlike u delovima 1 starosti biljaka sa kojima su u simbiozi, tipa stanista,
kao 1 eventualne kohabitacije sa drugim sojevima mikroorganizama. Istovremeno, ¢ini se da
klimatski uslovi i1 fluktuacije vremena tokom godisnjih doba igraju vaznu ulogu u proizvodnji
bioaktivnih molekula endofita. Takode, u literaturi postoje dokazi, koji se odnose na upotrebu
razli¢itih mikrobnih ili ¢elijskih kultura koje se koriste za otkrivanje bioaktivnosti, kao i primeri
razlicitih 1 obi¢no nestandardizovanih protokola koji se primenjuju u studijama bioprofilisanja
[12-14, 17-21, 27-30, 34-35, 52-53, 58]. Zato je izuzetno vazno kriti€ki procenjivati potencijal
ograni¢enog broja odgovarajucih kandidata ili obecavajucih tragova za otkrivanje lekova sa

antimikrobnim delovanjem.
1.3 Savremeni alati u razvoju lekova i metoda za njihovo ispitivanje

Otkrivanje 1 razvoj novih lekova je veoma skup 1 dugotrajan proces pun izazova [62]. Zbog toga
postoji velika potreba da se ubrza sam proces pronalazenja novih terapeutika, kao i
metodologija otkrivanja. Tokom ovog procesa, moraju se obaviti intenzivna istrazivanja kako
bi se pronaSle aktivne strukture kao kandidati za lek koje imaju potencijal za pretklinicka 1
klinicka ispitivanja [63]. Postoji nekoliko glavnih koraka koji se sprovode tokom otkrivanja

novih lekova. Prvi je da se identifikuju 1 validiraju potencijalna ciljna mesta delovanja leka za



specificni tip bolesti [64]. Slede¢i korak predstavlja identifikacija vodeceg aktivnog jedinjenja,
koje pokazuje Zeljenu bioloSku ili farmakoloSku aktivnost. Nakon toga, vodec¢a jedinjenja
odabrana tokom primarne selekcije se optimizuju kako bi se poboljsala njihova aktivnost,

fizicko-hemijska i farmakokineticka svojstva, ali i kako bi se smanjili nezeljeni efekti [64-65].

Znatni tehnoloski napredak u informacionim naukama i molekularnoj biologiji omogucio je
upotrebu razli¢itih metoda kompjuterski potpomognutog dizajna lekova (eng. Computer-aided
drug design, CADD) u razli¢itim fazama otkrivanja i razvoja novih lekova [66]. Takode,
upotreba CADD pristupa u procesu racionalnog dizajna lekova omogucava brzu identifikaciju
jedinjenja sa optimalnim farmakoloSkim profilom. Danas, CADD predstavlja efikasan i
nezamenljiv alat, koji se Siroko koristi u medicinskoj hemiji za racionalni dizajna i sintezu novih

farmaceutski aktivnih jedinjenja.

Kompjuterski potpomognut dizajn lekova je zasnovan na razliitim in silico metodama koje
doprinose racionalnom dizajnu novih lekova i sintezi aktivnih jedinjenja. Primena ovih metoda
u ranim fazama istrazivanja doprinose smanjenju broja eksperimenata koje je potrebno izvesti,
ali takode omogucavaju i procesiranje ogromne koli¢ine podataka [67]. Zato koriS¢enje CADD
tehnika za identifikaciju aktivnih i vodecih struktura i odabir najboljih kandidata za dalju
evaluaciju znacajno smanjuje potrebno vreme i zahtevane resurse u procesu hemijske sinteze i
bioloskih ispitivanja [66]. Dakle, uvodenje CADD pristupa u racionalnom dizajnu potentnih
lekova dovodi do poboljSanja ukupne efikasnosti tokom procesa otkrivanja lekova, kao i do

smanjenog trajanja razvojnog puta leka na samo 6-8 godina [66-67].

CADD pristupi danas €ine sastavni deo procesa otkrivanja lekova. Medutim, za postizanje
navedenih rezultata potrebni su pouzdani i sofisticirani raCunarski sistemi namenjeni za analizu
podataka poput tzv. masinskog ucenja (eng. Machine learning, ML). Izraz ,,maSinsko ucenje*
u osnovi je ,,ucenje od strane racunara“. Ucenje u ovom kontekstu predstavlja proces
rezonovanja kroz prikupljanje podataka, konstrukciju modela 1 procenu rezultata [68-70]. lako
je danas poznata upotreba brojnih algoritama masinskog ucenja, najces¢e se u farmaceutskim

istrazivanjima koriste vesStacke neuronske mreze [69, 71-73].



1.3.1 Vestacke neuronske mreze

Vestacka inteligencija (eng. Artificial intelligence, Al) je ustanovljena oblast racunarstva
posvecena proizvodnji softvera sposobnih za napredne i sofisticirane proracune koji su slicni
onima koje ljudski mozak rutinski izvodi [74-75]. Dakle, veStacka inteligencija obuhvata
metode, alate i sisteme koji su posveceni simulaciji ljudskih metoda logickog, induktivnog
zakljuCivanja 1 reSavanja problema. Zato postoje dve glavne kategorije razvoja vestacke
inteligencije. Prva kategorija su takozvani ekspertski sistemi koji podrazumevaju razvoj metoda
1 sistema koji simuliraju ljudsko iskustvo i donoSenje zaklju¢aka na osnovu seta postavljenih
pravila. Druga ukljucuje razvoj sistema koji modeliraju nacin na koji funkcioniSe ljudski
mozak. U ovu grupu mozemo svrstati veStacke neuronske mreze (eng. Artificial neural

networks, ANN) [76].

Vestacke neuronske mreze su kompjuterski programi inspirisani bioloSkim funkcijama i
dizajnirani da simuliraju nacin na koji ljudski mozak obraduje informacije [77-78]. Vestacka
neuronska mreza je racunarski model koji je formiran iz stotinu pojedinacnih jedinica,
takozvanih veStackih neurona, koji su medusobno povezani koeficijentima (ponderima,
faktorima optere¢enja). Vestacki neuroni zajedno c¢ine neuronsku strukturu koja je
organizovana u slojevima [79-80]. Vestacke neuronske mreze imaju sposobnost otkrivanja
obrazaca (odnosa) izmedu pojedina¢nih podataka unutar baze podataka i na taj nacin
interakcijom sa setom podataka se uce 1/ili obucavaju primarno kroz iskustvo, a ne samo putem
algoritama masinskog ucenja ili programiranja. Mo¢ neuronskih prorauna proizilazi iz
povezivanja neurona u mrezi. Svaki element neuronske mreze definisan je ponderima ulaznih
podataka, funkcijom prenosa 1 jednom izlaznom informacijom i1 u sustini njega definiSe
jednacina preko koje su ulazne i izlazne komponente (informacije) u ravnotezi. PonaSanje
vesStacke neuronske mreZe je odredeno funkcijama prenosa njenih pojednacnih neurona,
pravilima ucenja 1 samom arhitekturom mreze. Ponderi predstavljaju podesive parametre i zato
u tom smislu, veStacke neuronske mreze mozemo okarakterisati kao parametrizovane sisteme.
Ponderisani zbir svih ulaznih informacija vrsi aktivaciju svakog vesStakog neurona u mreZzi. Ovaj
aktivactioni signal se dalje prenosi preko funkcije prenosa ¢ime se formira jedna izlazna
informacija iz svakog veStackog neurona. Dolaze¢i signali odnosno ulazne informacije, koji su

pomnoZeni ponderima, se prvo sabiraju (kombinuju) a zatim svi novonastali podaci prolaze



kroz funkciju prenosa ¢ime se dobija izlazna informacija za tu neuronsku celiju. Funkcija
aktivacije predstavlja zbir svih neuronskih ulaza, a najCeS¢e koriS¢ena funkcija prenosa je
sigmoidalna funkcija (Slika 1-1). Tokom obu¢avanja mreze, veze izmedu procesnim jedinicama
se optimizuju sve dok se greska u predvidanjima ne minimizira i mreza ne dostigne navedeni
nivo tac¢nosti. Tek kada je mreza obucena i testirana, i mogu joj se dati nove ulazne informacije
za predvidanje izlazih informacija. ANN se mogu opisati prenosnim funkcijama njihovih
procesnih elemenata, pravilom ucenja i formulom veze. Zato su ANN takode nazivane
konekcionisticki modeli jer zapravo mreza pondera predstavlja memoriju sistema. lako
pojedina¢ni neuron moze obavljati jednostavne funkcije obrade podataka, prava snaga
vesStackih neuronskih mreza poti¢e od povezivanja svih neurona u mrezi. Slicno kao pravi
neuroni u organizmu, veStacki neuroni mogu primiti ekscitatorne ili inhibitorne stimuluse
odnosno ulazne informacije. Ekscitatorne ulazne informacije upuéuju na funkciju sabiranja za
slede¢i neuron u nizu, dok inhibitorni ulazi ukazuju na funkciju oduzimanja za naredni neuron.
Jos jedna vrsta veze gde izlaz jednog sloja obrade podataka vrac¢a nazad na ulaz prethodni sloj

ili isti sloj je povratna informacija (eng. Feedback).

X1
W1
W2
_adrl Sy Ve Y XiWi [ XiWi)
informacije —u —> 5 y
Aktivacija Transformacija
Izlazne
W3 informacije
Ponderi
X3
Slika 1-1 Model vestackog neurona

ANN su u mogucénosti da obrade opseznu koli¢inu podataka 1 daju predvidanja koji su ponekad
iznenadujuce ta¢na. To ih ne ¢ini inteligentnim u uobi¢ajenom ljudskom smislu, ve¢ ovo
ponasanje mozemo okarakterisati terminom kompjuterska inteligencija [77-78]. Postoji mnogo

razli¢itih pravila ucenja i treniranja ANN, ali se naj¢esce koristi Delta pravilo ili pravilo ,,Sirenja



unazad® (eng. Back-propagation) [81-82]. ANN C¢ita ulazne i izlazne vrednosti skupa podataka
za trening mreze 1 posledicno menja vrednost ponderisane veze kako bi se smanjila razlika
izmedu predvidene i ciljne vrednosti. Greska prilikom predvidanja se minimizira tokom vise
ciklusa treninga mreze, sve dok vesStacka neuronska mreza ne dostigne odredeni nivo tacnosti.
Medutim, ako se trening ANN vrsi predugo, moze se desiti da mreza izgubi sposobnost

generalizacije.

Postoje dva pristupa za obuku, ucenje i/ili treniranje mreze — pod nadzorom (nadgledano) i bez

nadzora (nenadgledano) [83].

Ucenje ANN pod nadzorom se vrsi sa ciljem da se predvidi jedna ili vise ciljnih vrednosti na
osnovu ulaznih informacija. Uc¢enje pod nadzorom je u vidu regresije koja se oslanja na ulazni
1 izlazni skup podataka za obuku mreze. Nakon §to je ANN obucena i omogucava Zeljene
izlazne infomacije, ponderisane veze izmedu procesnih jedinica se sacuvaju. Te vrednosti za
pondere se zatim koriste za predvidanje rezultata za novi skup ulaznih podataka. Povezivanje
obrazaca obi¢no podrazumeva nadzirano ucenje ANN, i zato ANN konkuriSu statistickim
metodama u prepoznavanju obrazaca, posebno u slucajevima kada ispitivani sistemi imaju

visok nivo Suma i varijacija.

Treniranje ANN bez nadzora vrsi se iskljuc¢ivo preko ulaznih podataka i bez bilo kakve
informacije o zeljenim izlaznim informacijama. U ovom slucaju sam sistem odlucuje koje
karakterstike ¢e koristiti za grupisanje ulaznih podataka. Ova funkcionalnost se Cesto naziva
samoorganizacija ili adaptacija. Fenomen samoorganizacije moze ukljucivati konkurenciju
izmedu ciljanih neurona mreze, njihovo povezivanje ili oboje. Neuroni u vestackim mrezama
su organizovani u slojevima. Na primer, u procesu kompetitivnog ucenja, neuroni se grupisu na
nacin da kada jedan neuron snazno reaguje na odredene ulazne informacije on potiskuje ili
inhibira izlazne informacije drugih neurona u grupi. U kooperativnom ucenju neuroni unutar
svake grupe rade zajedno kako bi intenzivirali svoj rezultat odnosno izlazne podatke. Zapravo
je cilj treniranja ANN grupisanje sli¢nih obrazaca ponasanja ¢ime se izdvajaju karakteristike
nezavisnih promenljivih 1 uspostavlja sopstvena klasifikacija za ulazne promenljive. Dakle,
ANN razmatra podatke koji su dostupni, otkriva odredene obrasce svojstvene skupu podataka i

uci da odrazava ta svojstva prilikom dalje obrade i izraCunavanja izlaznih varijanti.



Generalno posmatrano, ANN predstavlja obecavajuéu tehniku modelovanja posebno za
skupove nelinearnih podataka koji se ¢esto susre¢u u farmaceutskim procesima. U tom slucaju,
vesStaCke neuronske mreze ne zahtevaju formalnu sveobuhvatnu statisticku evaluaciju ve¢ su u
stanju su da otkriju sloZene nelinearne odnose izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli i sve
moguce interakcije bez upotrebe komplikovanih jednacina. Takode, ANN mogu koristiti i viSe
algoritama za obuku. ANN ne zahtevaju poznavanje izvora podataka u smislu specifikacije
modela, ali posto je Cesto potrebna procena mnogih pondera, one zahtevaju veliku koli¢inu
podataka za obuku. Pored toga, za reSavanje problema ANN mogu kombinovati i inkorporirati
eksperimentalno dobijene podatke i one koji su dostupni u literaturi sa ciljem reSavanja
problema. Zato upotreba ANN ima veliki potencijal u oblasti farmaceutskih istrazivanja [80,

84-85].

ANN se mogu primenjivati za klasifikaciju ili prepoznavanje obrazaca, predvidanje ili
modelovanje. Zbog ovih sposobnosti ANN imaju Siroku primenu i potencijal u istrazivanju koji
se krece od upotrebe u tumacenju analiti¢kih podataka (npr. modelovanje analitickih podataka
u kontroli kvaliteta), dizajnu aktivnih struktura lekova (npr. molekularno modelovanje) i1 za
dizajn oblika farmaceutskih proizvoda (npr. tokom optimizacije proizvodnih procesa) do
modeliranja farmakokinetskog ponaSanja supstanci (farmakokineticko i farmakodinamicko

modeliranje, in vitro/in vivo korelacija) [81, 86-92].

1.3.2 PretraZivanje velikih baza podataka

Opste je poznata Cinjenica da su otkrivanje i1 razvoj lekova procesi koji zahtevaju mnogo
vremena 1 resursa. Zbog te ¢injenice, prepoznat je veliki potencijal u primeni ra¢unarskih alata
u kombinovanom hemijskom i biolo§Skom prostoru kako bi se pojednostavilo otkrivanje, dizajn,
razvoj 1 optimizacija lekova. U poslednje vreme, veliko interesovanje privlac¢i primena
savremenih tehnika za naprednu analizu podataka (eng. Advanced data analytics, ADA) koje
omogucavaju istrazivanje velikih skupova podataka sa ciljem otkrivanja slozenih odnosa,
medusobne povezanosti informacija, odnosno za otkrivanja smislenih obrazaca ponasanja
unutar velike koli¢ine podataka. U ovakve tehnike spada takozvano rudarenje kroz podatke
(eng. Data mining). Rudarenje kroz podatke predstavlja tehniku koja se koristi za istrazivanje
velikih koli€¢ina podataka u potrazi za konzistentnim obrascima i/ili odnosima izmedu varijabli

1 njihovo tumacenje u smislu predvidanja ili proceni ocekivanog ishoda. Rudarenje kroz
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podatke obuhvata tehnike za grupisanje, odnosno klasterovanje, klasifikaciju, regresiju i pravila

asocijacije [68, 93-94].

Analiza glavnih komponenti (eng. Principal component analysis, PCA) je tehnika rudarenja
kroz podatke, multivarijantnog modeliranja i analize koja se obi¢no koristi kao nacin za
identifikaciju obrazaca u podacima. Analizom PCA se moZe rekonstruisati i istovremeno
komprimovati originalni skup podataka pronalazenjem nize-dimenzionalne linearne projekcije
originalnih podataka visokih dimenzija. Ovo se postize generisanjem ogranicenog broja novih
ortogonalnih osa ili promenljivih poznatih kao glavne komponente (eng. Principal components,
PC). Ove glavne komponente (PC) nisu medusobno povezane i njima se izrazava veéi deo
ukupne varijabilnosti u originalnom skupu podataka. Na taj nacin se postize smanjenje broja

dimenzija u PCA bez veceg gubitka informacija [93, 95-97].

Pregledom literature je ustanovljeno da se PCA uspesno primenjuje u razli¢itim farmaceutskim
istrazivanjima, medu kojima je i profilisanje bioaktivnosti biljaka. PCA je iskoriS¢ena za
istrazivanje velikih baza bioaktivnih jedinjenja kako bi se ubrzalo i1 olakSalo identifikovanje

potencijalno novih terapijskih agenasa [95].

1.3.3 Simulacija molekulskog povezivanja

Jos jedna od prakti¢nih racunarskih tehnika koja se koristi za istrazivanje bioloske aktivnosti je
simulacija molekulskog povezivanja (eng. Molecular doking simulations) kombinovanjem
odabranih receptora preko kojih se ostvaruje bioloSki odgovor i odredenih hemijskih struktura.
U osnovi, molekularni doking podrazumeva racunarsku proceduru trazenja odgovarajuceg
liganda koji energetski 1 geometrijski odgovara poznatom mestu vezivanja na ciljnom
receptoru. Takode, doking simulacija omogucava predvidanje energetski stabilne orijentacije
fleksibilnog molekula (ligand) u odnosu na rigidnu strukturu receptora i potencijalno formiranje
kompleksa izmedu liganda i receptora. Doking studijom se simulira proces molekularnog
prepoznavanja liganda 1 receptora time $to se matemati¢ki procenjuje potencijal formiranja
nekovalentnih veza (poput vodoni¢nih veza, hidrofobnih interakcija, Van der Valsovih sila 1
sli¢no), sa ciljem minimizacije slobodne energije kompleksa ligand-receptor. Zbog moguénosti
predvidanja potencijalne interakcije liganda i receptora, molekularni doking je jedna od

najces¢e koriS¢enih metoda u racunarskom dizajniranju lekova [98-100]. Rezultati njegove
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primene mogu se iskoristiti za tatno merenje aktivnosti odabranih biomolekula u poredenju sa
postoje¢im referentnim lekom ili supstancom, a potom i definisanje svojstava najboljih

kandidata za lek i optimizaciju razli¢itih procesa za njihovo dobijanje.

1.34 Kvantitativno iskazani odnosi izmedu hemijske strukture, svojstva i aktivnosti

Cesto koriséeni ratunarski pristup u farmaceutskom istrazivanju ukljuéuje niz studija koje za
cilj imaju definisanje odnosa izmedu hemijske strukture jedinjenja (brojéano predstavljene
putem molekulskih deskriptora) sa jedne strane i vrednosc¢u od interesa koja moze poticati od
kvantitativno iskazane hemijske ili bioloSke aktivnosti jedinjenja (npr. koncentracija koja
izaziva odredeni bioloski odgovor) (eng. Quantitative structure activity relationship studies,
QSAR), izmerenih vrednosti odgovora u izabranom analitickom sistemu (npr. retenciono
ponaSanje u hromatografiji) (eng. Quantitative structure retention relationship, QSRR) 1
konacno razlicitih svojstava jedinjenja ili hemijskog sistema kome jedinjenje pripada (eng.
Quantitative structure property relationships, QSPR) [101-105]. Eksperimentalno odredivanje
pomenutih odnosa zahteva mnogo vremena, a Cesto zavisi od ljudskih faktora i podleze
greSkama. QSXR modeli (X u ovom smislu moze biti bioloska aktivnost, druga kvantitativno
iskazana osobina jedinjenja / sistema ili odgovor u hromatografiji) su teorijski, statisticki modeli
koji se dobijaju koris¢enjem komercijalno dostupnih racunarskih sistema zasnovanih najcesce

na primeni multiple linearne regresije, kao 1 ANN kao jednog od algoritama masinskog ucenja.

Prvi korak u QSXR studijama je odabir reprezentativne grupe jedinjenja koja daju isti bioloski
odgovor (reaguju sa istim receptorom) ili se ispituju u istim analitickim sistemima. Zatim se
vr§i izraCunavanje mnoStva molekulskih deskriptora koji putem odredenih matemati¢kih
operacija odslikavaju svojsva hemijske strukture odabranih jedinjenja. Molekulski deskriptor
predstavlja rezultat logickog 1 matematickog postupka kojim se hemijske informacije o
ispitivanom jedinjenju pretvaraju u brojcanu vrednost ili rezultat standardizovanog
eksperimenta, podrZzavaju¢i pri tome sveobuhvatno razumevanje razli¢itih karakteristika
molekula [106]. Razli¢ite raCunarske tehnike mogu generisati 1 do 5000 razlic¢itih molekulskih
deskriptora. Potrebno je medutim pronaci podskup ovih deskriptora koji najbolje korelira sa
istrazivanom osobinom / ponasanjem / odgovorom jedinjenja. U slucaju QSRR studija, Cesto se
uzimaju samo oni deskriptori koji se mogu po svojoj fizicko-hemijskoj interpretaciji dovesti u
vezu sa retencionim ponaSanjem jedinjenja u skladu sa Abrahamovom teorijom odnosa
12



linearane solvatacione energije (eng. Linear solvation energy relationship theory, LSER) kao
osnovnom teorijom u hromatografiji [107]. UopSteno posmatrano, u cilju izdvajanja
odgovaraju¢eg manjeg broja molekulskih deskriptora iz velikih baza podataka, mogu se koristiti
razlicite tehnike selekcije, kao $to su viSestruka regresiona analiza, regresiona analiza najmanjih
kvadrata ili primena genetskog algoritma. PoSto se nade odgovarajuci podskup molekulskih
deskriptora, u slu¢aju QSRR 1 QSPR studija, oni se pridruzuju vrednostima koje odgovaraju
odredenom eksperimentu (npr. postavka eksperimenta u hromatografiji koja sadrzi podatke o
udelu i1 vrsti organskog radstvaraca, sastavu i pH vrednost vodenog dela mobilne faze,
temperaturi na kojoj se vrsi analiza i sl.). Konac¢no, tako formirana osnovna grupa podataka se
modeluje u odnosu na svojstvo / odgovor / ishod eksperimenta od interesa. Ukoliko se izgradnja
modela vr§i pomocu algoritama masinskog u¢enja, formirana nova grupa podataka se deli na
podskupove koji sluze za ucenje algoritma, testiranje naucenih obrazaca i podgrupu koja sluzi
za validaciju modela [81, 88-91, 108-111]. Dobijeni QSXR modeli se procenjuju na osnovu
vrednosti kvadrata koeficijenta korelacije (eng. Square correlation coefficoient, R*), kvadrata
srednje greSke odstupanja (eng. Root mean square error, RMSE) 1 koeficijenta korelacije
izmedu eksperimentalno dobijenih i predvidenih vrednosti izlaznih podataka. Nakon izgradnje
QSXR modela, pristupa se validaciji modela kojom se potvrduje validnost postavljenog
matemati¢kog odnosa, odnosno upotrebna vrednost modela da predvida svojstvo / odgovor /
ishod eksperimenta od interesa na izabranoj podgrupi podataka. U ovom koraku se mogu

koristiti razli¢ite metode interne i1 eksterne validacije [107, 112-113].
1.3.4.1 Kvantitativni odnos strukture i aktivnosti

QSAR metoda dizajna lekova spada u tzv. indirektne ili metode koje su zasnovane na ligandu
u farmaceutskom razvoju i koristi se u slu¢ajevima kada je nepoznata struktura za izabrano
mesto delovanja. U ovom slu€aju, racionalan dizajn novih jedinjenja se vrS$i na osnovu
proucavanja 2D ili 3D struktura liganada za koje je poznato da stupaju u interakciju sa
izabranim mestom delovanja [114]. Ova metoda se primarno zasniva na pretpostavci da
jedinjenja sa sli€nim strukturama takode imaju sli¢na fizicko-hemijska svojstva i shodno tome
imaju sli¢ne nacine vezivanja sa ciljnim mestom delovanja [110]. Zato je QSAR modelovanje

jedna od glavnih racunskih metoda, koja se koristi u istraZzivanjima ve¢ duzi niz godina [115].
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Najces¢i pristupi za izgradnju QSAR modela su oznaceni kao 2D-QSAR 1 3D-QSAR. 2D-
QSAR metoda razmatra geometrijska i topoloska svojstva molekule, ali iskljucuje uticaj 3D
konformacije jedinjenja. Sa druge strane, 3D-QSAR metoda se fokusira na prostorna svojstva
jedinjenja, koja su presudna za razlikovanje stereoizomera [116]. Prezentacija molekularnih
struktura pomocu izracunatih fizicko-hemijskih i 3D strukturnih deskriptora predstavlja kriti¢an
korak za dalji razvoj modela 1 za predvidanje interakcije malih molekula i receptora [117].
Statisticke metode se koriste za odabir najvaznijeg deskriptorora za ispitivane molekule, kao i
sa ciljem sticanja dubljeg uvida u klju¢ne strukturne karakteristike ispitivane molekule [111,
115] na osnovu kojih ¢e se nadalje usmeravati modifikacija strukture postojecih jedinjenja i
poboljsanje njihovih aktivnosti, kao i za predvidanje aktivnost novih jedinjenja koja su
proizvedena kao njihovi derivati. Osim ovakve primene, 3D-QSAR studije se takode mogu

koristiti za pregled baza podataka kako bi se pronasli novi aktivni molekuli [118-119].

Takode, integracija rezultata 3D-QSAR modela i studije molekularnog dokinga u racionalnom
dizajnu lekova predstavljaju primarnu strategiju za razvoj modela za predvidanje bioaktivnih
konformacija jedinjenja, ¢ime se dobijaju pouzdaniji rezultati analize odnosa strukture i
aktivnost. Dodatno se rezultati dobijeni primenom razli¢itth CADD metoda mogu koristiti za
strukturne modifikacije i dizajn novih jedinjenja. Dakle, racunarske i eksperimentalne metode
zajedno predstavljaju komplementarne pristupe koji imaju vaznu ulogu u procesu otkrivanja
novih lekova. Racionalizacija procesa dizajniranja novih lekova kombinovanjem ovih metoda

.....

aktivnih jedinjenja.

U pristupu razvoja lekova oznaCenom kao receptor-based approach, rezultati sprovedenih
doking simulacija se pridruzuju vrednostima molekulskih deskriptora ispitivanih biomolekula i
uz pomo¢ algoritama masSinskog ucenja (npr. primenom ANN) se grade teorijski matematicki
modeli. Za razliku od ligand-based QSAR modela koji uglavnom razmatraju molekulske
deskriptore grupe jedinjenja, za potrebe receptor-based modelovanja ¢e se koristi set podataka
sastavljen od specificnih deskriptora ligand-receptor interakcija kao $to su broj atoma liganda
(eng. Ligand atoms), broj atoma liganda suprotstavljenih receptoru (eng. Juxtaposed
ligand/receptor atoms) 1 uparene elektrostaticke energije (eng. Pairwise electrostatic energies),

molekulski deskriptori kao §to je npr. broj rotabilnih veza liganda i eksperimentalno odredeni
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indikatori bioloSke aktivnosti (npr. indikatori antimikrobne aktivnosti se mogu preuzeti iz
PDBbind-CN otvorene baze podataka). ANN mreza se trenira tako da predvida afinitet
vezivanja liganda 1 receptora. Analiza ANN modela zasnovanih na rezultatima doking
simulacija izmedu razli€itih struktura i receptora, omogucava bolje sagledavanje potencijala
ispitivanih jedinjenja i ukazuje na smernice za dalju optimizaciju hemijskih struktura i razvoj
derivata osnovnih struktura sa ciljem razvoja kandidata za nove lekove sa povoljnijim

bioloSkim odgovorima [120].

1.3.4.2 Kvantitativni odnos strukture i retencionog ponasanja i znacaj lipofilnosti za

biolo$ku aktivnost

Za sve potencijalno nove lekove je od izuzetne vaznosti procena njihovog farmakokinetickog
profila pored bioloske aktivnosti. Dakle, pored zadovoljavajuéeg terapijskog potencijala,
gotovo je neophodno da molekula koja je kandidat za lek poseduje odgovarajuce
farmakokineti¢ke osobine, ¢ime se omogucava dostizanje i odrzavanje efektivne koncentracije
leka na mestu delovanja, uz ispoljavanje niskog potencijala za toksi¢nost. Zato se ve¢ tokom
ranih faza istraZivanja, sa ciljem prakticnog izbora i selekcije aktivne vode¢e molekule sa
potencijalom da postane novi lek, upotrebljava veliki broj metoda za procenu bioloske
aktivnosti [121]. Sustina primene svih tih metoda je prikupljanje podataka o optimalnim
farmakokinetickim i toksikoloskim osobinama u bazi strukturno sli¢nih jedinjenja u odnosu na
sve ispitivane bioloski aktivne molekule. Ovaj pristup je prevashodno posledica ¢injenice da
razvoj oko polovine sintetisanih jedinjenja kao kandidata za lekove biva odbacen iz daljeg
istrazivanja zbog neprihvatljive bioraspolozivosti, efikasnosti, loSije intestinalne apsorpcije ili
nepozeljne metaboli¢ke stabilnosti. Takode, na osnovu podataka o prethodnim studijama je
istaknuto da ¢ak 40 % potencijalnih kandidata za lekove biva odbaceno zbog neodgovarajuceg
toksikoloSkog profila [122-123]. Na ovaj nacin se postiZe racionalizacija procesa razvoja lekova
jer se istovremeno optimizuje i terapeutska aktivnost kandidata za novi lek 1 svodi na minimum
potencijalni neuspeh tokom klini¢kih studija zbog loSeg farmakokinetickog 1

farmakodinamskog profila [124-125].

Razumevanje fizicko-hemijskih parametara koji karakterisu ispitivani molekul koji se nalazi u
ranoj fazi razvoja omogucava uvid u ponasanje potencijalno novog leka u bioloskim sistemima.

Lipofilnost predstavlja jedan od glavnih fizicko-hemijskih parametara koji je neophodno
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razmotriti i po potrebi optimizovati. Lipofilnost se definiSe kao sposobnost jedinjenja da se
rastvori u lipidima, i posledi¢no je odgovorna je za permeabilnost jedinjenja kroz bioloske
membrane procesom pasivne difuzije, vezivanjem za ciljna mesta dejstva i vezivanjem za
proteine plazme. Takode i ispoljavanje toksi¢nosti odredenog jedinjenja u velikom stepenu
koreliSe sa njegovom lipofilnos¢u [126-134]. Naravno, osim za ispoljavanje efakata u zivim
organizmima, od klju¢nog znacaja je 1 poznavanje odnosa lipofilnosti leka 1 kiselo / baznih
uslova okruzenja u kome se lek nalazi, odnosno odnosa lipofilnosti i jonizacionih svojstava leka
jer sve to odreduje biofarmaceutski aspekt leka, i nacin na koji ¢e on biti formulisan u obliku

konacnih preparata [131, 135-138].

Parametar lipofilnosti se u matematickom smislu definiSe kao logaritam particionog
koeficijenta, logP koji se karakteriSe kao odnos ravnoteznih koncentracija supstance koja je
raspodeljena izmedu dva rastvaraca koji se medusobno ne mesaju. Matematicka jednacina

kojom se izracunava lipofilnost je data ispod:
—loo &2
log P = log o (1)

gde Co predstavlja koncentraciju rastvorene supstance u nepolarnoj (organskoj) fazi, a Cw
predstavlja koncentraciju rastvorene supstance u polarnoj (vodenoj) fazi. Pri standardnim

uslovima za jedan tip rastvaraca vrednost logP je konstanta [139].

Uposteno se molekule sa velikim vrednostima podeonog koeficijenta log P mogu okarakterisati
kao lipofilne, dok molekule sa nizim vrednostima podeonog koeficijenta log P imaju hidrofilni
karakter. Porastom lipofilnosti, odnosno povecanjem vrednosti particionog koeficijenta,

jednjenja ispoljavaju 1 osobine toksi¢nosti (log P > 5).

Lipinski pravilo od 5, 1 kao Phizer-ovo pravilo od 5, se primenjuju kao jedan od glavnih
prediktora bioraspoloZivosti za nova aktivna jedinjenja koja kombinuju parametre lipofilnosti i
veli¢ine jedinjenja. Pravilo od 5 je definisao Christopher A. Lipinski na osnovu opazanja da je
vecina oralno primenjivanih lekova relativno mala i da su to zapravo umereno lipofilna
jedinjenja [140]. Pravilom od 5 se mogu okarakterisati molekularne osobine jedinjenja koje su
vazne za farmakokinetiku aktivne molekule u ljudskom telu, $to podrazumeva i njihovu

apsorpciju, distribuciju, metabolizam 1 izlu€ivanje (eng. Absorption, distribution, metabolism,
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excretion, ADME). Medutim, ovim pravilima se ne moZze predvideti da li su ispitivane molekule
farmakoloski aktivne. Stoga se ocekuje da bi vodeca molekula za oralnu upotrebu sa dobrim
parametrima bioraspolozivosti trebalo da ispuni bar tri od ukupno 5 pravila Lipinskog kako bi
mogla da postigne adekvatne parametre apsorpcije, distribucije, ekskrecije, i odgovarajuceg

metabolizma:

1. Molekulska masa jedinjenja nije ve¢a od 500 Da

2. Molekula ne poseduje vise od 5 donora vodonika (eng. Number of hydrogen bond
donors, NHBD, izrazava se kao suma OH- i NH- grupa)

3. Molekula ne poseduje vise od 10 akceptora vodonika (eng. Number of hydrogen
acceptors, NHBA, izrazava se kao suma N i O)

4. Particioni koeficijent izmedu oktanola i vode (logP) vrednost nije ve¢a od 5, odnosno
ako se kao deskriptor lipofilnosti upotrebljava MlogP onda treba da je MlogP vrednost
manja od 4,15.

Medutim jedno od glavnih ogranicenja pravila Lipinskog je ¢injenica da se apsorpcija pojedinih
jedinjenja ne odvija samo pasivnhom difuzijom, ve¢ aktivnim transportom i posredstvom
specifinih transportnih proteina. Na primer, veéina lekova medu kojima su pojedini antibiotici,
odredeni vitamini, kardiotoni¢ni glikozidi ili antigljivi¢ni lekovi odstupaju od pravila Lipinskog
posto kroz bioloske membrane prolaze aktivnim transportom preko strukturno specificnih
proteinskih nosaca, a ne procesom pasivne difuzije. Zato postoje modifikacije pravila Lipinskog
koje omogucavaju bolju procenu potencijala jedinjenja da postane kandidat za lek [141]. U
skladu sa tom ¢injenicom, pravila Lipinskog su modifikovana tako da su kriterijumi za fizicko-

hemijske osobine molekula sledeci:

Particioni koeficijent izmedu oktanola i vode (logP) vrednost je izmedu 0,4 1 5,6
Molarna refraktivnost vode¢e molekule je izmedu 40 1 130

Molekulska masa vode¢e molekule je izmedu 160 1 480 Da

Ll

Broj atoma vodece molekule je izmedu 20 1 70

Dodatno, prema Veberovom pravilu dodat je 1 kriterijum da ukupna polarna povrSina vodece
molekule (suma povrsina svih polarnih atoma molekula) ne sme biti veéa od 140 A2, kao i
kriterijum da vodeca molekula mora imati manje od 10 rotabilnih veza [142]. Pomenuti
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kriterijumi pokazali su visoku korelaciju sa permeabilnos¢u jedinjenja kroz krvno-mozdanu
barijeru [143]. Takode, za lekove za oralnu primenu je pozeljno da imaju visok stepen
intestinalne apsorpcije. Svi pomenuti parametri koji definiSu svojstva potencijalno novog leka
se mogu izracunati upotrebom racunarskih metoda ili izvodenjem ogranicenog broja specifi¢nih

eksperimenata u ranoj fazi razvoja leka [144].

Metoda muckanja (eng. Shake-flask method) predstavlja standardni nacin odredivanja
lipofilnosti koji se zasniva na raspodeli supstance izmedu lipofilnog rastvaraca (n-oktanola) i
hidrofilnog rastvaraca (vode). Metodom muckanja se lipofilnost izrazava kao logaritamska

vrednost particionog koeficijenta, logPosw [138, 145]:

logPZIOg(

Koncentracijau oktanolu) (2)
Koncentracija uvodi

Posto je vecina lekova delimi¢no jonizovana u kontaktu sa rastvara¢ima razli¢itih pH vrednosti,
postoji potreba za definisanjem distribucionog koeficijenta, koji zapravo predstavlja zbir
nejonizovanog i jonizovanog oblika leka u lipofilnom i hidrofilnom rastvaracu, i moze se

izraziti slede¢om jednacinom [138, 145]:

logD =log (

Koncentracija u oktanolu,jonizivano+Koncentracija u oktanolu,nejonizovano)

3)

Koncentracija u vodi,jonizovano+Koncentracija u vodi,nejonizovano

Medutim, upotrebom ove metode nailazi se na dosta ogranicenja, kao $to su nemogucnost
odredivanja particionog koeficijenta za ekstemno hidrofilna 1 lipofilna jedinjenja koja imaju
logPoyv vrednost manju od 2,0 i ve¢u od 4,0. Takode, ova procedura odredivanja lipofilnosti je

dugotrajna i1 zahteva upotrebu velike koli¢ine organskih rastvarac¢a. Zbog navedenih izazova,

.....

[122].

Deskriptori lipofilnosti se eksperimentalno mogu odrediti na osnovu retencije analita u sistemu
reverzno-fazne tankoslojne hromatografije (eng. Reversed-phase thin layer chromatography,
RP-TLC) i reverzno-fazne tecne hromatografije pod visokim pritiskom (eng. Reversed-phase
high pressure liquid chromatography, RP-HPLC). Veliku prednost hromatografskih metoda
predstavlja njihova jednostavnost i1 prakti¢nost u izvodenju eksperimenata kao i ekonomicna
potroSnja rastvaraca [122]. Stoga, hromatografske metode se mogu smatrati vaznim
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alternativama za odredivanje lipofilnosti klasi¢nom postupku zasnovanom na muckanju [146-

147].

Reverzno-fazna tankoslojna hromatografija (RP-TLC) je metoda koja se ¢esto upotrebljava u
odredivanju lipofilnosti organskih jedinjenja, posto se smatra da iste osnovne intermolekulske
interakcije odreduju ponasanje jedinjenja u bioloskom i hromatografskom sistemu [148-150].
Dokazano je da retencioni deskriptori jedinjenja dobijeni prilikom hromatografske analize
dobro koreliraju sa parametrima lipofilnosti za ta ista jedinjenja [151-152]. Uspostavljanjem
kvantitativne veze izmedu strukture i retencije analita (QSRR studije) opisuje se nacin na koji
molekulska struktura ispitivanog analita utiCe na njegovu retenciju u ispitivanom
hromatografskom sistemu [153-157]. Brojni matematicki modeli, zasnovani najceS¢e na
primeni analize glavnih komponenti ili viSestrukoj linearnoj regresiji, koriste se za klasifikaciju

jedinjenja preko parametara lipofilnosti dobijenih TLC analizom [158-159].

Ispitivanje lipofilnosti metodom tankoslojne hromatografije se naj¢esée zasniva na odredivanju

parametra Ry [160]. Relacija je prikazana u jednacini ispod [161]:

Rm = log(Rfl_ 1) s 4)

gde Rf predstavlja retencioni faktor analita, koji se dobija izra¢unavanjem odnosa puta koji je
analit preSao na TLC plocici prekrivenoj stacionarnom fazom 1 puta koji je preSla

hromatografska mobilna faza.

Takode, linearna korelacija Ry parametra i udela organskog rastvaraca u mobilnoj fazi (¢) se

moze se definisati 1 sledeCom jednacinom [161-162]:
Rm =Rm® + mo, (5)

gde Ry predstavlja parametar lipofilnosti koji se dobija ekstrapolacijom krive za mobilnu fazu
koja sadrzi 0% organskog rastvaraCa, a m predstavlja nagib regresione krive koji odgovara

specificnoj hidrofobnoj povrSini supstance u kontaktu sa stacionarnom fazom [146, 163-164].

Odnos Ry® i m moze se takode koristi za izraSunavanje parametra hidrofobnosti Co prema

jednacini ispod [161]:
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Co =~ Ru®, (6)

u kojoj Co predstavlja udeo zapremine organskog rastvaraca u mobilnoj fazi kada je Ry = 0

[161].

Kao $to je istaknuto ranije lipofilnost zapravo predstavlja svojstvo jedinjenja da se rastvara u
lipidnim rastvaracima. Nasuprot tome, hidrofobnost predstavlja odbojnost jedinjenja prema
vodi kao rastvaracu, odnosno predstavlja teznju jedinjenja da se grupisu u kontaktu sa vodom i
time smanjuju svoju kontaktnu povrSinu sa vodom kao rastvaracem. Dakle, povecanje
polarnosti supstanci u RP-TLC metodi utice i na povecavanje njihove Rf vrednost. Takode,
jedinjenja koja imaju izraZeniju lipofilnost, takode imaju i ve¢i afinitet ka nepolarnoj
stacionarnoj fazi, §to uti¢e na smanjenje njihovih Rf vrednosti. Nasuprot ponasanju Rf vrednosti,

Ru i Ry® vrednosti jedinjenja se povecavaju sa porastom njihove lipofilnosti [165].

Osim za procenu hromatografskih deskriptora lipofilnosti, u literaturi je pronadena relativno
nova metoda koja podrazumeva spajanje analitickih metoda zasnovanih na hromatografskim
eksperimentima, usmerenih na pripremu uzoraka, preciS¢avanje i / ili izolovanje analita iz
slozenih bioloskih materijala, sa metodama koje omogucavaju direktno merenje bioaktivnosti
(antimikrobnih, antioksidativnih ili enzimskih reakcija). Ove metode su oznacene kao direktna
bioautografija, a najées¢e podrazumevaju pracenje retencionog ponasanja analita od interesa
hromatografijom na tankom sloju, a zatim uranjanje razvijenih TLC plocica u sistem u kome je
primenjeno odredivanje antimikrobne aktivnosti metodom difuznog diska. Ova metoda takode
pruza mogucnost biokvantifikacije aktivnih jedinjenja bilo kao test bioekvivalencije (izraCunat
u odnosu na poznate referentne standarde) ili nakon njihove sopstvene izolacije i1 fizicko-
hemijske karakterizacije konvencionalnim putem (izolacija iz ekstrakta pomocu
polupreparativne HPLC, identifikacija koriste¢i masenu spektrometriju 1 NMR, 1
standardizaciju pomocu NMR) [166-167]. Na ovaj nacin omogucen je brZzi skrining
bioaktivnosti uzoraka paralelno sa definisanjem retencionih deskriptora ¢iji znacaj i veza sa

specificnim ponasanjem u in vivo uslovima je ve¢ pokazana.

1.3.5 In silico metode za odredivanje prediktora bioloske aktivnosti novog leka
Proces savremenog dizajniranja lekova i1 obezbedivanja podataka o fizicko-hemijskom,

farmakokinetickom 1 toksikoloSkom profilu molekula kandidata za nove lekove podrazumeva
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primenu in silico racunarskih metoda, kojim se u virtualnom svetu mogu simulirati bioloski
procesi. Velika prednost upotrebe in silico metoda je $to ne zahtevaju nikakav eksperimentalni
rad u laboratoriji posto koriste baze eksperimentalno dobijenih podataka za odgovarajuce
molekule, i mogu da kvantifikuju uocene veze izmedu strukturnih karakteristika leka kandidata,
njegove vrste i prostornog rasporeda atoma sa ispoljenim osobinama. Ovo omogucava drasti¢no
smanjenje troSkova broja potrebnih eksperimenata za profilisanje novih kandidata za lekove.
Velika prednost upotrebe in silico metoda je svakako vezana i1 za izbegavanje problema
povezanih sa bezbedno§¢u samih eksperimentalnih procedura, posebno onih eksperimenata koji
inace koriste Zivotinjske modele, kao §to je odredivanje bioraspolozivosti na zivotinjama in
vivo. Iz toga razloga, primena in silico metoda je dodatno i eticki ispravnija [168-169].
Koris¢enjem specifi¢nih in silico metoda se pomaze 1 u razumevanju uticaja patofizioloskog
stanja na osobine molekule kandidata za lek, a dodatno se mogu predvideti 1 osobine ispitivane
molekule u populacijama koje uglavnom ne ucestvuju u klinickim ispitivanjima poput trudnica,
pedijatrijske 1 gerijatrijske populacije [170-171]. 1z svih pomenutih razloga, danas je prisutno
dosta softverskih alata koji se koriste u in silico ispitivanjima, kao S§to su: ChemOffice,

SwissADME, ADME/percepta, ACD/i-lab, 1 ostali.

Generalno se in silico metode za predvidanje lipofilnosti mogu podeliti u dve grupe. Prva
podrazumeva metode koje se zasnivaju na fizicko-hemijskim osobinama molekula (eng.
Property-based methods) 1 poznavanju svojstva molekula na osnovu empirijskog znanja,
trodimenzionalne strukture i osnovnih deskriptora molekula koji su neophodni za izraCunavanje
specificnih deskriptora lipofilnosti kao Sto su AlogPs, AClogP 1 MlogP. Druga grupa metoda se
zasniva na analizi substruktura jedinjenja (eng. Substructure-based methods). 1 ukljucuje dve
podgrupe. Prvu podgrupu ¢ine metode zasnovane na fragmentima (eng. Fragment-based
methods) na osnovu koje se lipofilnost molekula karakteriSe kao suma doprinosa svih njegovih
fragmenata. IzraCunata suma se zatim koriguje specificnim faktorom koji podrazumeva
doprinos interakcija unutar molekula ukupnoj lipofilnosti. Ovom metodom se izracunavaju se
parametri lipofilnosti kao Sto su: logP, logD i milogP. Drugu podgrupu predstavljaju metode
koje se zasnivaju na atomima molekula (eng. Afom-based methods). Njima se karakteriSe
molekulska hidrofobnost preko ukupnog doprinosa lipofilnosti svih njegovih atoma. Pomenute
metode uobicajeno ne ukljuuju faktore korekcije 1 upotrebljavaju se za izraCunavanje

parametara: AlogP, XlogP2 1 XlogP3 [122].
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Parametri koji su dobijeni kompjuterskim alatima mogu da se porede sa eksperimentalno
dobijenim deskriptorima lipofilnosti, ¢cime se zapravo doprinosi konstantnom usavrSavanju in
silico metoda, ali 1 proceni validnosti eksperimentalnih hromatografskih metoda [165]. U
literaturi je potvrdeno postojanje visoke korelacije izmedu parametara lipofilnost leka, bilo onih
koji su odredeni eksperimentalnim putem ili primenom kompjuterskih tehnika, i parametara
apsorpcije, distribucije, metabolizma, izlu¢ivanja 1 toksi¢nosti leka (eng. Absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity, ADMET). Ovi parametri se takode mogu
procenjivati upotrebom odredenih softverskih paketa. Kao deo ADMET parametara se
podrazumevaju slede¢e varijable: oralna bioraspolozivost (% F), prosecni indeksi
rastvorljivosti (log Saverage), afinitet vezivanja za proteine plazme (PPB), nevezana frakcija u
mozdanom tkivu (fu, mozak), koeficijent krvno-mozdane barijere (logBB), koeficijent
permeacije kroz kozu (logKp), permeabilnost kroz crevni epitel Caco-2 celija (Caco-2),
apsorpcija iz tankog creva (HIA), efektivna permeabilnost u jejunumu (Peff), regioselektivnost
CYP450 metabolizma i srednja letalna doza (LDso) [172-173]. UopSteno posmatrano, najvazniji
prediktori bioloske aktivnosti kandidata za novi lek koji pripdaju ADMET parametrima mogu
se svrstati u slede¢e kategorije: deskriptori intestinalne apsorpcije, deskriptori raspodele,

deskriptori distribucije, deskriptori vezivanja za proteine plazme i deskriptori toksi¢nosti.

e Deskriptori intestinalne apsorpcije

Vecina lekova prolazi kroz bioloSke membrane procesom pasivne difuzije. U procesu prolaska
kroz membrane na mestu apsorpcije lekovita supstanca bi trebalo da bude u rastvorenom stanju,
jer potom zapravo sledi rastvaranje lekovite molekule u lipidnim delovima membrana. Na
brzinu i1 nacin rastvaranja najveci uticaj imaju fizicko-hemijske osobine molekule a primarno

lipofilnost ispitivanog jedinjenja.

Parametri lipofilnosti, kao glavna fizi¢ko-hemijska karakteristika ispitivanih jedinjenja,
uslovljavaju prolazak leka kroz bioloske membrane procesom pasivne difuzije, interakciju leka
sa strukturno komplementarnim receptorima preko kojih se ispoljava farmakolosko dejstvo ali
takode 1 distribuciju leka u organizmu vezivanjem za proteine krvne plazme [174]. Jedinjenja
koja ispoljavaju vecu lipofilnost se bolje apsorbuju u organizmu, bolje prodiru u tkiva i imaju
veci stepen raspodele u odnosu na jedinjenja koja su manje lipofilna. Povrh svega lipofilnost

uti¢e 1 na produzeno dejstvo lekovitih molekula i takode utice 1 na njihov proces eliminacije iz
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organizma. Na primer, jedinjenja koja imaju nizu lipofilnost se relativno dobro eleminisu putem

urina, dok se nasuprot njima, jedinjenja koja su visoko lipofilna eleminisu preko jetre [175].

e Deskriptori raspodele

Raspodela ili distribucija je farmakokineticki proces u kome molekula povratno ili nepovratno
prelazi u jedan ili viSe farmakokinetickih prostora unutar organizma, kao S§to je na primer
transfer izmedu krvi i telesnih tecnosti i tkiva poput mozga, misi¢a ili masnog tkiva [176].
Glavni faktori koji uti¢u na proces distribucije su: veli¢ina leka, pKa leka, lipofilnost jedinjenja
(njegova logP vrednost), pH telesnih te¢nosti, vezivanje za proteine plazme i tkiva, brzina
protoka krvi (perfuzija), permeabilnost membrane, procesi eliminacije, veli¢ina i povrSina

organa/tkiva, i faktori varijabilnosti [168].
e Deskriptori distribucije

Volumen distribucije (Vd) se definiSe kao farmakokineti¢ki parametar koji predstavlja onu
hipoteticku zapreminu telesne te¢nosti koja bi bila potrebna da rastvori ukupnu koli¢inu leka u
organizmu u istoj koncentraciji u kojoj se lek nalazi u krvi. Na osnovu pomenute definicije

volumen distribucije se moze izraziti 1 preko sledece jednacine:

Kolic¢ina leka u organizmu
Vd=

B Koncentracija leka u plazmi

()

U jedno-kompartmanskom farmakokinetickom modelu za lekove, volumen distribucije je
konstantan 1 izrazava se jedinicom L/kg. Jedan od najznacajnijih faktora koji uti¢e na volumen
distribucije leka je njegova lipofilnost. U sluc¢aju da lek ima viSu Vd vrednost, moze se smatrati
da se lek vezuje za komponente tkiva 1 talozi u ¢elijama. Nasuprot ovome, u slucaju da lek ima
nizu Vd vrednost, podrazumeva se da lek ima tendenciju da se vezuje za proteine plazme i da
posledicno ima malo slobodne frakcije leka u telesnim tecnostima. Treba napomenuti da

volumen distribucije pruza uvid u stepen raspodele ali ne ta¢no u kom organu.
e Deskriptori vezivanja za proteine plazme

Jedan od glavnih faktora od kojeg zavisi raspodela leka u organizmu je njegova sposobnost

vezivanja za proteine plazme. Afinitet vezivanja leka za proteine plazme (eng. Protein plasma
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binding predictor, PPB prediktor), se u matematicCkom smislu moze definisati se kao koli¢nik
koncetracije leka vezanog za proteine (Cpp) 1 ukupne koncentracije leka u plazmi (Cux), Sto je
ocigledno iz sledece jednacine:

_¢rp
PPB=—— (8)

Afinitet vezivanja leka za proteine plazme se izrazava u procentima. Vazno je napomenuti da
je koncentracija leka vezanog u kompleks sa proteinom plazme i slobodnog oblika leka u

dinamickoj ravnotezi:
Slobodan protein + Slobodan oblik leka <> Kompleks leka sa proteinom 9)

Dakle, ukupna koncetracija leka u plazmi predstavlja zbir koncentracije slobodnog oblika leka
1 koncentracije leka koji je u kompleksu sa proteinima plazme. Vazno je ista¢i da je nevezana
frakcija leka ona koja ispoljava farmakolosku aktivnost, posto samo slobodni molekuli mogu
nesmetano da prolaze kroz bioloSke membrane. Takode, vezivanje za proteine plazme je veoma
bitno jer kompleksi koje molekuli leka grade sa proteinima predstavljaju jednu vrstu depoa, iz
kojeg se zapravo lek postepeno oslobada u slucaju da se koncentracija leka u plazmi smanji
[177]. Imajuéi u vidu pomenute ¢injenice, vezivanje leka za proteine plazme se moze posmatrati

kao bitan faktor za farmakokinetiku i farmakodinamiku leka [178].

Dakle, farmakoloski i fizicko-hemijski profil leka utiCu na njegovu sposobnost vezivanja za
proteine plazme. Posledi¢no ¢e do¢i do ispoljavanja nezeljenih efekata, u slucaju da je frakcija
slobodnog leka vec¢a od ciljane vrednosti. Zbog toga je poznavanje parametara vezivanja za
proteine plazme od izuzetnog znacaja jer se na osnovu predvidene koncentracije slobodne

frakcije zapravo utvrduje bezbedan reZim doziranja u toku klinickih studija na pacijentima.
e Deskriptori toksi¢nosti

Deskriptori toksi¢nosti koji se najc¢es¢e upotrebljavaju su srednja letalna doza (LDsy) ili srednja
letalna koncentracija za glodare, naj¢esc¢e miseve 1 pacove (LCsp). Ovi deskriptori toksi¢nosti
predstavljaju dozu koja dovodi do smrti polovine tretirane populacije glodara pod jasno
definisanim uslovima. Poznavanje deskriptora toksi¢nosti i posledicno razumevanje
toksikoloskog potencijala za nove lekove je od izuzetnog znacaja u ranim fazama razvoja jer se
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time eliminiSe nepotrebno ulaganje sredstava u klini¢kim ispitivanjima na pacijentima. Ovome
u prilog ide 1 ¢injenica da americka Agencija za hranu i lekove (eng. United States food and
drug administration, US-FDA) tezi da modernizuje proces razvoja leka kroz razliCite inicijative
tako $to podstic¢e upotrebu i razvoj novih i efikasnijih alata za procenu bezbednosti potencijalnih
lekova, Sto ukljucuje i raCunarske prediktivne modele, ¢ime in silico toksikoloski alati narocito

dobijaju na znacaju [179].

1.3.6 Dizajn eksperimenata

Osnovni cilj farmaceutske analize je obezbedivanje kvaliteta aktivnih farmaceutskih sastojaka
(eng. Active pharmaceutical ingredient, API), ekscipijenasa i gotovih formulacija lekova [180].
Sveukupna analiza lekova obuhvata brojne aktivnosti, kao $to je procena Cistoce, identifikacija
1 kvantifikacija farmaceutski aktivne komponente, kao 1 ispitivanje stabilnosti API u
farmaceutskim supstancama (in bulk) i gotovim farmaceutskim doziranim oblicima [181]. PoSto
su za farmaceutske proizvode propisani strogi zahtevi za kvalitet, upotrebljavaju se razlicite
uglavnom instrumentalne tehnike od kojih se ofekuje da pruze pouzdane rezultate. Ovo se
obezbeduje tokom postupka efikasnog razvoja analitiCkih metoda. Validacija metode je
postupak kojim se potvrduje primenljivost razvijene metode za predvidenu namenu i
podrazumeva procenu robusnosti metode, selektivnosti, preciznosti, tacnosti i ostalih
validacionih parametara u zavisnosti od toga da li je metoda namenjena ispitivanju API ili

njenih srodnih organskih necistoca, ili za kvalitativnu ili kvantitativnu analizu [182].

Tradicionalan pristup u istraZivanjima, pa tako i u razvoju analitickih metoda koje zavise od
efikasne kontrole velikog broja faktora, zasnivao se na primeni metode pokusaja 1 greSke. JoS
jedna karakteristika tradicionalnog pristupa podrazumeva ispitivanje uticaja pojedinac¢nih
faktora na rezultate eksperimentalnih merenja, odnosno odgovore koji se prate (eng. One factor
at a time, OFAT), dok se svi ostali faktori u konkretnom eksperimentu drze konstantnim. Glavni
nedostatak ovog pristupa je nemogucnost da se uoce interakcije izmedu faktora koje
potencijalno imaju znacajniji uticaj na ukupni odgovor sistema. Takode je za ovaj nacin
ispitivanja potrebno uraditi veliki broj eksperimenata, $to uti¢e na povecanje potrebnih resursa,

vremena, troskova i reagenasa [183].
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Nasuprot OFAT pristupu, savremeni pristup istrazivanjima podrazumeva primenu
hemometrijskih metoda. Hemometrija je savremena hemijska poddisciplina koja koristi
principe matematike, statistike i formalne logike za dizajniranje optimalnih eksperimentalnih
procedura. Jedna od najces¢e primenjivanih hemometrijskih metoda prilikom razvoja
analitickih procedura je dizajn eksperimenata (eng. Design of experiments, DoE). Za njegovu
primenu potrebno je izvodenje malog broja prakti¢nih eksperimenata kroz koje se namerno vrse
promene odredenih podesenja eksperimenata, a zatim se vrSi analiza uticaja sprovedenih
promena na rezultate eksperimentalnih merenja. Primena DoE podrazumeva sistemati¢no
planiranje broja i1 redosleda izvodenja eksperimenata koje obezbeduje racionalizaciju
eksperimentalnog rada, ali dodatno i primenu matematickih i statistickih metoda sa ciljem
povezivanja i razumevanja veze izmedu osobina odredenog hemijskog sistema i izmerenih
odgovora koje on daje u razli¢itim analitickim tehnikama. Multifaktorski pristup koji je ovde
prisutan predstavlja dragoceni dodatak analitiCkim eskperimentima jer se veliki broj
promenljivih moZze istovremeno varirati bez opasnosti od pogreSnog tumacenja njihovih
pojedinacnih doprinosa i predvidanje ciljanog ponaSanja sistema, odnosno eksperimentalnog
ishoda od interesa [184-191]. Na ovaj nacin, primenom DoE, poboljSava se kvalitet nau¢nih
istrazivanja, bolje kontroliSe varijabilnost procesa koji se ispituje i utice se na smanjenje

potrebnih resursa i vremena istrazivanja [191-192].
Protokol koji obezbeduje uspesnu primenu DoE podrazumeva sledeée korake:
1) Definisati cilj eksperimenta

Prema klasicnom nadinu razmis$ljanja, kada ste dobili rezultate vi moze izvu¢i bilo koju
informaciju od interesa. Ovim pristupom se takode potvrduje uverenje da broj eksperimenata
treba da bude §to veéi da bi se dobili pouzdani podaci. Naprotiv, u DoE studijama cilj
(ispitivanje hromatografskog ponaSanja analita, odvajanje blisko eluiranih analita) treba da
bude postavljen pre sprovodenja eksperimenata, jer se racionalizuje obim eksperimenata i

poboljsava njihov kvalitet [193].

2) Sprovesti preliminarne studije
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Preliminarni eksperimenti treba da budu u skladu sa konvencionalnim protokolom za razvoj i

validaciju analiticke metode. Cilj ovog koraka je da se izaberu pocetni uslovi.
3) Odabir eksperimentalnih faktora i njihovih nivoa

Kvalitet istrazivanja uz primenu DoE principa zavisi od pravilne identifikacije svih vaznih
varijabli. Ako vazna varijabla nije definisana kao faktor (ulaz), moze se uociti nepravilno
ponasanje analitiCkog sistema. Sa druge strane, ako je odredena beznacCajna varijabla
identifikovana kao faktor, faze istrazivanja koje slede mogu postati nepotrebno komplikovane
[194]. Izabrani faktori se u okviru DoE eksperimenata istrazuju na razli¢itim nivoima. Nivo
faktora odgovara njegovoj velicini. Nizi i visi nivoi faktora su prakti¢no kodirani kao -1 1 +1,
respektivno. Kori§¢enjem pomenute iste skale za razliite faktore omogucava se medusobno
uporedivanje efekata faktora. Osim toga, kodirane vrednosti omogucavaju predstavljanje 1

kvalitativnih faktora u okviru DoE [195].

Broj faktora i izbor odgovarajuéih nivoa se razlikuje u pojedinim vrstama eksperimentalnog
dizajna, a odgovarajuéi izbor dizajna zavisi od njegove namene. Da bi se napravio pravilan
izbor dizajna, bitno je naglasiti da se u analitici lekova DoE koristi tokom razvoja analiticke
metode, kao i za procenu robusnosti tokom validacije razvijene analiticke metode [191].
Pocetna faza razvoja metode podrazumeva fazu pregleda (eng. skrining) tokom koje se definisu
faktori koji statisticki znacajno uticu na odgovor analitickog sistema, odnosno, iskljucuju se oni
faktori ¢iji uticaj na odgovor nije statisticki znacajan. Tipovi dizajna koji se koriste u ovoj fazi
imaju kapacitet za ispitivanje velikog broja faktora, ali su ograniceni na ispitivanje faktora na
samo dva nivoa. Druga faza razvoja metode ukljucuje fazu optimizacije uslova za izvodenje
eksperimenata, odnosno uslova za postizanje Zeljenih ishoda eksperimenata, tokom koje se
odredeni faktori detaljnije ispituju primenom veceg broja eksperimenata i na ve¢em broju nivoa
za svaki faktor koji se optimizuje. U toku ispitivanja robusnosti metode, veci broj faktora se
ispituje na nominalnom nivou koji se kodira kao 0 1 na dva nivoa faktora koji su postavljeni

simetricno u odnosu na nominalni nivo [194].

27



4) Odabir odgovora

Odgovor je posmatrana ili izmerena kvantitativna ili kvalitativna vrednost, koja se koristi za
procenu znacaja faktora ili koju zelimo da optimizujemo. Uobicajeno je da se definiSe vise
odgovora koje treba pratiti tokom eksperimenata. U fazi skrininga tokom razvoja metode,
odgovori kao s§to su faktor retencije i selektivnost se najces¢e mere, a u fazi optimizacije se

Cesto prate faktor retencije, rezolucije 1 funkcija hromatografskog odgovora [196-197].
5) Planiranje eksperimenata

U ovom koraku, se mora izabrati pogodan eksperimentalni dizajn. Preporucuje se da koris¢eni
dizajn ima dobre statisticke karakteristike, kao $to su npr. ortogonalnost i/ili rotabilnost [198].
U ortogonalnom dizajnu faktori se menjaju nezavisno jedni od drugih [191]. U slucaju da ne
postoji korelacija izmedu varijanse predvidanja i procenjene udaljenosti iz centra dizajna,
eksperimentalni dizajn se definiSe kao rotirajuci [199]. Kako je ve¢ reCeno, pravilan izbor
odgovarajuce vrste eksperimentalnog dizajna zavisi pre svega od njegove namene, odnosno od
faze razvoja analiticke metode. NajcesSce koriS¢ene vrste skrining dizajna su pun faktorski (eng.
Full factorial design) 1 frakcioni faktorski dizajn (eng. Factional factorial design). U fazi
optimizacije se obi¢no koriste centralni kompozicioni dizajn (eng. Central composite design,
CCD), Box-Behnken-ov dizajn, simpleks dizajn, dizajn zvezde, Doehlert-ov dizajn, itd. U toku
ispitivanja robusnosti metode, najcesce se koriste redukovani faktorski dizajni kao $to su

frakcioni faktorski i Placket-Burman-ov dizajn [191].
6) Izvodenje eksperimenata

Eksperimentalni rad se smatra manje vaznim u metodologiji DoE, ali je svakako neophodan za
sprovodenje 1 generisanje rezultata. Da bi se dobili pouzdani rezultati, eksperimenti moraju biti
izvedeni nasumi¢nim redosledom kako bi se minimizirali efekti nekontrolisanih varijabli [193].
Takode je preporucljivo izvoditi eksperimente u replikacijama, odnosno ponavljanjima od
nekoliko puta pod istim eksperimentalnim uslovima, koji se koriste za procenu

eksperimentalnih greska [191, 200-202].
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7) Analiziranje dobijenih podataka

U ovom koraku, eksperimentalno dobijeni podaci se prevode u informacije (najcesce
matematiCke zapise i1 prate¢e grafikone) na osnovu kojih se donose valjani zakljucci o
analitickom sistemu. Statisticka obrada podataka obuhvata regresionu analizu i analizu
varijanse (ANOVA). Graficka analiza podataka predstavlja komplementarno sredstvo za
vizuelno razotkrivanje znacajnih faktora i odnosa izmedu varijabli, a izvodi se putem
konstruisanja 3D i 2D dijagrama poput (polu)normalnih grafikona verovatnoce, Pareto
grafikona, dijagrama kontura, dijagrama povrsSine odgovora, dijagrama perturbacija i dijagrama

reziduala [203].

Regresiona analiza se koristi za procenu odnosa izmedu faktora (varijabli) i odgovora [192]. S’
obzirom na to da mnogobrojne varijable treba uklopiti u sveobuhvatan matematicki model,
najcesce primenjivana tehnika regresione analize je viSestruka linearna regresija (eng. Multiple
linear regression, MLR) [191]. Zavisnosti jedne ili viSe promenljivih (eksperimentalnih
varijabli) se obicno opisuju matematickim modelima koji imaju oblik polinoma u koje spadaju
polinom prvog reda ili linearni model i polinom drugog reda ili kvadratni model. U
optimizacionom dizajnu se uglavnom tezi definisanju kvadratne zavisnosti jer se time
omogucava konstruisanje viSedimenzionalnih grafika povrSine odgovora. Analiziranjem
grafika povrsine odgovora, moguca je identifikacija regiona, odnosno vrednosti faktora koji su
optimalni za Zeljeni odgovor sistema. Linearni i kvadratni modeli za viSe faktora (xi, X2, X3,

ey

XN) s€ mogu predstaviti jednac¢inama (10) i (11), respektivno:
y= bo + bix1 + baxs + bsxs + biaxix2 + b2sxoxs + bisxixs + biasxixox3 + € (10)

y =bo + bixi + baxa + b3xz +...+ baxn + biaxixa + basxaxs + bisxixz +...+ bev-i)N Xn-1) XN + brixi?

+ baoxa? + basxa? +..+ banxn® + € (11)

U datim jednacinama,

v predstavlja izmereni odgovor sistema,
X je ispitivani faktor,

N je ukupan broj promenljivih,

bo je odsecak,
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b1, b2 1 b3 predstavljaju linearne koeficijente (za parametre modela prvog reda),
b1z, b2z 1 b;3 predstavljaju koeficijente za parametre interakcije,
bi1, b2z 1 b3z predstavljaju kvadratne ¢lanove (za parametre modela drugog reda) i

¢ je ostatak odnosno, greska sistema [187].

Generalno, apsolutna vrednost koeficijenta daje uvid u veli¢inu i znacaj efekta faktora.
Negativan ili pozitivan koeficijent pokazuje da li se odgovor smanjuje ili povecava u slucaju
povecanja vrednosti faktora. Ostaci predstavljaju razlike izmedu dobijene i1 predvidene
vrednosti datog odgovora. U idealnom slucaju, svi ostaci su 0 i tada model savrseno predvida
unutar istrazivanog eksperimentalnog domena. Rezidual zapravo predstavlja razliku izmedu
odgovora koji su izraCunati definisanim matematickim modelom i vrednosti koje su dobijene
eksperimentalno. Vrednosti ostatka ¢ se izraCunavaju na osnovu replikacija u centralnoj tacki,
kada su svi faktori na nominalnom nivou. Pozeljno je vrednost reziduala bude $to manja. U
predlozenom matemati¢kom modelu rezidual € se sastoji iz greske samog modela (eng. Lack of

fit, LOF) i eksperimentalne greske (eng. Pure error, PE).

Posto greska modela (LOF) predstavlja razliku izmedu srednje vrednosti eksperimentalno
dobijenog odgovora i1 odgovora izraCunatog upotrebom matematickog modela, njeno
izraCunavanje se vrsi primenom analize varijanse (ANOVA). ANOVA statistickom metodom
se ispituje uticaj jedne ili viSe nezavisnih promenljivih na jednu zavisnu promenljivu. Ovom
metodom se dobija vrednost parametra p, ¢ija vrednost manja od 0,05 ukazuje na statisticki
znaajan uticaj posmatranih faktora na ispitivani odgovor [191]. Eksperimentalna greska
predstavlja razliku izmedu eksperimentalno dobijenih vrednosti odgovora 1 srednje vrednosti

odgovora za replikacije. Njome se zapravo definiSe mera nepouzdanosti sistema.

Preko koeficijenata linearnih ¢lanova modela uspostavlja se direktna veza izmedu posmatranih
odgovora sistema 1 ispitivanih faktora. Takode, koeficijenti kvadratnih ¢lanova modela
prouzrokuju zakrivljenost povrSine odgovora 1 pojavu maksimuma 1 minimuma kod
optimizacionih tipa dizajna, ¢ime se omogucava definisanje optimalnih nivoa ispitivanih
faktora. Koeficijenti ¢lanova interakcija karakteriSu potencijalne interakcije izmedu faktora.
Ako se faktori istraZzuju na dva nivoa (npr. tokom skrining dizajna), moZe se nagraditi samo
linearni model i tada se ne dobija se zakrivljenost, a samim tim ni minimum ni maksimum u 3D

grafikonima. Linearni odnos nije pogodan za izbor optimalnih eksperimentalnih uslove, ali je
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veoma koristan za procenu znacaja i efekata faktora. Ako se faktori istrazuju na tri nivoa,
kvadratni odnos moze biti prilagoden podacima i moze se dobiti znacajna zakrivljenost. U tom
slucaju, znacajna zakrivljenost, koja proizilazi iz kvadratnih termina, omogucava istrazivacu da
razume ponaSanje sistema 1 izabere optimalne eksperimentalne uslove pronalazenjem
minimuma ili maksimuma odgovora. Ukoliko postoji vise odgovora od interesa, potrebno je
izvrsiti visekriterijumsko odluc¢ivanje da bi se pronasli optimalni uslovi, s’ obzirom da se jedan

model koristi za samo jedan odgovor [197].

Koeficijenti (b, ..., by) mogu biti sa negativnim ili pozitivnim predznakom $to odreduje da li
su faktor i odgovor sistema u direktno ili obrnuto srazmerni. Na primer, ako je koeficijent sa
pozitivnim predznakom, sa povecanjem vrednosti ispitivanog faktora, povecava se i vrednost
posmatranog odgovora sistema. U obrnutom slucaju, ako je vrednost koeficijenta negativna, sa

povecanjem vrednosti faktora, smanjuje se vrednost odgovora sistema [191].

Najbitniji statisticki parametri kojima se potvrduje pouzdanost matemati¢kog modela su greska
modela (LOF) i koeficijent multiple determinacije R’. Preko vrednosti koeficijenta multiple
determinacije definise se mo¢ predvidanja datog matematickog modela. R’ moze biti u rasponu
od 0 do 1 1 cilj je dobiti matematicki model sa §to viSom vrednoS¢u kojim se potvrduje da
matemati¢ki model dobro opisuje dobijeni odgovor i da je odgovor pod znacajnim uticajem
variranja ispitivanih faktora. Male vrednosti R’ ukazuju na to da matemati¢ki model nije
adekvatan. Generalno se pouzdanim matematickim modelima smatraju oni koji imaju visoku

vrednost R? (veéu od 0,8), i ¢ija vrednost LOF parametra nije statisti¢ki zna¢ajna [191].
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2

CILJEVI RADA

32



Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je ispitivanje antimikrobnog potencijala biomolekula

endofitnih gljiva primenom savremenih racunarskih tehnika koji je postignut kroz sledece

specificne ciljeve:

Identifikacijom klju¢nih faktora koji ukazuju na potencijalnu antimikrobnu aktivnost

endofitnih gljiva prema patogenim bakterijama primenom napredne analize podataka;

Procenom antimikrobne aktivnosti sekundarnih metabolita endofitnih gljiva Phomopsis

spp. izolovanih iz Cetina Cetinara u Sloveniji, primenom bujon mikrodilucionog testa;

Izolovanjem 1 karakterizacijom hemijske strukture bioaktivnih molekula primenom
separacionih (tankoslojna hromatografija, gasna hromatografija i tecna hromatografija
pod visokim pritiskom) i spektroskopskih metoda (spektrofotometrija, masena

spektrometrija, nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija);

Primenom algoritama masinskog u¢enja za razvoj i validaciju modela za opisivanje veze
izmedu hemijske strukture, ponasanja u izabranim analitickim sistemima i
eksperimentalno izmerenog (in vitro) ili in silico procenjenog bioloSkog odgovora

sekundarnih metabolita endofitnih gljiva;

Predvidanjem strukturnih karakterstika jedinjenja za ciljane vrednosti bioloSkog
odgovora, kao 1 predvidanjem kljucnih fizicko-hemijskih parametra, lipofilnosti
molekule i pKa vrednosti, kao prediktora bioloske raspolozivosti nakon in vivo primene

potencijalno novog leka;

Ispitivanjem najverovatnijih mehanizama antimikrobnog delovanja biomolekula
endofitnih gljiva na receptorima koji predstavljaju potvrdeno ciljno mesto delovanja do
sada poznatih antimikrobnih lekova izvodenjem studija molekulskog dokinga 1
procenom mogucnosti za optimizaciju hemijske strukture i postizanje povoljnijeg

antimikrobnog efekta;

Analizom rezultata primene racunarskih tehnika i uporedivanjem sa eksperimentalno

dobijenim podacima.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1 Analiza glavnih komponenti

3.1.1 Oprema
Za potrebe analize glavnih komponenti upotrebljen je softver:

e Microsoft Excel 2016 sa ekstenzijom XLStat 2019, proizvoda¢ Microsoft (Redmond,
Vasington, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, SAD)

o XLSTAT statisticki softver, verzija 2021.4, proizvoda¢ Addinsoft (Njujork, SAD)
3.1.2 Postupak analize glavnih komponenti

Potencijal endofitnih gljiva kao proizvodac¢a sekundarnih metabolita sa Sirokim spektrom
razli¢itih bioaktivnosti je ispitivan primenom metoda napredne analize podataka. Buduc¢i da je
proizvodnja ovih jedinjenja pod velikim uticajem razli¢itih faktora, izvrSena je evaluacija
dostupnih literaturnih podataka, kao i primarnih eksperimentalno dobijenih podataka
istrazivaca sa Katedre za farmaceutsku biologiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Ljubljani. Razmatrana je aktivnost vrsti endofita koje rastu na razli¢itim biljnim domacinima
(zimzeleno ili listipadno drvece 1 zeljaste biljke, ukljucujuéi razlike u ispitivanim biljnim
delovima, starosti i staniStima, klimatskim uslovima, sezonskim fluktuacijama i eventualnoj
kohabitaciji sa drugim sojevima mikroorganizama u okruzenju) prema nekoliko vrsta patogenih
bakterija, taksonomskoj klasifikaciji endofita 1 prijavljenih indikatora antibakterijske aktivnosti.
Pretezna distribucija endofita sa antimikrobnim potencijalom primecéena je medu biljnim
porodicama Fabaceae, Lamiaceae, Asteraceae 1 Araceae, ali neki istrazivaci su ukazali da to
nije ekskluzivna karakteristika. Istrazivacka grupa profesora Boruta Strukelja raspolaze
dostupnim rezultatima skrininga bioaktivnosti endofitnih gljiva koje rastu u cetinarskim
Sumama Slovenije potvrdene na oko 60 vrsta endofitnih gljiva [12, 58]. Posebna paznja je
posvecena endofitnim gljivama Phomopsis spp. iz razliitih izvora / ekstrakata buduci da su,
prema izvodima iz literature 1 rezultatima aktivnosti sprovedenih u okviru bilateralnog projekta
Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakulteta i Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u

Ljubljani, ve¢ identifikovane kao izvor velikog broja sekundarnih metabolita.

Skup podataka za PCA analizu je zasnovan na eksperimentalno dobijenim rezultatima bioloske
aktivnosti utvrdenim za razli¢ite endofitne gljive koje rastu na Cetinama cetinara sakupljene sa
vrste Pinaceae iz nezagadenih regiona Republike Slovenije. Zbog sporog rasta u njthovom

prirodnom izvoru, endofitne gljive su izolovane i zasejane na hranljivoj podlozi krompir
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dekstroznog agra na sobnoj temperaturi tokom mesec dana kako bi se podstakao njihov rast. Iz
ovog materijala dihlorometanom 1i/ili etanolom su ekstrahovani sekundarni metaboliti, a
pripremljeni ekstrakti su dalje kori§¢eni za procenu antibakterijske aktivnosti. Procedura obrade
uzorka i1 mikrodilucioni test za procenu antimikrobne aktivnosti zasnovani su na prethodnim
dostignu¢ima slovenacke istrazivacke grupe koja je dodatno bila fokusirana i na genetska
svojstva odabranih endofitnih gljiva [12, 58]. Ova saznanja su uspesno primenjena u daljim
zajednickim istrazivanjima 1 karakterizaciji hemijske strukture sekundarnih metabolita
izolovanih iz endofita koji rastu na vrsti Pinaceae [204]. Dominantna distribucija endofita sa
antimikrobnim potencijalom primeéena je medu biljnim porodicama Fabaceae, Lamiaceae,
Asteraceae 1 Araceae, ali su pojedini autori ukazali da to nije njihova jedina karakteristika [13,
34]. Stoga je primarna eksperimentalno generisana baza podataka koja se sastoji od endofita
koji rastu u simbiozi sa vrstom Pinaceae dodatno dopunjena literaturnim zapisima o bioloskim
testovima za iste endofitske vrste koje rastu na razli¢itim biljnim domacdinima, listopadnim
biljkama i zeljastim biljkama rasprostranjenim Sirom sveta u razli¢itim klimatskim zonama [12-
14, 17-21, 27-30, 34-35, 52-53, 58]. U obzir je uzet ukupan broj od 18 porodica biljnih
domacina 1 59 endofitnih vrsta. Posmatrane su razliCite endofitske vrste oznafene kao
kvantitativne varijable u skupu podataka u odnosu na njihove aktivnosti prema bakterijama,
multirezistentnim patogenima Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia
coli. Zbog raznolikosti u pristupima koji se koriste za procenu antibakterijskog potencijala,
pocetni podaci su shodno tome skalirani i sve metrike bioaktivnosti su stavljene na istu

bezdimenzionalnu skalu u rasponu od 0-100 [205]. Za proracun je koriS¢ena jednacina (12):

X—Xmin

X(skalirano) =100« (12)

Xmax—Xmin’

gde x(skalirano) predstavlja skaliranu vrednost izmerene bioaktivnosti u okviru koris¢ene
metode ispitivanja, Xmax predstavlja maksimalnu vrednost dobijenu za referentni antibiotski

lek 1 1 Xmin vrednost dobijenu za kontrolni uzorak koriS¢enjem iste metode ispitivanja.

Bez obzira na gore pomenutu raznolikost u merenju bioaktivnosti, analiza omogucava istovetno
izrazavanje kvalifikacije antibakterijskog potencijala kao niska, umerena ili visoka
bioaktivnost. Pored toga, taksonomska rasprostranjenost endofita u okviru carstva Fungi, roda

Ascomycota, je takode uzeta u obzir kao kvalitativna varijabla (endofitne vrste koje pripadaju
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23 porodicama). Odabir podataka je na dostupnosti pouzdanih eksperimentalnih i/ili literaturnih

zapisa [12-14, 17-21, 27-30, 34-35, 52-53, 58, 204].

PCA analiza koris¢ena je za istrazivanje formiranog skupa podataka i pronalaZzenje obrazaca u
podacima, kako bi se eventualno izdvojio ograniceni broj odgovarajucih kandidata za dalja
istrazivanja. Dakle, za potrebe PCA analize, pojedine vrste gljiva uvezene sa prethodno
opisanim kvalitativnim faktorima diverziteta, oznacene su kao nezavisno promenljive (eng.
observations), dok su u formiranom skupu podataka parametri antimikrobne aktivnosti
oznaceni kao kvantitativne varijable. PCA analiza je izvrSena u softveru Microsoft Excel verzija

2016 sa ekstenzijom XLStat 2019.

Odabrani podaci za PCA analizu predstavljeni su u tabeli 3-1.

Tabela 3-1 Podaci korisceni za analizu glavnih komponenti — PCA
Skalirana aktivnost L Familija biljke
Vrsta endofita — ‘ — Familija endofita domadina
. coli S. aureus  P. aeruginosa
Phoma herbarum 28,148 0,112 0,100 Didymellaceae Pinaceae
Eutypella parasitica 11,561 0,112 0,100 Diatripaciae Pinaceae
Diplodia 10,346 0,112 0,100 Botryosphaeriaceae Pinaceae
Dothiorella iberica 6,603 0,112 0,100 Botryosphaeriaceae Pinaceae
BOt:%(;zllZfaeria 11,801 0,112 0,100 Botryosphaeriaceae Pinaceae
Dothiorella parva 7,781 0,1117 0,100 Botryosphaeriaceae Pinaceae
Hypoxylon Adans 43,309 51,918 0,100 Hypoxylaceae Pinaceae
Nectria galigena 38,878 0,112 0,100 Nectriaceae Pinaceae
Ustulina deusta 37,231 0,112 0,100 Xylariaceae Pinaceae
Gremmen iella 36,762 0,112 0,100 Helotiaceae Pinaceae
abietina
Chalara fraxinea 46,468 0,112 0,100 Helotiaceae Pinaceae
Biscognl'lclu)gia 22,367 20,633 0,100 Xylariaceae Pinaceae
nummularia

Phomopsis theicola 19,276 31,657 0,100 Valsaceae Pinaceae
Sphaeropsis sapinea 26,052 0,112 0,100 Botryosphaeriaceae Pinaceae
Epicoccum nigrum 56,719 63,836 0,100 Didymellaceae Pinaceae
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Vrsta endofita

Skalirana aktivnost

Familija endofita

Familija biljke

domacina

E. coli S. aureus  P. aeruginosa
Diaporthe viticola 49,971 0,112 0,100 Diaporthaceae Pinaceae
Bjerkandera adusta 31,565 0,112 0,100 Meruliaceae Pinaceae
Phomopsis 7,915 15,829 0,100 Valsaceae Pinaceae
Alternaria alternata 8,068 0,112 0,100 Pleosporaceae Pinaceae
Phoma 53,024 0,112 0,100 Didymellaceae Pinaceae
Strobilurus 47,856 0,112 0,100 Physalacriaceae Pinaceae
Cadop h ora luteo- 2,861 0,112 0,100 Herpotrichiellaceae Pinaceae
olivacea

Hypoxylon howeanum 4,316 0,112 0,100 Hypoxylaceae Pinaceae
bruOr]z) ’fleifo)g?ggl m 6,938 54,153 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
Ophiostoma piceae 26,933 59,667 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
Grosmannia cucullata 41,184 0,112 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
g?ggg})‘le’;ﬁf 9,2641 0,112 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
Gros m clzln ’;ia 16,806 0,112 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae

panicillata
Ceratocystis polonica 23,678 0,112 0,100 Ceratocystidaceae Pinaceae
Leptographium 31,001 0,112 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
Ophiostoma fuscum 54,304 0,112 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
Cem;(;l.c’f;tté()p sis 54,402 0,112 0,100 Ceratocystidaceae Pinaceae
Chaetomium 48,315 0,112 0,100 Chaetomiaceae Pinaceae
Coniochaeta 45,597 0,112 0,100 Coniochaetaceae Pinaceae
Fusarium 39,366 0,112 0,100 Nectriaceae Pinaceae
Graphium 32,580 0,112 0,100 Papilionidae Pinaceae
Hyalodendriella 36,207 0,112 0,100 Hyaloscyphaceae Pinaceae
Hypocrea 40,687 0,112 0,100 Hypocreaceae Pinaceae
Op hioszz;?}l;l;th novo- 29,354 0,112 0,100 Ophiostomataceae Pinaceae
Rhizoctonia butinii 20,099 0,112 0,100 Ceratobasidiaceae Pinaceae
Diplodia seriata 43,080 0,112 0,100 Botryosphaeriaceae Pinaceae
Pezicula eucrita 9,524 14,286 0,100 Dermateaceae Pinaceae
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Skalirana aktivnost

Familija endofita

Familija biljke

Vrsta endofita E.coli  S.aureus P.aeruginosa domacina
Phomopsis 9,524 9,524 0,100 Valsaceae Rhizophoraceae
Phomopsis 9,524 0,112 4,762 Valsaceae Salicaceae
Phomopsis 9,524 9,524 0,100 Valsaceae Apocynaceae
Phomopsis 9,524 9,524 0,100 Valsaceae Anacardiaceae
Phomopsis 9,524 9,524 4,762 Valsaceae Fabaceae
Phomopsis 14,286 9,524 0,100 Valsaceae Asteraceae
Phomopsis 42.857 9,524 0,100 Valsaceae Cistaceae
Phomopsis 14,286 9,524 0,100 Valsaceae Calophyllaceae

Botar;)g;zgdhglaeria 9,524 9,524 0,100 Botryosphaeriaceae Nyssaceae

Phoma 9,524 9,524 4,762 Didymellaceae Commelinaceae
Phoma 9,524 9,524 4,762 Didymellaceae Araceae
Phoma 9,524 9,524 0,100 Didymellaceae Poaceae
Phoma 9,524 9,524 4,762 Didymellaceae Plantaginaceae
Phoma 9,524 9,524 4,762 Didymellaceae Taxaceae
Phomopsis 9,524 47,619 0,100 Valsaceae Moraceae
Phomopsis 9,524 9,524 0,100 Valsaceae Clusiaceae
Botg)(/) ?Z%Izeaaeria 14,286 19,048 0,100 Botryosphaeriaceae Meliaceae

PCA analiza ima sposobnost da rekonstruiSe 1 istovremeno kompresuje izvorni skup podataka
pronalaZzenjem niZe dimenzionalne linearne projekcije visokodimenzionalnih originalnih
podataka. Ovo se postize stvaranjem ograni¢enog broja novih medusobno ortogonalnih osa ili
promenljivih poznatih kao glavne komponente (PC). Ove PC medusobno nisu u korelaciji i
izrazavaju veci deo ukupne promenljivosti u originalnom skupu podataka. Na taj nacin se
postize smanjenje broja dimenzija u PCA bez veceg gubitka informacija. Tokom PCA analize,
korelacije izmedu ispitivanih varijabli odredene su na osnovu vrednosti Pearson-ovog
koeficijenta korelacije, koji procenjuje postojanje linearnog odnosa izmedu dve kvantitativne
varijable sa nivoom znacajnosti a = 0,95 1 nivoom verovatnoc¢e p < 0,05. Svaki PC je zatim
okarakterisan vektorom poznatim kao eigenvector, dok je varijansa duz vektora opisana kroz

eigenvalue vrednost. Prema Kaiser-ovom pravilu, razmatran je samo PC Cije eigenvalue
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vrednosti prelaze 1,0. Svaki PC je dodatno okarakterisan putem karakteristi¢nih loading
vrednosti koje su graficki predstavljane u dvodimenzionalnom prostoru 1 sluzile su za analizu
medusobnog poloZaja promenljivih i1 njihove korelacije (varijable koje su najblize jedna drugoj
i daleko su od koordinatnog pocetka u snaznoj pozitivnoj korelaciji ili direktno proporcionalne,
dok su promenljive nasuprot jedna drugoj u negativnoj korelaciji ili obrnuto proporcionalne)
[93, 95-97, 204-205]. Na osnovu rezultata analize PCA 2D dijagrama, tumaceni su obrasci u
posmatranim podacima, sli¢nosti i razlike izmedu grupa podataka, i kona¢no, definisani su
faktori klju¢ni za pojavu bioaktivnosti endofitnih gljiva, kao i selekcija najpotentnijih kandidata

za dalja istrazivanja.

3.2 Priprema endofitnog materijala
3.2.1 Oprema, materijali, hemikalije i reagensi

U svrhu izvodenja mikrobioloskih ispitivanja, zasejavanja endofita ili bakterija, 1 pripremu

ekstrakta endofita, koriS¢eni su:

e Endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane iz ¢etina bora (Katedra za Sumarstvo
i tehnologiju Biotehnoloskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Republika Slovenija)

e Krompir-dekstroza agar - PDA, nivoa Cistoe 200, proizvodaca Sigma-Aldrich
(Taufkirhen, Nemacka),

e Dihlorometan, ¢isto¢e > 99,0%, proizvodac Sigma-Aldrich (Tautkirhen, Nemacka),

e FEtanol, Cistoce > 99,9%, proizvodac Sigma-Aldrich (Taufkirhen, Nemacka),

e Metanol, Cistoce > 99,9%, proizvodac¢ Sigma-Aldrich (Taufkirhen, Nemacka)

e Homogenizator Ultra Turrax, proizvodac Tka (Staufen, Nemacka)

e Petrijeve Solje, proizvodac Sigma-Aldrich/Merck (Darmstat, Nemacka )

e Ultrazvuéno kupatilo Sonorex RK 52H, proizvoda¢ Bandelin (Berlin, Nemacka)

e Rotacioni vakuum uparivaé Rotavapor R-114, proizvoda Biichi (Flavil, Svajcarska)

e Najlon membrana, proizvodac Agilent Technologies (Santa Klara, SAD)

e Aluminijumska folija, proizvodac Profissimo DM (Karlsrue, Nemacka)

e Filter papir, proizvoda¢ Macherey-Nagel (Duren, Nemacka).
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3.2.2 Postupak pripreme endofitnih ekstrakata

Endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane iz Cetina bora obezbedila je Katedra za
Sumarstvo 1 tehnologiju Biotehnoloskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Slovenija. Dakle, u
istrazivanju su koriS¢eni uzorci endofitnih gljiva prisutnih u ¢etinarskim Sumama Slovenije koji
se nalaze u registru BiotehniCkog fakulteta Univerziteta u Ljubljani gde je izvrSena njihova
identifikacija 1 taksonomska klasifikacija. Zbog relativno sporog rasta u prirodnom izvoru,
endofitne gljive su bile izolovane iz odgovarajuceg biljnog materijala (npr. Cetine Cetinara) i
kultivisane na krompir-dekstroza agaru (PDA) i ostavljene da rastu na sobnoj temperaturi (oko
25 °C) tokom mesec dana posle cega je sadrzaj bio samleven i pomesan u homogenizatoru.
PDA je pripremljen rastvaranjem 8,4 g suve smeSe u 200 mL ultra Ciste vode, potom je izliven
u petrijeve Solje 1 ostavljen da oCvrsne u sterilnim uslovima. Zatim je uzorak sa endofitnim
gljivama zasejan na PDA plo¢ama i ostavljen da raste na sobnoj temperaturi (oko 25 °C) tokom
mesec dana posle ¢ega je sadrzaj Solje samleven i pomeSan u homogenizatoru Ultra Turrax (Ika,
Staufen, Nemacka). Ova procedura za uzgajanje endofita i posledi¢ne ekstrakcije sekundarnih

metabolita, preporucena je u vecini literarurnih izvoda [206-210].

Razlic¢iti rastvaraci za ekstrakciju sekundarnih metabolita su bili ispitivani. Medu njima,
prioritet je bio dat dihlorometanu i etanolu u skladu sa preporukama koje se uglavnom odnose
na dovoljno izrazene razlike u polarnosti i sledstveno sposobnosti ekstrahovanja potencijalnih
sekundarnih metabolita (broj ekstrahovanih bioaktivnih molekula i prinos ekstrakcije) [58].
Nakon procesa homogenizacije materijala sa naraslom endofitnom gljivom, usledilo je
odvojeno dodavanje po 50 mL ekstraktanta, dihlorometana ili apsolutnog etanola, u posebnim
sudovima 1 temeljno meSanje. Nakon toga, smeSe su podvrgnute uticaju ultrazvuka tokom 15
minuta, pokrivene tankom folijom 1 ostavljene tokom no¢i na sobnoj temperaturi da bi se
ekstrakcija postepeno odvijala. Zatim su smese filtrirane kroz filter papir, a rastvarac je uklonjen
pomocu rotacionog vakum uparivaca podesenog na 50 °C pri pritisku od 700 mbar. Nadalje,
dihlorometanski rastvor je u potpunosti uparen iz ekstrakta pomocu snizenog pritiska, dok je
uzorak etanolnog ekstrakta morao da se dodatno ostavi preko no¢i na sobnoj temperaturi kako
bi ostatak etanola i1 preostale vode mogli slobodno da ispare. Potom su oba suva ekstrakta
izmerena i odvojeno rastvorena u priblizno 5 ml smeSe metanola 1 ultra Ciste vode (50:50, v/v)

tako da je koncentracija oba ekstrakta bila priblizno po 8 mg/mL. Ova faza je poboljSana
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primenom ultrazvuka u trajanju od priblizno 10 minuta. Posle toga su oba uzorka filtrirana kroz

0,22 um najlon membrane (Agilent Technologies, Santa Klara, SAD) [58].

3.3

3.3.1

Tehnike za procenu bioaktivnosti
Oprema, materijali, hemikalije i reagensi

Escherichia coli (soj DH5-a) 1 Staphylococcus aureus (soj ACTC 10788) dobijeni iz
permanentnih kultura kultivisanjem u inkubatoru na 37 °C u Luria-Bertani (LB) bujonu
Dihlorometanski i etanolni ekstrakt endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane
iz Cetina bora, dobijeni prethodno opisanom metodom (Katedra za Sumarstvo i
tehnologiju Biotehnoloskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Republika Slovenija)
Luria-Bertani (LB) bujon, nivoa cistoce 200, proizvodac Sigma-Aldrich (Taufkirhen,
Nemacka),

Mueller-Hinton agar, nivoa Ccisto¢e 100, proizvodal Sigma-Aldrich (Taufkirhen,
Nemacka),

Dihlorometan, ¢isto¢e > 99,0%, proizvodac¢ Sigma-Aldrich (Tautkirhen, Nemacka),
Etanol, ¢isto¢e > 99,9%, proizvodac Sigma-Aldrich (Taufkirhen, Nemacka),

Metanol, Cistoce > 99,9%, proizvodac Sigma-Aldrich (Tautkirhen, Nemacka)
Ampicilin USP standardna substanca, Cistoce 99,3%, proizvodal Sigma-Aldrich
(Taufkirhen, Nemacka).

Dimetil sulfoksid (DMSO), ¢istoce > 99%, proizvodac Sigma-Aldrich (Taufkirhen,
Nemacka),

Speed Vac Plus, proizvodac¢ Savant, (Valtham, Sjedinjene Americke Drzave)

Cita¢ mikrotitarskih plo¢a Infinite M1000, proizvoda¢ Tecan (Grodig, Austria)
Inkubator, proizvoda¢ Thermo Electron, (Osterode, Nemacka)

Centrifuga minispin plus, proizvoda¢ Eppendorf (Hamburg, Nemacka)

Mikrotitarse ploce sa 96 mesta, proizvodac Sigma-Aldrich/Merck (Darm§tat, Nemacka)
Ependorf epice, proizvodac Eppendorf (Hamburg, Nemacka)

Petrijeve Solje proizvodac Sigma-Aldrich/Merck (Darmstat, Nemacka).

Nakon opseZznog pregleda literature, ustanovljena je antimikrobna aktivnost endofitnih gljiva

prema razli¢itim vrstama Gram-pozitivnih (G") i Gram-negativnih (G) bakterija. U inicijalnoj
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fazi, izvrSena je procena aktivnosti prema vrstama za koje je do danas najceSée potvrdena
aktivnost (vrste Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus) [58], a zatim je spektar
antimikrobnog delovanja bio proSiren testiranjem na patogenima koji su svrstani u tzv.
»ESKAPE*“ kategoriju (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species, Enterococcus
faecium, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii) po tome $to predstavljaju uzro¢nike
najveéeg broja bolniCkih infekcija, a pri tome uspesno odolevaju (eng. escape) dejstvu
antibiotika [12]. Ispitivanja antimikrobne aktivnosti su se izvrSla na Katedri za farmaceutsku

biologiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani.

3.3.2 Postupak odredivanja antimikrobne aktivnosti metodom mikrodilucije

Za odredivanje antibioloske aktivnosti pripremljenih ekstrakata Phomopsis species iz endofita,
izolovanog iz iglica Ccetinara, koriS¢ene su kulture Escherichia coli (soj DHS5-a) i
Staphylococcus aureus (soj ACTC 10788) dobijene iz permanentnih kultura kultivisanjem u
inkubatoru na 37 °C u Luria-Bertani (LB) bujonu. LB bujon za kultivaciju bakterija pripremljen
je rastvaranjem 8 g suve smese u 400 mL ultra Ciste vode. Zatim je pripremljena bakterijska
suspenzija tako Sto je 20 mL LB podloge dodato u posudu za centrifugiranje posle ¢ega su
Escherichia coli ili Staphylococcus aureus posebno zasejane iz permanentne kulture. Posuda

centrifuge je ostavljena preko no¢i u inkubatoru na 37 °C radi efektivne multiplikacije bakterija.

Pripremljeni su rastvori prethodno osusenog dihlorometanskog i etanolnog ekstrakta endofita u
smeSi metanola 1 vode i1 upotrebljeni za inicijalno ispitivanje antimikrobne aktivnosti
priemenom bujon mikrodilucionog testa [211-215]. Dakle, 2 mg dihlorometanskog i 2 mg
etanolnog suvog ekstrakta endofita su posebno rastvoreni u po 1 mL smeSe metanola i ultra
¢iste vode (50:50, v/v) 1 upotrebljeni za inicijalno ispitivanje antimikrobne aktivnosti u sklopu
mikrodilucijskog testa. Pre izvodenja ispitivanja mikrodilucije, rastvoreni ekstrakti endofita u
smesi metanola 1 ultra Ciste vode (50:50, v/v) su dodatno koncentrisani koris¢enjem Speed Vac

Plus do Zeljene zapremine, potrebne za mikrodilucijski test.

Bakterijske suspenzije su bile razblazene u LB bujonu radi podeSavanja odgovarajuce opticke
gustine izmedu 0,08 1 0,10 merenjem apsorbance smese na A = 600 nm [214-215]. Test
odredivanja antimikrobne aktivnosti je bio izveden na mikrotitarskoj ploci ispitivanjem u

duplikatu za aktivnost ekstrakta kao 1 za pozitivnu 1 negativnu kontrolu. Aktivnost ekstrakta je
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ispitivana u smesi od 90 pL rastvora suspenzije Escherichia coli ili Staphylococcus aureus u
LB bujonu 1 10 uL ekstrakta dobijenog na ve¢ opisani nacin [58]. Negativna kontrola je
pripremljena koriS¢enjem 90 pL rastvora suspenzije Escherichia coli ili Staphylococcus aureus
u LB bujonu i 10 pL smeSe metanola i ultra ¢iste vode (50:50, v/v). Pozitivna kontrola je
pripremljena mesSanjem 90 uL suspenzije Escherichia coli ili Staphylococcus aureus u LB
bujonu sa 1 puL 100 mg/mL rastvorom referntnog kontrolnog antibiotika ampicilina, koji je
rastvoren u 9 pL 50% (v/v) rastvora metanola u vodi. PredloZena ispitivanja su isplanirana na

osnovu podataka iz literature i prethodnih iskustava istrazivacke grupe prof. Strukelja [58].

Svi uzorci na mikrotitarskim plo¢ama su odmabh ispitivani pri apsorbanci od 600 nm i ostavljeni
preko no¢i na temperaturi inkubacije od 37 °C radi rasta bakterija i merene su takode sledeceg
dana da bi se detektovale sve promene u rastu bakterija. Promene apsorbance usled bakterijskog
rasta koriS¢ene su za izraCunavanje stope bakterijske inhibicije za svaki tip ekstrakta endofitne
gljive Phomopsis species. Odredivanje mikrobioloSke aktivnosti mikrodilucionim testom je

uradeno za svaki pripremljeni uzorak u duplikatu i izracunat je prosecni rezultat.

333 Postupak metode disk difuzije za odredivanje antibiotskog potencijala

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti je takode izvedeno 1 primenom difuzione metode na agaru.
Difuzioni metod je uglavnom planiran za potvrdu aktivnosti delova ekstrakata dobijenih
prikupljanjem frakcija nakon izvedenih eksperimenata preparativne hromatografije, a u cilju
povezivanja antimikrobne aktivnosti sa eventualno prisutnim pojedina¢nim komponentama
ekstrakta. Za potrebe ovih ispitivanja, kulture Escherichia coli i Staphylococcus aureus su bile
razblaZene u fizioloSkom rastvoru do gustine od 0,5 McFarland. Obe kulture su bile zasejane
na posebnim Mueller-Hinton agar plo€ama. Zatim je po 15 pL sakupljenih frakcija pikova 3, 4
1 5 dodato na odvojenim mestima na zasejanim Mueller-Hinton agar plo¢ama, dok je 15 pL
dimetil sulfoksida (DMSO) sluzilo kao kontrola na svakoj od petri ploca. Ploce su bile
inkubirane u termostatu na 37 °C u periodu 16-24 h nakon Cega je oCitavan pre¢nik zone

inhibicije rasta posle inkubacije za svaku frakciju pika [216-218].
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34 Optimizacija razdvajanja komponenati ekstrakta tankoslojnom
hromatografijom

34.1 Oprema, materijali, hemikalije i reagensi

e Dihlorometanski i etanolni ekstrakt endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane
iz Cetina bora, dobijeni prethodno opisanom metodom (Katedra za Sumarstvo i
tehnologiju BiotehnoloSkog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Republika Slovenija)

e Metanol, &istoce > 99,9%, proizvodaé Sigma-Aldrich (Stajnhajm, Nemacka)

e Amonijum hidroksid, proizvoda¢ Centrohem d.o.o. (Stara Pazova, Republika Srbija)

e TLC silica gel ploce tipa 60 RP-18 F254 u obliku aluminijumskih plo¢a dimenzija 5 x
10 cm, proizvodac¢ Merck (Darmstad, Nemacka)

e Aparatura za aplikaciju Nanomat-4, proizvoda¢ Camag (Mutenc, Svajcarska)

e Rotacioni vakuum uparivaé Rotavapor R-114, proizvoda¢ Biichi (Flavil, Svajcarska)

e Mikrolitarski Spric, proizvoda¢ Thermo Fisher Scientific (Valtam, SAD)

e TLC hromatografska komora twin-trough chamber, 10 x 10 cm, proizvodac Camag
(Mutenc, Svajcarska)

e UV lampa UV Cabinet 4, proizvoda¢ Camag (Mutenc, Svajcarska)

e Softverski paket za dizajn eksperimenata (DoE) Design expert 11.0.0, proizvodac Stat-
Ease (Mineapolis, Minesota, SAD).

3.4.2 Priprema endofitnog materijala

Nakon obavljenih hemijskih 1 mikrobioloskih analiza, iz endofitnog materijala vrste Phomopsis
species su ekstrahovana tri analita koja su ispoljila potencijal za antimikrobnu aktivnost. Nakon
procesa ekstrakcije analita iz sirovine endofita, upotrebljavani su upareni etanolni i
dihlorometanski rastvaraci iz faze ekstrakcije. Dobijeni ekstrakti rekonstituisani su u metanolu
tako da je ciljana koncentracija rastvora analita koji ispoljava antimikrobnu aktivnost 2 mg/ml

[204].

343 Postupak tankoslojne hromatografije

Kao deo aparature upotrebljen je TLC silica gel tipa 60 RP-18 F254 u obliku aluminijumskih

ploca dimenzija 5 x 10 cm 1 aparatura za aplikaciju ukupno 30 pL uzoraka upotrebom 10 puL

45



mikrolitarskog Sprica na rastojanju od 0,5 cm. Razdvajanje na tretiranim ploc¢icama je izvrSeno
u hromatografskoj komori koja je prethodno saturisana mobilnom fazom u trajanju od ukupno

20 minuta, a detekcija je izvrSena pod UV lampom nakon suSenja na talasnoj duzini od 254 nm.

3.43.1 Eksperimentalni plan

Eksperimentalni uslovi za svaki eksperiment su odredeni upotrebom rotirajuéeg centralnog
kompozicionog dizajna upotrebom softverskom paketa Design Expert 11.0.0 za dva ispitivana
faktora koji su, identifikovani kao statisticki znacajni, na osnovu preliminarnih rezultata, i za
koje se smatra potencijalno uti¢u na retenciono ponasanje analita. Ti identifikovani znacajni
faktori su: udeo metanola u mobilnoj fazi (%, v/v) i udeo amonijum hidroksida u mobilnoj fazi
(%, v/v). Eksperimentalni plan se sastojao od ukupno 9 eksperimenata i 3 ponavljanja u
centralnoj tacki. Variranje vrednosti oba ekperimentalna faktora na pet nivoa u okviru
eksperimetalnog plana je prikazano u tabeli 3-2, u kojoj su prikazane kodirane vrednosti (niza

(-1), visa (+1), nominalnia(0), donja alfa (-a) i alfa (+a)).
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Tabela 3-2 Eksperimentalni plan za centralni kompozicioni dizajn

Broj MeOH NH3
eksperimenta Faktor A (%, viv] Faktor B (%, viv]
1 -1 60,00 -1 4,00
2 +1 80,00 -1 4,00
3 -1 60,00 +1 6,00
4 +1 80,00 +1 6,00
5 -1,414 55,86 0 5,00
6 +1,414 84,14 0 5,00
7 0 70,00 -1,414 3,59
8 0 70,00 +1,414 6,41
9 0 70,00 0 5,00
10 0 70,00 0 5,00
11 0 70,00 0 5,00
12 0 70,00 0 5,00
35 Primena tankoslojne hromatografije za odredivanje deskriptora

lipofilnosti biomolekula endofitnih gljiva
3.5.1 Oprema, materijali, hemikalije i reagensi

e Dihlorometanski i etanolni ekstrakt endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane
iz Cetina bora, dobijeni prethodno opisanom metodom (Katedra za Sumarstvo i
tehnologiju BiotehnoloSkog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Republika Slovenija)

e Metanol, &istoée > 99,9%, proizvodac Sigma-Aldrich (Stajnhajm, Nemacka)

e Standardni antibiotik hloramfenikol, Ph. Eur. referentni standard

e Standardni antibiotik ciprofloksacin, Ph. Eur. referentni standard

e Standardni antibiotik ofloksacin, Ph. Eur. referentni standard

e Standardni antibiotik sulfacetamid, Ph. Eur. referentni standard

e Amonijum hidroksid, proizvoda¢ Centrohem d.o.o. (Stara Pazova, Republika Srbija)

e TLC silica gel ploce tipa 60 RP-18 F254 u obliku aluminijumskih plo¢a dimenzija 5 x

10 cm, proizvoda¢ Merck (Darmstad, Nemacka)
47



e Aparatura za aplikaciju Nanomat-4, proizvoda¢ Camag (Mutenc, Svajcarska)

e Mikrolitarski Spric, proizvoda¢ Thermo Fisher Scientific (Valtam, SAD)

e TLC hromatografska komora twin-trough chamber, 10 x 10 cm, proizvoda¢ Camag
(Mutenc, Svajcarska)

e UV lampa UV Cabinet 4, proizvoda¢ Camag (Mutenc, Svajcarska)

e Softverski paket za dizajn eksperimenata (DoE) Design expert 11.0.0, proizvodac Stat-
Ease (Mineapolis, Minesota, SAD).

3.5.2 Postupak primene tankoslojne hromatografije za odredivanje deskriptora
lipofilnosti biomolekula endofitnih gljiva

U istom TLC hromatografskom sistemu je analizirano ponasanje uzoraka ekstrakta endofita

koji sadrze analit 1 i 2, kao i odabranih standardnih antimikrobinih molekula: hloramfenikola,

ciprofloksacina, ofloksacina i sulfacetamid-natrijuma (Slika 3-1).
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Slika 3-1 Standardne antimikrobne molekule koriséene u TLC analizi
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Odabrani standardni antibiotici hloramfenikol, ciprofloksacin, ofloksacin i sulfacetamid-
natrijum su rastvoreni u metanolu tako da su dobijeni standardni rastvori koncentracije od 1
mg/ml. Zatim je na plocice sukcesivno nanoseno po 40 ul uzoraka ekstrakta endofita 11 2, kao
i po 10 pl rastvora standarda na medusobnom rastojanju od 0,5 cm pomocu mikrolitarskog
Sprica preko aparature za aplikaciju uzoraka. Potom su tretirane ploCice spustene u
hromatografsku komoru koja je prethodno bila saturisana parama mobilne faze u trajanju od 20
minuta. Uzorci su se razvijali na plo¢i u uzlaznom modu u kadici koja je prethodno bila zasi¢ena
parama mobilne faze tokom 15 minuta. Na osnovu prethodnih rezultata koji su dobijeni tokom
razvoja TLC hromatografske metode za analizu aktivnih komponenata endofitnog ekstrakta
Phomopsis speces, potvrdeno je optimalno retenciono ponasSanje analita primenom sastava
mobilne faze koja sadrzi zapreminski udeo metanola u opsegu od 60 do 80% (v/v). Za potrebe
odredivanja deskriptora lipofilnosti vodena faza imala konstantan sastav, odnosno zapreminski
udeo amonijum-hidroksida je u svim eksperientima bio 5% (v/v). Ovim su bili obezbedeni
uslovi da tokom odredivanja deskriptora lipofilnosti ne dolazi do promene jonizacionog stanja
ispitivanih analita, Sto bi posledicno moglo uticati na retenciono ponasanje i odredivanje
vrednosti deskriptora lipofilnosti. Eksperimentalni plan dobijen softverskim paketom za dizajn
eksperimenata Design expert 11.0.0 prikazan je u tabeli 3-3. Nakon procesa razvijanja
hromatograma i susenja, TLC hromatografske ploc€ice analizirane su upotrebom UV lampe na

talasnoj duzini od 254 nm i 366 nm.

Tabela 3-3 Eksperimentalni plan TLC hromatografske analize
Komponente Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
mobilne faze % viv (0} % viv (0} % viv (0}

Metanol 80 0,80 70 0,70 60 0,60

Voda 15 0,15 25 0,25 35 0,35

Amonijum- 5 0,05 5 0,05 5 0,05
hidroksid ’ ’ ’

Za razdvojena jedinjenja, izraCunavana je Rf vrednosti i vrednosti parametra Rm prema Bate-
Smith-ovoj 1 Vestall-ovoj jednacini, odnosno Rom vrednosti ekstrapolacijom na 0%

modifikatora organske mobilne faze u skladu sa jednacinom Soczevinskog-Vachmeistera. Na
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osnovu nagiba regresione krive, definisana je karakteristicna vrednost m koja predstavlja
specificnu hidrofobnost povrSine supstance u kontaktu sa stacionarnom fazom. Parametar
hidrofobnosti Cy, koji predstavlja zapreminski udeo organskog modifikatora u mobilnoj fazi za
Ry = 0, je bio izracunat kao odnos Ry 1 m [165-167]. U literaturi je pokazano da su svi
pobrojani hromatografski parametri u dobroj lineranoj korelaciji sa parametrima lipofilnosti
odredenim drugim metodama (racunarskim ili klasicnim) tako da su se koristili za dalje fizicko-

hemijsko profilisanje izolovanih jedinjenja.

3.6 Izolovanje i karakterizacija hemijske strukture komponenti iz
ekstrakta endofitnih gljiva

3.6.1 Oprema, materijali, hemikalije i reagensi

Za izvodenje hromatografskih analiza i sakupljanje frakcija koris¢eni su:

e Dihlorometanski ekstrakt endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane iz ¢etina
bora, dobijeni prethodno opisanom metodom (Katedra za Sumarstvo i tehnologiju
Biotehnoloskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Republika Slovenija)

e Metanol, ¢istoce > 99,9%, proizvodaé Sigma-Aldrich (Stajnhajm, Nemacka)

e Dionex Ultimate 3000 HPLC sistem sa DAD detektorom, proizvoda¢ Thermo Fisher
Scientific (Dreieih, Nemacka)

e Reverzno-fazna semi-preparativna Hypersil Gold kolona za HPLC sistem (C18, veli¢ina
Cestica 5 pm, duZina 150 mm, unutrasnji pre¢nik 10 mm), proizvoda¢ Thermo Fisher
Scientific (Dreieih, Nemacka)

e Acetonitril, ¢istoce 99,99%, proizvodac Sigma-Aldrich (Taufkirhen, Nemacka),

e 0,1% (v/v) rastvor mravlje kiseline u vodi, proizvoda¢ Sigma-Aldrich (Taufkirhen,
Nemacka)

e Rotacioni vakuum upariva¢ Rotavapor R-114, proizvoda¢ Biichi (Flavil, Svajcarska)

e Ependorf epice, proizvoda¢ Eppendorf (Hamburg, Nemacka).

Za izvodenje metode masene spektrometrije koris¢eno je:
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Dihlorometanski ekstrakt endofitne gljive vrste Phomopsis species izolovane iz Cetina
bora, dobijeni prethodno opisanom metodom (Katedra za Sumarstvo i tehnologiju
Biotehnoloskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani, Republika Slovenija)

Metanol, &istoée > 99,9%, proizvodaé Sigma-Aldrich (Stajnhajm, Nemacka)

Dionex Ultimate 3000 HPLC sistem sa DAD detektorom, proizvoda¢ Thermo Fisher
Scientific (Dreieih, Nemacka)

Reverzno-fazna semi-preparativna Hypersil Gold kolona za HPLC sistem (C18, veli¢ina
Cestica 5 um, duzina 150 mm, unutrasnji precnik 10 mm), proizvoda¢ Thermo Fisher
Scientific (Dreieih, Nemacka)

Softverski paket za dizajn eksperimenata (DoE) Design expert 11.0.0, proizvodac Stat-
Ease (Mineapolis, Minesota, SAD)

Rotacioni vakuum uparivaé Rotavapor R-114, proizvoda¢ Biichi (Flavil, Svajcarska)
Ependorf epice, proizvodac¢ Eppendorf (Hamburg, Nemacka)

Integrisani kvadruploni maseni analizator 1 analizator na bazi merenja vremena preleta
jona proizvedenih tehnikom elektrosprej jonizacije uzorka. (QTOF), proizvodac Waters
Micromass (MancCester, Ujedinjeno Krajevstvo).

Waters Ackuiti sistem te¢ne hromatografije pod ultra visokim pritiskom (UPLC),
proizvodac Waters (Milford, SAD)

Kolona Ascentis Express C18 HPLC (2 um, 50 mm x 2,1 mm), proizvoda¢ Sigma-
Aldrich /Merck (Darmstad, Nemacka)

Komprimovani azot gas, &istoée 99.999%, proizvodaé Messer (Crnude, Slovenia)
Argon (kolizioni gas), Gistoée 99.995%, proizvoda¢ Messer (Crnuée, Slovenia)
Softverski paket za obradu podataka Mass Link v 4.1, proizvoda¢ Micromass
(Mancester, Ujedinjeno Kraljevstvo).

Agilent Technologies 5975C MS sistem, proizvodal Agilent Technologies, (Santa
Klara, SAD) u sprezi sa Agilent Technologies 6890N GC sistemom, proizvoda¢ Agilent
Technologies (Santa Klara, SAD)

HP-5 5% fenil metil siloksan, Agilent 19091J-433 kolona, (unutra$nji precnik 0,25 mm,
duzina 30,0 m, debljina filma 0,25 mm, format kolone 7 inca), proizvodal Agilent
Technologies (Santa Klara, SAD)

Helijum gas, Cistoce 99,999%, proizvodac¢ Sigma-Aldrich (Tautkirhen, Nemacka).
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Za izvodenje metode nuklearne magnetne rezonantne spektroskopije koris¢eno je:

e Ascend 400 (400 MHz) spektrometar, proizvodac Bruker (Bilerika, SAD)

e Rotacioni vakuum uparivaé Rotavapor R-114, proizvoda¢ Biichi (Flavil, Svajcarska)

e Deuterisani hloroform, Ccisto¢e 99,9%, proizvoda¢ Sigma-Aldrich (Taufkirhen,
Nemacka)

e Tetrametilsilan kao interni standard, Cistoe > 99,99%, proizvodac Sigma-Aldrich

(Taufkirhen, Nemacka).

3.6.2 Postupak hromatografske analize i sakupljanja frakcija

Pre hromatografske i spektralne analize, 2 mg uparenog dihlorometanskog ekstrakta endofita
rastvoreno je u 1 mL metanola i ultra Ciste vode (50:50, v/v). Izolovanje i sakupljanje
komponenti iz endofitnog ekstrakta izvrSeno je na Dionex Ultimate 3000 HPLC sistemu
opremljenog DAD detektorom i binarnom pumpom. Razdvajanje je postignuto na reverzno-
fazni semi-preparativni Hypersil Gold koloni za HPLC sistem (C18, veli¢ina Cestica 5 um,
duzina 150 mm, unutra$nji precnik 10 mm) na 25 °C. Pre analize uzorci su odrzavani na 10 °C
u autosampleru. Injekciona zapremina iznosila je 100 pL. Program gradijentne elucije sadrzao
je acetonitril kao mobilnu fazu A 1 0,1% rastvor (v/v) mravlje kiseline u vodi kao mobilnu fazu
B. Gradijentni program je zapoceo sa 95% (v/v) mobilne faze B. Tokom 28 minuta, procenat
mobilne faze B smanjivao se do 5% (v/v), nakon ¢ega je procenat mobilne faze B povrac¢en na
pocetni odnos u toku od 0,05 minuta. Kolona je zatim ponovo ekvilibrirana, tako da je ukupno
vreme izvodenja pojedinacne analize iznosilo 40 minuta pri protoku od 2 mL/min. Detektovanje
je vrseno istovremeno, merenjem apsorbance na talasnoj duzini od 220 nm, 235 nm, 254 nm 1
285 nm kako bi se osiguralo registrovanje svih mogucih komponenti sa razli¢itim spektralnim

svojstvima.

Postupak sakupljanja frakcije obavljen je na uzorku uparenog dihlorometanskog ekstrakta
Phomopsis species rastvorenom u 50% (v/v) rastvoru metanola u vodi, koriS§¢enjem ranije
pomenute hromatografske metode na Dionex Ultimate 3000 HPLC sistemu sa DAD
detekcijom. U Eppendorf epicama je ru¢no sakupljeno pet izraZenih pikova iz hromatograma

pri vremenima retencije od oko 12,88 min, 13,67 min, 14,40 min, 16,02 min 1 17,13 min.
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Rastvarac iz posebnih frakcija pikova uklonjen je koriS¢enjem rotacionog uparivaca podesenog

na 50 °C pri pritisku od 700 mbar, a rezidui uparenih pikova koris¢eni su za dalja ispitivanja.

3.6.3 Postupak masene spektrometrije

Spektralne metode, zasnovane pre svega na primeni masene spektrometrije (eng. Mass
spectrometry, MS) 1 nuklearne magnetne rezonantne spektroskopije (eng. Nuclear magnetic
resonance spectroscopy, NMR) nadovezivale se na rezultate razdvajanja i izolovanja pojedinih
komponenata ekstrakata gljiva primenom te¢ne hromatografije (eng. Liquid chromatography,
LC) 1 gasne hromatografije (eng. Gass chromatography, GC). LC-MS analiza je izvrSena na
Katedri za analitiku lekova Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulteta i Institutu Jozef
Stefan u Ljubljani, GC-MS analiza na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, a
snimanje NMR spektara na Katedri za organsku hemiju Univerziteta u Beogradu —

Farmaceutskog fakulteta.

Za potrebe izvodenja ovih eksperimenata, ta¢na masa uparenog ckstrakta endofita je bila
rastvorena u smesi metanola i ultra iste vode (50:50, v/v). Izolovanje i sakupljanje komponenti
iz endofitnog ekstrakta je izvedeno na dostupnom Dionex Ultimate 3000 HPLC sistemu
opremljenog DAD detektorom i1 binarnom pumpom. Hromatografsko razdvajanj je bilo
izvedeno na reverzno-faznoj semi-preparativnoj Thermo scientific Hypersil Gold koloni (C18,
veli¢ina Cestica 5 um, duzina 150 mm, unutrasnji pre¢nik 10 mm) termostatiranoj na 25 °C. Pre
analize, uzorci su bili odrZzavani na stabilnoj temperaturi u autosampleru. Maksimalna
zapremina uzorka od 100 pL je injektovana. Primenom DoE, optimizovan je program
gradijentne elucije sa acetonitrilom kao mobilnom fazom A 1 0,1% rastvorom (v/v) mravlje
kiseline u vodi kao mobilnom fazom B. Prema planu eksperimenata za centralni kompozicioni
dizajn (eng. Central composite design, CCD) preuzetom iz softvera Design Expert 11.0.0
sprovodeni su eksperimenti u kojima su se menjali pocetni i krajnji udeo mobilne faze A, vreme
trajanja gradijenta 1 protok mobilne faze, a zatim su analizom dobijenih matematickih modela
3D dijagrama povrSine odgovora sistema koji opisuju hromatografsko ponaSanje svih
registrovanih pikova komponenata ekstrakata definisani optimalni uslovi za njihovo
hromatografsko razdvajanje i posledicno prikupljanje pojedinacnih frakcija. Detektovanje
prisutnih komponenata iz ekstrakata je bilo izvr§eno merenjem apsorbance na talasnoj duzini

od 220 nm, 235 nm, 254 nm 1 285 nm istovremeno kako bi se osiguralo registrovanje svih
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mogucih komponenti sa razli¢itim spektralnim svojstvima. Postupak sakupljanja frakcija je
obavljen na uzorku ekstrakta dobijenom iz prethodne faze istrazivanja koji je najpre uparen na
rotacionom uparivacu (50 °C pri pritisku od 700 mbar), pa ponovo rastvoren u smesi metanola

1 vode.

LC-MS analize su bile izvedene uz primenu hibridnog masenog analizatora u kome su
integrisani kvadruploni maseni analizator i analizator na bazi merenja vremena preleta jona
proizvedenih tehnikom elektrosprej jonizacije uzorka. (QTOF). Maseni spektrometar je
povezan sa Waters Ackuiti sistemom tecne hromatografije pod ultra visokim pritiskom (eng.
Ultra high pressure liquid chromatography, U(H)PLC) na kome je bila postavljena kolona
Ascentis Express C18 HPLC (2 pm, 50 mm x 2,1 mm). Komprimovani azot je bio koris¢en kao
gas za suSenje 1 za rasprSivanje uzorka. Protok gasa za rasprSivanje je bio podeSen na 20 L/h, a
desolvacionog gasa na 600 L/h. Napon konusa od 20 V i kapilarni napon od 3,0 kV su koris¢eni
u rezimu formiranja pozitivnih jona, odnosno 2,5 kV u rezimu negativne jonizacije.
Temperatura desolvatacije je bila podesena na 300 °C, a temperatura jonskog izvora na 100 °C.
MS spektri su se snimali u opsegu m/z vrednosti od 50-1000 u vremenu skeniranja 0,2 s i
vremenu trajanja 0,025 s. Za MS/MS eksperimente, argon je bio koriS¢en kao kolizioni gas pod
pritiskom od 2 x 107> mbar. Spektri jona proizvoda su bili generisani pri energijama sudara od

15 V. Za obradu podataka koristi¢en je softver Mass Link v 4.1.

Analize metodom masene spektrometrije su izvrSene na Agilent Technologies 5975C MS
sistemu u sprezi sa Agilent Technologies 6890N GC sistemom. Pocetna temperatura pe¢i GC
sistema bila je 60 °C, a maksimalna temperatura 325 °C. Prednji dovod sistema je podeSen na
rezim za odnos razdvajanja 10:1, dok je pocetna temperatura podesena na 200 °C, pritisak na
14,47 psi, a protok razdvajanja je bio 10,0 mL/min. Razdvajanje je izvrSeno na Agilent
Technologies HP-5 5% fenil metil siloksan, Agilent 19091J-433 koloni, (unutrasnji precnik
0,25 mm, duzina 30,0 m, debljina filma 0,25 mm, format kolone 7 inc¢a), a helijum gas je
upumpavan pri brzini protoka od 1 mL/min. Pri ovim uslovima, izvrSena je optimizacija
dodatnih parametara koji mogu uticati na efikasnost separacije: ukupno vreme razdvajanja,
pocetna i maksimalna temperatura peci, poetna tremperatura i pritisak. Frakcije pikova
sakupljene semi-preparativnom HPLC analizom sa koncentracijom od 0,1 mg/ml uvedene su u

GC-MS sistem injektiranjem zapremine od 1 pl, a ukupno vreme izvodenja bilo je 44 minuta.
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Rezim jonizacije bio je udar elektrona pri 70 eV. Parametar niskog masenog skena za MS bio

je 10, dok je parametar visokog masenog skena bio 550.

3.6.4 Postupak nuklearne magnetne rezonantne spektroskopije

Za dobijanje spektra nuklearne magnetne rezonance (NMR) na Bruker Ascend 400 (400 MHz)
spektrometru, frakcije pikova sakupljene semi-preparativnom HPLC analizom uparavane su na
rotacionom uparivacu Rotavapor R-114, a suvi sadrzaj, tezine oko 5 mg, je rastvoren u 250 pL.
deuterohloroforma. NMR spektri su zabelezeni na 25 °C, a hemijska pomeranja su prikazana u
delovima na milion (eng. Parts per milion - &) u poredenju sa tetrametilsilanom kao internim

standardom.

3.7 In silico procena fiziCko-hemijskih parametara i prediktora bioloske
aktivnosti komponenti ekstrakta endofitnih gljiva

3.71 Oprema

Za potrebe in silico procene fizicko-hemijskih parametara i prediktora bioloske aktivnosti
komponenata ekstrakta endofitnih gljiva upotrebljen je softverski paket:

e Marvin Sketch 4.1.13, proizvoda¢ ChemAxon (Budimpesta, Madarska)

e SwissADME verzija iz 2021. godine, proizvodaé Svajcarski Institut za Bioinformatiku
(Lozana, Svajcarska)

e ACD/i-lab verzija 2.0, proizvodac¢ ACD/Labs (Toronto, Kanada).

3.7.2 Postupak in silico procene fizicko-hemijskih parametara i prediktora bioloske

aktivnosti komponenti ekstrakta endofitnih gljiva

Svrha eksperimenata u ovoj fazi istraZivanja je bila procena toksikoloskih i farmakokineti¢kih
parametara upotrebom in silico metoda za aktivne sekundarne metabolite endofitne gljive
Phomopsis species poreklom iz Cetina Cetinara u Sloveniji. ADME parametri su izraCunavani
za jedinjenja oznacena kao 325-3 1 325-5 Molekularne strukture ispitivanih analita iz endofitnih

gljiva su prikazane na slici 4-16.

Logaritam podeonog koeficijenta (logP) izraCunavan je pomocu ra¢unarskog programa Marvin
Sketch 4.1.13. Dodatno su vrednosti deskriptora lipofilnosti za pravilo Lipinskog i Ghose

pravilo dobijeni in silico primenom programa SwissADME. Volumen distribucije, Veber-ovo
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pravilo, kao i procenat vezivanja ispitivanih jedinjenja za proteine plazme odredivani su
pomocu softvera ACD/i-lab, preko kojeg su takode izraCunavane i vrednosti toksikoloskih

parametara za dve vrste glodara (za misa i pacova) u zavisnosti od nac¢ina aplikacije supstance.

3.8 Doking simulacije

3.8.1 Oprema
Za izvodenje doking simulacija kori$¢eni su programi:

e Baza podataka za proteine: RCSB Brookhaven Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) [219]

e Microsoft Excel verzija 2016 sa ekstenzijom XLStat 2019, proizvoda¢ Microsoft
(Redmond, Vasington, SAD)

e Chem Draw Ultra verzija 7.0.0, proizvoda¢ Cambridgesoft (Valtam, SAD)
e CS Chem 3D Ultra verzija 7.0.0 proizvoda¢ Cambridgesoft (Valtam, SAD)
e UCSF Chimera verzija 1.15, proizvoda¢ Univerzitet u Kaliforniji (San Francisko, SAD)

e AutoDock program verzija 4.2, proizvodac Istrazivacki institut ,,Scripps (La Hola,
SAD)

e AutoDockTools verzija 1.5.6. i AutoGrid algoritam, proizvodac Istrazivacki institut
,,Scripps “ (La Hola, SAD)

3.8.2 Postupak izvodenja doking simulacija

Opste je poznato da mnogi antimikrobni lekovi izrazavaju svoj efekat kroz specificnu
interakciju sa ciljnim receptorima prisutnim na mikroorganizmima [220-221]. Danas u skladu
sa eksperimentalnim in vitro testiranjem aktivnosti i interakcije izmedu liganda i receptora, kao
1 zbog dostignuca u oblasti racunarskih nauka, omogucena je jedinstvena prilika za dizajniranje
lekovitih supstanci potpomognuta racunarskim tehnikama 1 moguénos¢u simulacije interakcije
aktivnih struktura i receptora [120, 222-224]. In silico metode omogucavaju skrining velikog
broja potencijalnih kandidata za lekove i uvodenje principa racionalizacije farmaceutskih

istrazivanja koje je bazirano na podacima.

Imajuéi u vidu ovu ¢€injenicu, kao 1 ve¢ dokazanu aktivnost biomolekula endofitnih gljiva iz
roda Phomopsis, koje rastu na iglicama Cetinara, protiv Staphylococcus aureus 1 Escherichia
coli [204], predlozena studija uzela je u obzir zajednicke ciljne receptore poznatih antibiotika
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povezanih sa ovim patogenima. Odlu¢eno je da se antimikrobna aktivnost protiv G* bakterije
Staphylococcus aureus ispita upotrebom receptora: 3VSL (penicilin vezujuéi protein 3 iz
meticilin rezistentne bakterije Staphylococcus aureus), 3G7B (Staphylococcus aureus giraza B)
[225]1 1J1J (tirozil-tRNK sintetaza bakterije Staphylococcus aureus) [225]. Takode je receptor
3K3P iz bakterije Streptococcus mutans (apo-forma D-alanina: D-alanin ligaza) [226] ukljucen
kao bitan trag u daljem razumevanju otpornosti G* bakterija na ve¢ poznate lekove. Dodatno su
za procenu antimikrobne aktivnosti koriS¢eni cesto upotrebljavani receptori bakterije
Escherichia coli, kao najzastupljenijeg predstavnika G~ bakterija: 1FOK (1,9 A struktura
transferaze bakterije Escherichia coli) [227], 1IKZN (24 kDa domen izomeraze bakterije
Escherichia coli) [226] 14EMYV (struktura ATP inhibitora topoizomeraze bakterije Escherichia
coli) [227]. Pored toga, autori isticu i1 vaznost 1SHV receptora iz bakterije Klebsiella
pneumoniae (SHV-1 B-laktamaza) [227] kao dodatnu potencijalnu metu za inhibiciju G

bakterija.

Bioaktivne komponente oznacene kao 325-3 1 325-5 koriS¢ene su kao referenca za temeljnu
literaturnu pretragu za aktivnim sekundarnim metabolitima iz drugih sojeva Phomopsis species,
kao 1 za strukturalno sli¢ne bioaktivne komponente [14, 36-38, 54, 56-57, 228-230]. Odabran
je skup molekula koji se sastoji od fomoenamida i fomonitroestra, koji predstavljaju sekundarne
metabolite iz endofita Phomopsis species iz soja PSU-D15, za koji ve¢ postoje podaci o
umerenoj in vitro antibakterijskoj aktivnosti protiv bakterije Mycobacterium tuberculosis [14,
54]. Pet strukturno sli¢nih komponenti, hibridnih peptido-poliketida nazvanih kurvularidi A-E,
koji su dobijeni iz endofitne gljive Curvularia geniculate izolovane iz grana biljne vrste
Catunaregam tomentosa, su izabrani u daljem procesu zbog ve¢ potvrdene antifungalne
aktivnosti protiv gljivice Candida albicans [228)]. Ovaj set izabranih jedinjena je upotpunjen i
takozvanim komponentama 6 1 7 izolovanih iz endofitne gljive Phomopsis species iz biljne vrste
Notobasis syriaca, koje su takode pokazale znaCajnu antibakterijsku, antifungalnu 1 aktivnost
protiv algi [36]. Takode set odabranih struktura ukljucivao je i fomol izolovan iz endofita
Phomopsis species medicinske biljke Erythrina crista-galli, za koji je od skora takode

potvrdena antimikrobna aktivnost [229].
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3.8.2.1 Priprema receptora i ligandnih molekula za doking studiju

Doking studije, simulacije i evaluacije rezultata su bile izvedene koristeéi set okarakterisanih
strukturalno sli¢nih jedinjenja sa eksperimentalno potvrdenom aktivnosc¢u aktivnih komponenti
iz endofita Phomopsis spp., strukture poznatih antibiotika kao kontrolnih liganada (npr.
ampicilin), kao 1 kristalne strukture receptora dobijene iz Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) [219] baze koji su dokazano odgovorni za ispoljavanje antibioloske
aktivnosti (receptori 3G7B (Staphylococcus aureus giraza B), 3VSL (penicillin-vezujuéi
protein 3 iz meticilin-rezistentnog soja Staphylococcus aureus), 1FOK (1,9 A struktura
transferaze Escherichia coli), 1SHV (Klebsiella pneumoniae SHV-1 B-laktamaze), 4EMV
(struktura topoizomeraze ATP inhibitora Escherichia coli), 1J1J (tirozil-tRNK sintetaza soja
Staphylococcus aureus), 1KZN (24 kDa domen izomeraze soja Escherichia coli), 3K3P
(Streptococcus mutans apo-forma D-alanina: D-alanin ligaze)) [224-227] i receptora koji su u
literaturi oznaceni kao nova mesta za delovanje lekova koji mogu posluziti za prevazilazenje
problema rezistencije bakterija (npr. 6CYF receptor - sekrecijski sistemski protein tip III soja

Pseudomonas aeruginosa) [231].

Ligandi su bili pripremljeni za doking simulaciju upotrebom softverskog paketa Chem Draw
Ultra i CS Chem 3D Ultra ¢ime su sve testirane strukture bile iscrtane u softveru i energetski
minimizirane koriste¢i MOPAC algoritam sa 100 iteracija. Nakon toga, su energetski
minimizirane strukture bile pretvorene u zahtevani format za doking simulacije pomoc¢u UCSF
Chimera programa, i u€itane u AutoDock program verzija 1.5.6. sa ciljem izvodenja simulacija.
Za izvodenje doking studije, koriS¢en je program AutoDockTools verzija 1.5.6. Kako bi se
pripremile odabrane molekularne strukture za doking studiju, prvo se je uz upotrebu AutoGrid
algoritma izvrsilo preracunavanje 3D mreZe interaktivnih energija prema odabranom receptoru
(makromolekulu). Ovaj postupak je podrazumevao kreiranje kubi¢ne mreZe kako bi se
predstavila aktivna oblast u kojoj je potencijalna interakcija fleksibilnog liganda sa receptorom.
Ovi automatizovani doking eksperimentalni protokoli omogucavaju procenu slobodne energije
vezivanja liganada i1 receptora. Prema literaturnim podacima preporucena je upotreba
Lamarkijanovog genetskog algoritma u cilju identifikacije najboljih konformacija liganda
prilikom interakcije sa receptorom [232-233]. Potrebni doking parametri su bili podeSeni u

softveru za sprovodenje 100 nezavisnih doking simulacija za svaku kombinaciju odabranih
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receptora i liganada. U ovom slucaju, svaka doking simulacija se je izvrSavala izmedu
fleksibilnih liganada 1 staticnih receptora (makromolekula, odnosno proteina). Softver izvrSava
1 evaluira proces potencijalnog povezivanja liganda na receptoru, dok ligand nasumi¢no menja
konformaciju sa bilo kojim stepenom slobode. Na osnovu preporuka za evaluaciju doking
simulacija u literaturi, za pojedina¢nu simulaciju program izratunava energuju interakcije
liganda 1 receptora i to za svaku mogucu konformaciju liganda. Uobicajeni eksperimentalni
protokol upucuje na to da za dalje procene treba uzimati u obzir izracune samo za konformaciju
liganda sa najboljom srednjom vrednosc¢u kvadratnog odstupanja (RMSD) [234-236]. Za svaku
od struktura od interesa (ligand) je izvrSena doking simulacija u kombinaciji sa svakim od
receptora, §to je omogucilo procenu energija vezivanja i razumevanja orijentacije i interakcije
potencijalno vezanih molekula na receptor. Glavni kriterijumi za rangiranje eskperimenata za
svaku od kombinacija doking simulacije su bili: izracunata slobodna energija vezivanja, koja
zavisi od unutrasnje, intermolekularne i torzione slobodne energije liganda, kao i od moguénosti
uspostavljanja vodoni¢nih veza sa receptorom; potencijal za formiranje vodoni¢nih veza

izmedu liganda i receptora; izracunata konstanta inhibicije (Ki) i RMSD vrednost [237].

3.9 QSAR studije primenom pristupa baziranom na receptoru

3.9.1 Oprema

Za izvodenja QSAR studije primenom pristupa baziranom na receptoru (eng. receptor based
approach) kori$€eni su sledec¢i programi:

e Baza podataka za proteine: RCSB Brookhaven Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) [219]

e Chem Draw Ultra verzija 7.0.0, proizvoda¢ Cambridgesoft (Valtam, SAD)

e (S Chem 3D Ultra verzija 7.0.0, proizvoda¢ Cambridgesoft (Valtam, SAD)

e Marvin Sketch verzija 4.1.13, proizvoda¢ ChemAxon (Budimpesta, Madarska)

e Microsoft Excel verzija 2016 sa ekstenzijom XLStat 2019, proizvodac Microsoft
(Redmond, Vasington, SAD).

3.9.2 Postupak izvodenja QSAR studije primenom pristupa baziranom na receproru

Kako bi znacaj rezultata docking studija dobio dodano na svom znacaju, nagradeni su QSAR
modeli primenom pristupa baziranom na receptoru (eng. receptor-based) sa ciljem pouzdanog

predvidanja afiniteta vezivanja biomolekula za odredeni tip receptora. 1z sprovedenih docking
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studija na 3 reprezentativna receptora (1FOK - 1,9 A transferaza Escherichia coli, 3G7B -
Staphylococcus aureus giraza B 1 ISHV - B-laktamaza Klebsiella pneumoniae), iskoris¢eno je
10 parametara koji opisuju prirodu interakcije biomolekula sa receptorima (efikasnost liganda,
konstanta inhibicije, intermolarna energija, VAW HB desolvatacijska energija, elektrostaticka
energija, ukupna interna energija, torziona energija, nevezana energija, refRMS i broj
vodoni¢nih veza). Njima su pridruzeni molekulski deskriptori 12 jedinjenja (325-3, 325-5,
kulvularidi A-E, jedinjenja 6 1 7, fomol, fomoenamid i fomonitroestar) koji opisuju fizi¢ko-
hemijske karakteristike molekula i njihovu sklonost za stupanje u reakcije kao $to su particioni
koeficijent /logP, molekulska tezina i molekulski volumen koji opisuju tendencije ka
hidrofobnim interakcijama, zatim kvantum hemijski deskriptori poput energije najvise
okupirane molekulske orbitale (EHOMO), energije najnize neokupirane molekulske orbitale
(ELUMO), indeksa elektrofilnosti (@), hemijske tvrdoce molekula (7), hemijske mekoce
molekula (S) 1 hemijskog potencija (u) i drugi molekulski receptori koji karakterisu sklonost
molekula ka gradenju vodonic¢nih veza, stupanje u elektron donorske i akceptorske interakcije
1 elektrostaticke interakcije [238]. Prilikom izracunavanja molekulskih deskriptora, molekuli su
najpre prevedeni u konformacije koje su sadrzale minimum energije primenom MOPAC/AM1
metode u Chem 3D Ultra 7.0.0 programu, zatim su molekulski deskriptori izraunavani pomocu

Marvin Sketch 4.1.13 1 Chem 3D Ultra 7.0.0 programa.

Dakle, baza podataka pomocu koje je vr§eno modelovanje sadrzala je ukupno 37 parametara
koji su predstavljali ulazne podatke, dok je afinitet vezivanja za receptor bio izlazni podatak.
QSAR modeli su gradeni pomocu algoritma masSinskog ucenja baziranog na vesStackim
neuronskim mreZama. Za potrebe gradenja mreza, pocetni set podataka je podeljen na 3 dela za
potrebe treniranja, validacije i testiranja mreZe. Tokom treniranja kroz 1000 epoha, parametri
mreZe su optimizovani tako da se postignu najnize moguce vrednosti greske (eng. Root mean
square error, RMSE) za trening 1 validacioni set podataka. Dobijene su 3 pojedinacne mreze
za svaki od 3 izabrana receptora, koje su se sastojale od vise slojeva (ulazni, skriveni sa

razli¢itim neurona i izlazni sloj). Mreze su trenirane algoritmom povratnog prolaska greske.
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4 REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1 Evaluacija rezultata analize glavnih komponenti

Tokom PCA analize, korelacije izmedu ispitivanih varijabli su odredene preko vrednosti
Pirsonovog koeficijenta korelacije, kojim se opisuje jacina linearne veze izmedu dve
kvantitativne varijable sa nivoom znacajnosti o = 0,95 1 vredno$¢u verovatnoce p < 0,05.
Korelaciona matrica je predstavljena u tabeli 4-1. Svaka glavna komponenta (PC) je
okarakterisana kao ,,eigen-vektor (sopstveni vektor) varijanse — matrice kovarijanse, dok je

varijansa duz vektora poznata kao ,,eigen-vrednost (sopstvena vrednost) (Tabela 4-2 i Slika 4-

1.

Prva glavna komponenta (PC1) imala je najvecu eigen-vrednost od 1,305 i predstavljala je
maksimalan iznos varijabilnosti u skupu podataka od 43,510 %. Druga i tre¢a glavna
komponenta (PC2 i PC3) su imali sopstvene vrednosti od 1,006 1 0,689 i €inile su 33,520 % i
22,970 % varijanse u podacima, respektivno. Samo su eigen-vrednosti ve¢e od 1,0 smatrane
znacajnim deskriptorima varijanse podataka prema Kajzerovom pravilu [93, 95-96]. Treca
generisana glavna komponenta je imala manje eigen-vrednosti 1 stoga nije opravdala znacajnu
varijabilnost u podacima. Iz tog razloga su za dalje proucavanje kori§¢ene samo prve dve glavne
komponente sa kumulativhom varijabilno$¢u od 77,030%. Ovo je dobar rezultat, ali ipak je
preporucljivo biti oprezan sa tumacenjem mapa jer neke informacije mogu biti skrivene u

preostalim glavnim komponentama.

Tabela 4-1 Korelacioni matriks ispitivanih kvantitativnih varijabli
.. Skalirana vrednost Skalirana vrednost Skalirana vrednost
Varijabla . .
E. coli S. aureus P. aeruginosa
kali
Skalirana Vr.ednost | 0,052 L0303
E. coli
kali
Skalirana vrednost 0,052 1 0,017
S. aureus
Skalirana vrednost 0,303 0017 1

P. aeruginosa
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Tabela 4-2 Eigen-vektori i eigen-vrednosti generisanih glavnih komponenti (PC)

Glavna komponenta (PC) PC1 PC2 PC3
5 Skalirana vrednost E. coli -0,709 -0,052 0,703
=
V
Z Skalirana vrednost S. aureus 0,082 0,984 0,155
V
.20
& Skalirana vrednost P. aeruginosa 0,700 -0,168 0,694
Eigen-vrednost 1,305 1,006 0,689
Varijabilnost (%) 43,510 33,520 22,970
Kumulativna vrednost (%) 43,510 77,030 100,000
1,4 T
1,2 +
. g
é) 0,6 E
04 + §
x
0,2 +
0 4
Osa
Slika 4-1 Glavne komponente sa odgovarajuéim eigen-vrednostima

Vrednosti koje odgovaraju glavnim komponentama su izraunate iz korelacione matrice. Te
vrednosti predstavljaju znaajan doprinos varijabli ukupnoj varijabilnosti objasnjenoj
generisanim glavnim komponentama (Tabela 4-3). Specifi¢ni obrasci korelacije izmedu
testiranih varijabli se takode mogu vizualizovati koriS¢enjem analize dijagrama konstruisanih
za glavne komponente PC1 1 PC2 koji objasnjavaju znacajnu varijabilnost u ispitivanom skupu
podataka (Slike 4-2 1 4-3). Ovaj dijagram takode omogucava identifikaciju vaznih varijabli. Cilj
ove projekcije je da omogu¢i vizualizaciju poloZaja varijabli jedne u odnosu na drugu u
dvodimenzionalnom prostoru i njithovu odgovarajucu korelaciju. Varijable koje su najblize

jedna drugoj i udaljene od pocetka dijagrama su u pozitivnoj korelaciji (ili direktno
63



proporcionalne), dok su varijable suprotne jedna drugoj na dijagramu u negativnoj korelaciji
(ili obrnuto proporcionalne). Duzina strelice koja pripada promenljivoj takode definiSe jacinu
njene povezanosti sa glavnim komponentama. Dijagram takode moze objasniti odnose izmedu
dve varijable preko njihovog ugla od centra dijagrama. Koeficijent korelacije izmedu dve
varijable je definisan kao kosinus ugla izmedu njihovih odgovarajucih vektora na dijagramu.
Kosinus od 180° je 1, 1 stoga ukazuje na negativnu korelaciju. Na osnovu ovog matematickog
pravila, nekorelisane varijable su ortogonalne 1 javljaju se pod pravim uglom jedna u odnosu na
drugu jer je kosinus ugla izmedu njih od 90° jednak 0. Shodno tome, kosinus od 0° je 1, Sto
oznacava pozitivnu korelaciju izmedu promenljivih. Da bi se potvrdilo da je promenljiva dobro
povezana sa osom, analizirani su kvadratni kosinusi. Ako su kvadrati kosinusa date promenljive

blizu nule, rizik od pogresne interpretacije rezultata u smislu trendova na odgovarajucoj osi je

veéi (Tabela 4-3).

Tabela 4-3 Doprinosi, faktorska optereéenja i kvadrat kosinusa varijabli
Glavna komponenta (PC) PC1 PC2 PC3
- Skalirana aktivnost E. coli 50,318 0,268 49,414
2 S
i % Skalirana aktivnost S. aureus 0,672 96,919 2,409
3
> Skalirana aktivnost P. aeruginosa 49,011 2,813 48,176
= Skalirana aktivnost E. coli 50,318 0,268 49,414
53
=< 2 Skalirana aktivnost S. aureus 0.672 96.919 2.409
) b b b
"
Skalirana aktivnost P. aeruginosa 49,011 2,813 48,176
Skalirana aktivnost E. coli 0,657 0,003 0,341
= 3
'§ E Skalirana aktivnost S. aureus 0.009 0.975 0.017
> 8 b b b
X =
Skalirana aktivnost P. aeruginosa 0,640 0,028 0,332
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Slika 4-2 Dijagrami glavnih komponenti sa aktivnim varijablama (A) i zapaZanjima (B)
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Slika 4-3 Prikaz rezultata za glavne komponente
Legenda: 1: Didymellaceae, 2:Diatripaciae, 3: Botryosphaeriaceae, 4: Hypoxylaceae, 5: Nectriaceae,
6: Xylariaceae, 7: Helotiaceae, 8: Valsaceae, 9: Diaporthaceae, 10: Meruliaceae, 11: Pleosporaceae,
12: Physalacriaceae, 13: Herpotrichiellaceae, 14: Ophiostomataceae, 15: Ceratocystidaceae, 16:
Chaetomiaceae, 17: Coniochaetaceae, 18: Nectriaceae, 19: Papilionidae, 20: Hyaloscyphaceae, 21:

Hypocreaceae, 22: Ceratobasidiaceae, 23: Dermateaceae

Varijanse u PC1, koja objasnjavaju najvecu varijabilnost u skupu podataka, ukazuju na to da
imaju visok doprinos skaliranoj aktivnosti protiv Escherichia coli (0,81) 1 Pseudomonas
aeruginosa (0,80). Nasuprot skaliranoj aktivnost protiv Escherichia coli koje je pokazala
negativnu vrednost, skalirana aktivnost protiv Pseudomonas aeruginosa imala je pozitivnu
vrednost u skladu sa znakom znacajnog odnosa njihovog doprinosa varijabilnosti podataka.
PC2 je pokazala visoku pozitivhu vrednost opterecenja za skaliranu aktivnost protiv

Staphylococcus aureus (0,987), dok je doprinos drugih varijabli bio manje izrazen. Skalirana
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aktivnost protiv Staphylococcus aureus nije u korelaciji sa drugim varijablama, dok su skalirane
aktivnosti protiv Escherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa u jakoj negativnoj korelaciji.
Ovakav ishod se moze opravdati ¢injenicom da su Escherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa

su Gram negativne bakterije, dok je Staphylococcus aureus Gram pozitivna bakterija.

Dijagram analize glavnih komponenti je omogucio identifikaciju vaznih varijabli i njihovih
odnosa, dok su konacni rezultati takode pokazali da li su zapazanja sli¢na ili razlicita, tipicna
ili netipi¢na. Rezultati poredenja PC1-PC2 otkrili su tri razli¢ite grupe endofita (Slika 4-3).
Moze se zakljuciti da predstavnici endofitnih gljiva koje pripadaju porodicama 7, 10, 151 17
(Helotiaceae, Meruliaceae, Ceratocistidaceae, 1 Coniochaetaceae, respektivno) pokazuju
slicne profile bioaktivnosti koji su bili razli¢iti od porodica 2 1 3 (Diatripaciae and
Botryosphaeriaceae, respektivno). Endofitne gljive koje pripadaju porodici 8 (Valsaceae,
razliCite vrste roda Phomopsis) mogu se naéi u svakoj grupi i u jakoj su korelaciji sa svim
varijablama. Ova Cinjenica je dovela do sugestije da su zapazanja odrazavala mali uticaj biljnih
domacina sa kojima ove endofitne gljive formiraju simbiotske zajednice (istrazene su bile biljke
domacini iz porodica: Pinaceae, Rhizophoraceae, Salicaceae, Apocinaceae, Anacinaceae,
Anacardiaceae, Asteraceae, Asteraceae, Cariophilaceae 1 Moraceae). Ovaj zakljucak je u
skladu sa eksperimentalno generisanim podacima koji su dobijeni kori§¢enjem endofita koji
rastu na ¢etinama vrste Pinaceae i indeksima bioaktivnosti pronadenim u literaturnim zapisima
[12-14, 17-21, 27-30, 34-35, 52-53, 58, 204]. Nekoliko istupajucih vrednosti se takode mogu
videti u dijagramu zbog njihove visoke skalirane vrednosti aktivnosti prema Pseudomonas
aeruginosa. Ovo se moZze objasniti ukupnim iznosom varijabilnosti za PC1 1 PC2 (77,03%),
kao 1 relativno slicnom koli¢inom varijabilnosti za PC2 1 PC3 (33,52% 1 22,92%, respektivno),

Sto znaci da pojedina tumacenja mogla ostati skrivena u PC3.

Treba napomenuti da postoje ogranieni podaci za pojedine predstavnike unutar najvece grupe
u tabeli (razlic¢iti tipovi Phomopsis 1 Phoma vrsta) koja pokazuje aktivnost protiv Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, 1 Mycobacterium tuberculosis [12, 17,
36-38, 52-54, 56-57, 239]. Dodatno, postoje predstavnici iste grupe koji su pokazali drugu vrstu
bioaktivnosti - antifungalnu aktivnost protiv Candida albicans [54, 239]. Dakle, u skladu sa
ekspanzijom broja bakterijskih vrsta sa kojima bi u buducnosti mogla biti istrazivana

antimikrobna aktivnost, bilo bi dobro takode usmeriti napore i istrazivati nove antigljivicne
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agense medu biomolekulima. Ovo je jednako vazno pitanje poput ve¢ naglaSene otpornosti
bakterija posto je primeceno da se svet danas suoCava i rezistencijom gljivi¢nih infekcija na
poznatu terapiju. Izolacija i detaljniji pregled hemijskih struktura sekundarnih metabolita koji

poticu od ovih endofitnih gljiva bi verovatno otkrili vodece strukture aktivnih jedinjenja.

Prema njihovom polozaju na odgovaraju¢im kvandrantima na dijagramu, PCA analizom se
istice endofitna vrsta Phomopsis kao najpotentinija i time predstavlja dobar osnov za dalja
farmaceutska istrazivanja. Takode je pregledom literature potvrdeno je da je rod Phomopsis veé
prepoznat kao bogat izvor sekundarnih metabolita razliitih struktura kao S§to su
fomopscihalazin, citohalazin, konvolvulanska kiselina, izobenzofuranoni, oblongolid,
fomopsolid, fomodiol, fomoksanton i1 ksantonski dimeri, fomoenamid, fomonitroestar,
deacetilfomoksanton B, dicerandrol A, (1S, 2S, 4S)-p-mentan-1,2,4-triol, uridin, etil-2,4-
dihidroksi-5,6-dimetilbenzoat, fomopscilakton i niz poliketida. Za nekoliko od navedenih
jedinjenja je ve¢ dokazana antibakterijska, antialgalna i antifungalna aktivnost [12, 38, 54, 58,
239]. Zahvaljujuéi Sirokoj prirodnoj rasprostranjenosti Phomopsis vrste, ve¢ priznatim
pokazateljima njene bioaktivnosti i uz pomo¢ nalaza i rezultata rudarenja kroz podatke, trebalo
bi posti¢i produktivnije sakupljanje sirovog gljivicnog materijala i pripremu ekstrakata
bogatijih sekundarnim metabolitima. lako bakterije stalno menjaju mehanizme delovanja i
njihove karakteristike, ove endofitne gljive sa jedinstvenom strukturom svojih biomolekula

mogle bi da postanu dostojan protivnik u borbi sa sojevima bakterija koji su otporni na lekove.

4.2 Evaluacija antibiotske aktivnosti ekstrakta endofitnih gljiva

Odredivanje antibiotske aktivnosti dihlorometanskog ekstrakta prema Escherichia coli posle 24
h, vrSeno je metodom mikrodilucije i prosecna vrednost apsorbance bila je 0,4603 za negativnu
kontrolu, a 0,1590 za pozitivnu kontrolu. Dihlorometanski ekstrakt endofita Phomopsis species
je pokazao vrednost apsorbance od 0,2812. Stoga je zaklju€eno da je ovaj ekstrakt pokazao
stopu inhibicije od 59,44 9%. Isti set eksperimenata sa mikrodilucionim ispitivanjem
antimikrobne aktivnosti ponovljen je koriS¢enjem uparenog etanolnog ekstrakta endofita i oni
su takode ukazali na prisustvo antibakterijske aktivnosti. Osim toga, opazeno je da je etanolni

ekstrakt pokazao stopu inhibicije od 51,63 % prema Escherichia coli.
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U cilju dalje evaluacije odnosa izmedu koncentracije ekstrakta i nivoa antibiotske aktivnosti na
Escherichia coli, eksperiment odredivanja antimikrobne aktivnost mikrodilucijom je ponovljen
koris¢enjem dodatnih 4 nizih volumetrijskih odnosa dihlorometanskog ekstrakta posto je bolja
inhibiciona zavisnost opazena u poredenju sa etanolnim ekstraktom gljive. Negativna kontrola
u istim volumetrijskim odnosima je takode koriS¢ena u ovom eksperimentu. Stoga su uzorci
dihlorometanskog ekstrakta Phomopsis species pripremljeni tako da je procenat rastvora
dihlorometanskog ekstrakta Phomopsis species u suspenziji Escherichia coli u LB bujonu bio
oko 10 %, 5 %, 2,5 % ili 1 % (v/v). Iz rezultata je opazeno da je antibiotska aktivnost zavisila
od koncentracije prisutnog dihlorometanskog ekstrakta Phomopsis species. Konkretno,
prosecna vrednost apsorbance od 0,2812 izmerena je za 10 % (v/v) ekstrakt, 0,3305 za 5 %
(v/v) ekstrakt, 0,3275 za 2,5 % (v/v) ekstrakt i 0,3896 za 1 % (v/v) ekstrakt. Kao $to se
oc¢ekivalo, u uzorcima sa nizom koncentracijom ekstrakta, odnosno kontrolnog uzorka rast
Escherichia coli je bio izrazeniji. Osim toga, ¢ak je i uzorak sa najnizom koncentracijom
dihlorometanskog ekstrakta Phomopsis species takode ispoljio antibiotsko dejstvo u poredenju
sa negativnom kontrolom, $to se moZe zakljuciti iz prose¢ne vrednosti apsorbance za ekstrakt
(0,3896 pri 1 %, v/v) u poredenju sa prosecnom vrednoS¢u apsorbance za negativnu kontrolu
(0,4603). Na osnovu prikazanih podataka, izraCunato je da inhibiciona koncentracija

dihlorometanskog ekstrakta, koja unistava 50 % bakterija (IC50), iznosi 6,95 %.

Nadalje, isti postupak je jos jednom izveden radi procene antibakterijske aktivnosti ekstrakata
endofitnih gljiva prema Staphylococcus aureus posle 24 h inkubacije. Tokom preliminarnih
ispitivanja je primeceno da je etanolni ekstrakt pokazao visoku stopu inhibicije od 92,80 % na
rast Staphylococcus aureus. Sa druge strane, dihlorometanski ekstrakt nije pokazao primetnu
aktibakterijsku aktivnost prema Staphylococcus aureus. 1z tog razloga smo nastavili sa
odredivanjem antimikrobnog potencijala mikrodilucijskim testom isklju¢ivo sa etanolnim
ekstraktom endofita Phomopsis species. Uzorci za mikrodilucioni test su pripremljeni tako da
su koncentracije etanolnog ekstrakta Phomopsis species u finalnoj suspenziji Staphylococcus
aureus bile priblizno 10 %, 5 % 1 1 % (v/v). Iz rezultata je opaZena antibiotska aktivnost zavisna
od koncentracije ekstrakta. Konkretno, prosecna vrednost apsorbance od 0,1755 je izmerena za
10 % (v/v) ekstrakt, 0,1805 za 5 % (v/v) ekstrakt 1 0,2010 za 1 % (v/v) ekstrakt. Rezultat
apsorbance za negativnu kontrolu bio je 0,4655, a za pozivnu kontrolu 0,1530. Stavise, ¢ak je i

uzorak sa najniZzim ispitivanim razblazenjem od 1 % (v/v) etanolnog ekstrakta Phomopsis
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species imao izrazitu antibiotsku aktivnost u poredenju sa pozitivnom i negativnom kontrolom.
Iz raspolozivih podataka, izracunata je IC50 vrednost etanolnog ekstrakta Phomopsis species

za Staphylococcus aureus 1 1znosila je 1,30 %.

Ovi podaci idu u prilog hipotezi da biomolekuli iz istrazivanih endofitnih gljiva imaju potencijal
da postanu kandidati za nove antimikrobne lekove, imajuci u vidu rastuéi trend antibakterijske
rezistencije, poSto pokazana bioaktivnost moze da predstavlja dragocen doprinos sadasnjoj
antibakterijskoj terapiji. Na osnovu prikazanih podataka i imaju¢i u vidu buducu industrijsku
eksploataciju pripremljenih ekstrakata, mi smo nastavili sa detaljnom analizom komponenata
dihlorometanskog ekstrakta Phomopsis species koris¢enjem spektralnih i hromatografskih
alata, zbog njegove stabilnosti i olakSane pripreme uparenog ekstrakta u poredenju sa etanolnim
ekstraktom. Takode smo na osnovu prethodnog iskustva istrazivacke grupe [58], ocekivali da
bi potentniji sekundarni metaboliti mogli biti ekstrahovani iz fungalnog materijala kori§¢enjem

dihlorometana kao rastvaraca za ekstrakciju.

U svakom slucaju, sekundarni metaboliti uparenog etanolnog ekstrakta Phomopsis species
mogli bi biti predmet daljih analitickih istrazivanja koriS¢enjem metoda koje su predlozene u
ovom radu a koje smo razvili za karakterizaciju komponenti dihlorometanskog ekstrakta

Phomopsis species.

4.3 Optimizacija razdvajanja bioaktivnih komponenti ekstrakta
tankosojnom hromatografijom

Metodologija povrSine odgovora (eng. Response surface methodology, RSM) je prustup u
optimizaciji analitickih metoda koji predstavlja sastavni deo metodologije dizajna
ekperimenata. NajceS¢e se nadovezuje na primenu optimizacionih vrsta eksperimentalnog
dizajna, kao Sto su centralni kompozicioni dizajn 1 Boks-Behnken-ov dizajn. Grafickim
prikazom kvadratne zavisnosti izabranog odgovora sistema od jednog ili viSe faktora, dobija se
3D grafik povrSine odgovora i analizom njegovog izgleda mogu se odrediti optimalni, odnosno
poZeljni regioni odgovora sistema u zavisnosti od postavljenog cilja, koji moZze biti
minimizacija, maksimizacija odgovora sistema ili dobijanje ta¢no odredene ciljane vrednosti

[183].
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Centralni kompozicioni dizajn (eng. Central composite design, CCD) je vrsta dizajna koja
zahteva izvodenje 2P + 2k + C, eksperimenta, pri ¢emu je k broj varijabli, p je veli¢ina
razlomka, a Cp je centralna tacka eksperimentalnog domena [194-195]. CCD kombinuje puni
ili frakcioni faktorski dizajn (2%P), dizajn zvezde (2k aksijalnih tacaka) i centralnu tacku. U
centralnoj tacki se rade replikacije za potrebu procene eksperimentalne greske i izvodenje
ANOVA analize. Graficki prikaz plana eksperimenata prema CCD dizajnu za ispitivanje uticaja
tri faktora prikazan je na slici 4-4. U uglovima kocke, centru kocke kao 1 na pozicijama
oznacenim zvezdom nalaze se koordinate eksperimenata koje je potrebno izvesti. Koordinate u
ovom grafickom prikazu plana eksperimenata se tumace na isti nain kao u x-, y-, z-
matematiCkom koordinatnom sistemu, pri ¢emu se vrednosti nivoa faktora predstavljaju
pomocu kodiranih vrednosti. Udaljenost pojedinih tacaka od centra kocke (koordinate (0,0,0)
odgovara duzini kraka zvezde i moze biti jednaka 1, kada se govori o CCD orjentisanom ka
centru (eng. Face centered central composite design) prikazanom na slici 4-4 A, ili moze biti
jednaka poluprecniku kruznice koja opisuje kocku stranice 2, kada se govori o rotabilnom CCD

(eng. Rotatable central composite design) prikazanom na slici 4-4 B.

U ovoj disertaciji, koris¢en je CCD orjentisan ka centru. Plan eksperimenata je, zajedno sa
dobijenim rezultatima TLC eksperimaenata, prikazan tabelarno. Nakon razdvajanja analita na
TLC plocama, izvrSen je proces detekcije hromatografskih mrlja pod UV lampom, lenjirom je
mereno rastojanje koje su analiti 1 moblna faza presli i potom su izraCunavane Rf vrednosti.
Dobijene Rf vrednosti analita 1, 2 1 3 su prikazani u tabeli 4-4, zajedno sa ispitivanim faktorima
(udeo metanola, odnosno amonijum-hidroksida u mobilnoj fazi), kao 1 razlike izmedu Rf
vrednosti kojima se opisuje razdvojenost susednih analita na TLC ploc€ici. Da bi se eliminisao

uticaj spoljasnjih faktora, svi eksperimenti su izvodeni nasumi¢nim redosledom.
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Slika 4-4 Graficki prikaz CCD-a za ispitivanje uticaja tri faktora
Tabela 4-4 Prikaz izracunatih Rf vrednosti za analite 1, 2 i 3
MeOH NH; Ri Rz R3 R4 Rs
Std. [%. Vvl [%, VIV odgovor odgovor odgovor odgovor odgovor
” » (Rf1) (Rf2) (Rfs)  (Rfi-Rf2) (Rfs-REY
6 84,14 5,00 0,81 0,51 0,53 0,40 0,12
8 70,00 6,41 0,74 0,53 0,66 0,21 0,13
1 60,00 4,00 0,63 0,43 0,53 0,20 0,10
11 70,00 5,00 0,84 0,50 0,59 0,34 0,09
2 80,00 4,00 0,67 0,40 0,48 0,27 0,08
9 70,00 5,00 0,76 0,46 0,63 0,30 0,17
4 80,00 6,00 0,81 0,59 0,64 0,22 0,05
12 80,00 5,00 0,80 0,47 0,58 0,33 0,11
10 70,00 5,00 0,76 0,49 0,63 0,27 0,14
7 70,00 3,59 0,59 0,47 0,49 0,12 0,02
3 60,00 6,00 0,85 0,45 0,70 0,40 0,25
5 55,86 5,00 0,70 0,42 0,66 0,28 0,24
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Kako bi se bolje razumelo retenciono ponasanje analita, konstruisani su matematicki modeli i

analizom 3D dijagrama povrSine odgovora je utvrden uticaj ispitivanih faktora.
Matematicki model za ispitivane eksperimentalne parametre 1 Rf vrednost za analit 1 sledi:
R1=0,79 + 0,019+A + 0,072+B — 0,020«A+B — 1,000E%2:A2 — 0,055+B> (13)

Izracunata je niska p-vrednost (p < 0,05) za koeficijent modela za udeo amonijum-hidroksida
u mobilnoj fazi (faktor B, p = 0,0040) sto ukazuje da faktor udela amonijum-hidroksida u
mobilnoj fazi statisticki znacajno uti¢e na ukupni odgovor sistema. Nasuprot ovoj ¢injenici,
dobijene p-vrednosti za koeficijente modela za udeo metanola u mobilnoj fazi (faktor 4) u
dvofaktorskoj interakciji za faktore 4 1 B (p = 0,2640 i p = 0,4048, respektivno) ukazuju da
nemaju statisti¢ki znacajan uticaj na konacni odgovor sistema (p > 0,05). Visoka vrednost R’
od 0,8444, kao i vrednosti za prilagodeni (eng. adjusted) R’ od 0,7148, potvrduju da je procenat
varijacije Rf vrednost analita 1 posledica varijacije vrednosti posmatranih faktora. Na osnovu
dobijene p-vrednosti za LOF od 0,3338 se moze zakljuciti da greska uklapanja eksperimentalno
dobijenih rezultata sa matematickim modelom nije statisti¢ki znac¢ajna u odnosu na d¢istu
eksperimentalnu gresku (p > 0,05). Dakle, ovim je potvrdeno da predlozeni matematicki model

dobro opisuje analiticki sistem.

Na osnovu apsolutne vrednosti koeficijenata clanova i interakcija u predlozenom
matemati¢kom modelu, moze se zakljuciti da najveci uticaj na odgovor R; ima ¢lan B. Dodatna
procena uticaja ispitivanih faktora na R; odgovor sistema odraden je analizom 3D grafika (Slika
4-5), gde su na x 1 y osama predstavljene vrednosti udela metanola (%, v/v) 1 amonijum-
hidroksida (%, v/v) u mobilnoj fazi, a na z osi je predstavljen R; odgovor koji zavisi od ova dva

faktora.
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Slika 4-5 Povrina R; odgovora koja je konstruisana u zavisnosti od zapreminskog udela
amonijum-hidroksida i metanola u mobilnoj fazi

Takode je primeceno da se Rf vrednost za analit 1 povecava sa povecanjem zapreminskog udela

amonijum-hidroksida u mobilnoj fazi. Takode i povecanje zapreminskog udela metanola u

mobilnoj fazi dovodi do zadrZavanja analita 1 na TLC stacionarnoj fazi, medutim, uticaj

zapreminskog udela amonijum-hidroksida je izrazeniji od uticaja udela metanola. Najvisa Rf

vrednost za analit 1 je primecena pri zapreminskom udelu amonijum hidroksida od 6 % (v/v) 1

zapreminskom udelu metanola od 80 % (v/v).

Dobijen je matematicki model za ispitivane eksperimentalne parametre 1 Rf vrednost za analit
2:

R>=0,48 +0,012+A + 0,037+B + 0,043+A+B — 0,030«A% + 0,013+B> (14)

Dobijene su niske p-vrednosti (manje od 0,05) za koeficijente modela amonijum-hidroksida u
mobilnoj fazi (faktor B) i dvofaktorskoj interakciji faktora A 1 B (p = 0,0116 1 p = 0,0266,

respektivno) na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da pomenuti faktori statisticki znacajno uticu
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na konac¢ni odgovor sistema. Izracunata p-vrednost od 0,2885 za faktor 4, odnosno koeficijent
modela koji odgovara zapreminskom udelu metanola u mobilnoj fazi ukazuje na to da ovaj
faktor ne uti¢e znacajno na konaéni odgovor sistema. Visoka vrednost R’ od 0,8429, kao i
vrednosti za prilagodeni R’ od 0,7120, potvrduju da je procenat varijacije Rf vrednost analita 2
posledica varijacije vrednosti posmatranih faktora. Na osnovu dobijene p-vrednosti za LOF od
0,1390 se moze zakljuciti da greska uklapanja eksperimentalno dobijenih rezultata sa
matematickim modelom nije statisticki znacajna u odnosu na Cistu eksperimentalnu gresku (p
> (),05). Dakle, ovim je potvrdeno da predlozeni matematicki model dobro opisuje analiticki

sistem.
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Slika 4-6 Povrsina R; odgovora koja je konstruisana u zavisnosti od zapreminskog udela
amonijum-hidroksida i metanola u mobilnoj fazi
Na osnovu apsolutne vrednosti koeficijenata c¢lanova 1 interakcija u predloZenom
matematickom modelu, moze se zakljuciti da najve¢i uticaj na odgovor R> ima interakcija
¢lanova A4 i1 B. Dodatna procena uticaja ispitivanih faktora na R odgovor sistema odradena je

analizom 3D grafika (Slika 4-6), gde su na x 1 y osama predstavljene vrednosti udela metanola
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(%, v/v) 1 amonijum-hidroksida (%, v/v) u mobilnoj fazi, a na z osi je predstavljen R> odgovor

koji zavisi od ova dva faktora.

Moze se utvrditi da Rf vrednost za analit 2 nije statisticki znacajno zavisna od zapreminskog
udela amonijum-hidroksida u mobilnoj fazi. Takode, povecanjem zapreminskog udela
metanola do 70 % (v/v) u mobilnoj fazi utic¢e na porast Rf vrednosti, dok udeo metanola veci od
70 % (v/v) utiCe na smanjenje Rf vrednost. Najvisa Rf vrednost za analit 2 je zabeleZena pri
zapreminskom udelu amonijum-hidroksida od 6 % (v/v) 1 zapreminskom udelu metanola od 70

% (V/v).

Analizom odgovora primenom programa Design-Expert 7.0.0. definisan je matemati¢ki model
kojim se mogu definisati relacije izmedu eksperimentalnih parametara i Rf vrednosti za analit

3.
Rs = 0,59 - 0,037+A + 0,071+B (15)

Dobijene p-vrednosti manje od 0,05 za koeficijente modela zapreminskog udela metanola
(faktor A) 1 zapreminskog udela amonijum-hidroksida u mobilnoj fazi (faktor B) (p = 0,0022 i
p = 0,0001, respektivno) ukazuju na to da udeli metanola i amonijum-hidroksida statisti¢ki
znacajno uti¢u na konaéni odgovor sistema. Visa vrednost za R” od 0,9050, i za prilagodeni R’
od 0,8839, ukazuju da je procenat varijacije Rf vrednosti za analit 3 posledica varijacije
vrednosti ispitivanih faktora. Na osnovu izraunate p-vrednosti za LOF od 0,6274 moze se
zakljuciti da greSka eksperimentalno dobijenih rezultata u poredenju sa matematickim modelom
nije statisticki znacajna u odnosu na cistu ekperimentalnu gresku, gde je p > 0,05. Dakle,

predlozeni matemati¢ki model dobro opisuje analiticki sistem.

Na osnovu visokih apsolutnih vrednosti koeficijenata ¢lanova 1 interakcija u matematickom
modelu, primeceno je da najveci uticaj na odgovor R; ima ¢lan B. Procena uticaja ispitivanih
faktora na R; odgovor sistema odradena je analizom 3D grafika (Slika 4-7), gde suna x iy
osama predstavljene vrednosti udela metanola (%, v/v) 1 amonijum-hidroksida (%, v/v) u

mobilnoj fazi, a na z osi je predstavljen R3 odgovor koji zavisi od ova dva faktora.
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Povr§ina R; odgovora koja je konstruisana u zavisnosti od zapreminskog udela

amonijum-hidroksida i metanola u mobilnoj fazi

Kao $to se moze primetiti sa dijagrama Rf vrednost za analit 3 ispoljava znacajan pravolinijski

rast sa povecanjem zapreminskog udela amonijum-hidroksida, a blagi pad sa povecanjem

zapreminskog udela metanola. Najveca vrednost Rf zabeleZena je pri zapreminskom udelu

amonijum-hidroksida od 6 % (v/v) 1 najnizoj vrednosti udela metanola od 60 % (v/v).

Dakle, analizom odgovora sva tri analita se moze zakljucitu da su svi analiti pokazali najvisu

Rf vrednost pri skoro najviSoj vrednosti ispitivanog zapreminskog udela amonijum-hidroksida,

a da je pritom zapreminski udeo metanola u mobilnoj fazi u manjoj meri ispoljio uticaj na Rf

vrednost pokazujuéi najviSe rezultate u opsegu od 60 % (v/v) do 80 % (v/v). UopSsteno, za

najoptimalnije uslove prilikom TLC razdvajanja ispitivanih analita, mogu da se definiSu

zapreminski udeo amonijum-hidroksida od 6 % 1 zapreminski udeo metanola od 70 % (v/v), §to

zapravo predstavlja prose¢nu vrednost svih najoptimalnijih zapreminskih udela metanola za

postizanje najvisih Rf vrednosti za sva tri analita. U tom slucaju Rf vrednosti za analite 1,2 1 3

su: 0,8, 0,51 0,7, respektivno.
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Takode se moze zakljuciti da najhidrofilnija svojstva iskazuje analit 1 jer ima najvisi afinitet za
hidrofilnu mobilnu fazu. NeSto manje hidrofilna svojstva ispoljio je analit 3, a najmanje
hidrofilna svojstva pokazao je analit 2, ¢ija je Rf vrednost bila najniza. PoSto hidrofilnosti
mobilne faze najviSe doprinosi bazna supstanca, mogu se izvesti odredene pretpostavke i
poredenja kiselosti ispitivanih komponenti. Analit 1 je najviSe vremena proveo u baznoj
mobilnoj fazi, stoga se on moze dodatno okarakterisati i kao najkiseliji. Na osnovu toga
zakljucujemo da je analit 3 neSto manje kiseo, dok najmanju kiselost ispoljava analit 2 koji je
potencijalno najmanje jonizovan u ispitivanim baznim uslovima i stoga ispoljava najnizi afinitet

ka hidrofilnoj mobilnoj fazi.

Dodatno je za potrebe optimizacije razdvajanja analita izraCunavano i rastojanje izmedu
susednih mrlja. Generalni cilj optimizacije je posti¢i najvee moguce rastojanje izmedu

susednih mrlja, $to je razmatrano analizom dodatnih 3D dijagrama.

Razlika izmedu Rf; i Rf> vrednosti je pracena kao odgovor Rs koja opisno karakteriSe
razdvojenost analita 1 1 2. Takode je 1 u ovom slucaju za analizu upotrebljen program Design-
Expert da bi se konstruisao matematicki model kojim se moze definisati relacija izmedu Rf

vrednosti analita 1 1 2 1 ispitivanih eksperimentalnih parametara.
Ri-R> = 0,31 +0,74633«A + 0,035+B - 0,062+A+B + 0,020«A? - 0,067+B> (16)

Dobijene p-vrednosti za koeficijente modela koji odgovaraju zapreminskom udelu metanola
(faktor 4, p = 0,6735) 1 zapreminskom udelu amonijum-hidroksida u mobilnoj fazi (faktor B, p
= 0,0856) su vece od 0,05 pa se moze zakljuciti da ovi faktori nemaju statisti¢ki znacajnan
uticaj na kona¢ni odgovor sistema. P-vrednost od 0,0395 (p < 0,05) je izraCunata za koeficijent
modela koji odgovara interakciji faktora 4 1 B, $to implicira da jedino istovremena promena oba
faktora dobija ispoljavaju statisti¢ki znacajan uticaj na konacni odgovor sistema. Visa vrednost
za R’ od 0,8204, i za prilagodenu R’ vrednost od 0,6707, ukazuju da je procenat varijacije
razlike Rf vrednosti analita 1 1 2 posledica varijacije vrednosti ispitivanih faktora. Na osnovu
izraCunate p-vrednosti za LOF od 0,1630 moze se zakljuciti da greska eksperimentalno
dobijenih rezultata u poredenju sa matemati¢kim modelom nije statisticki znacajna u odnosu na
Cistu ekperimentalnu gresku, gde je p > 0,05. Dakle, i u ovom slucaju predlozeni matematicki

model dobro opisuje analiticki sistem.
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Na osnovu visokih apsolutnih vrednosti koeficijenata ¢lanova i interakcija u matematickom
modelu, primeéeno je da najveéi uticaj na odgovor Ry ima ¢lan B°. Procena uticaja ispitivanih
faktora na R4 odgovor sistema odradena je analizom 3D grafika (Slika 4-8), gde sunax iy
osama predstavljene vrednosti udela metanola (%, v/v) i amonijum-hidroksida (%, v/v) u

mobilnoj fazi, a na z osi je predstavljen R4 odgovor koji zavisi od ova dva faktora.
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Slika 4-8 Povrsina R, odgovora koja je konstruisana u zavisnosti od zapreminskog udela
amonijum-hidroksida i metanola u mobilnoj fazi
Dakle, razlika izmedu vrednosti Rf; 1 Rf> se znacajno povecava sa povecanjem zapreminskog
udela metanola u mobilnoj fazi, a posebno sa povecanjem udela zapreminskog amonijum-
hidroksida. Najveca razdvojenost izmedu analita 1 1 2 se postize pri zapreminskom udelu

amonijum-hidroksida od 6 % (v/v) 1 udelu metanola od 70 % (v/v) do 75 % (v/v).

Razlika izmedu Rf3 1 Rf> vrednosti je pracena kao Rs odgovor 1 njome se moze okarakterisati
razdvojenosti analita 2 1 3. Jednac¢ina matematickog modela kojim se moze definisati odnos
eksperimentalnih parametara i razlika Rf vrednosti za analite 2 1 3 je dobijena primenom

programa Design-Expert 7.0.0.
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R3-R> = 0,13 - 0,049+A + 0,034+B - 0,045+A+B + 0,024+A? - 0,028+B* (17)

Izracunate niske p-vrednosti za koeficijente modela koji odgovaraju zapreminskom udelu
metanola (faktor 4, p = 0,0021), zapreminskom udelu amonijum-hidroksida u mobilnoj fazi
(faktor B, p = 0,0106) i njihovom medusobnom interakcijom (p = 0,0149) upucuju na zakljucak
da ovi faktori imaju statisticki znacajan uticaj na konacni odgovor sistema (p < 0,05). Visoka
vrednost za R’ od 0,9179, i broj stepeni slobode prilagodene R’ vrednosti od 0,8495, ukazuju
da je varijacija Rf vrednosti analita 2 i1 3 posledica varijacije ispitivanih faktora. Na osnovu
izraCunate p-vrednosti za LOF od 0,9169 moze se zakljuciti da greska eksperimentalno
dobijenih rezultata u poredenju sa matematickim modelom nije statisti¢ki zna¢ajna u odnosu na
Cistu ekperimentalnu gresku, gde je p > 0,05. Dakle, i u ovom slucaju je zakljueno da

predloZzeni matemati¢ki model dobro opisuje analiticki sistem.

0.26¢5
02
014
o™
o
(22]
@ 0.08
aaRSsSss
AR
0.02 o RTINS
{/ﬂfﬂf’f’—r’—‘_’—’
,-/-"Hf
6.00 80.00
550 75.00
5.00 70.00
. 450 6500 :
B: NH3 A: MeOH
4.00 " 60.00
Slika 4-9 Povrsina Rs odgovora koja je konstruisana u zavisnosti od zapreminskog udela

amonijum-hidroksida i metanola u mobilnoj fazi
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Na osnovu visokih apsolutnih vrednosti koeficijenata ¢lanova i interakcija u matematickom
modelu, primeceno je da najveci uticaj na odgovor Rs ima interakcija izmedu ¢lanova 4 1 B.
Procena uticaja ispitivanih faktora na Rs odgovor sistema odradena je analizom 3D grafika
(Slika 4-9), gde su na x i y osama predstavljene vrednosti udela metanola (%, v/v) i amonijum-
hidroksida (%, v/v) u mobilnoj fazi, a na z osi je predstavljen Rs odgovor koji zavisi od ova dva

faktora.

Primeceno je da se najbolja razdvojenost izmedu analita 2 1 3 postize je pri zapreminskom udelu
amonijum hidroksida u mobilnoj fazi od 6 % (v/v), dok zapreminski udeo metanola u mobinoj

fazi nije ispoljio znacajan uticaj.

Konaéno se moze zaklju¢iti da se najbolja razdvojenost izmedu analita postize pri
zapreminskom udelu amonijum-hidroksida od 6 %(v/v) u mobilnoj fazi, dok zapreminski udeo
metanola ne ispoljava znacajne varijacije u rezultatima za razdvojenost analita, stoga se kao
primerena vrednost moze definisati zapreminski udeo metanola od 70 % (v/v). Na osnovu
priloZenih jednacina matematickih modela koje opisuju svaku povrsnu odgovora ponaosob, kao
1na osnovu koeficijenata multiple determinacije koji su u svim slucajevima bili ve¢i od granicne

vrednosti od 0,8 se moZze potvrditi pouzdanost predvidanja predloZenih matematickih modela.

44  Odredivanje hromatografskih deskriptora lipofilnosti primenom

tankoslojne hromatografije

Posle procesa razdvajanja analita na TLC plo¢ama, izvrSena je detekcija hromatografskih mrlja
pod UV lampom, lenjirom je mereno rastojanje koje su analiti i moblna faza presli i potom su
izratunavane Rf vrednosti. Obrada rezultata je radena u programu SwissADME sa ciljem
procene farmakokineticke, slicnosti sa aktivnim lekovima i prihvatljivosti malih molekula
prema nacelima medicinske hemije. Eksperimentalni rezultati za predeni put, 1 izraCunate Rf1
Ry vrednosti svih analiziranih jedinjenja za sve eksperimentalne uslove su prikazani u tabeli 4-

5.

Na osnovu rezultata u eksperimentalnim uslovima u kojima je mobilna faza sadrzala 80 %
metalola (v/v) izvedeni su slede¢i zaklju€cei. Najmanyji afinitet za stacionarnu fazu zabeleZen je

u primeru standarda sulfacetamid-natrijuma, koji ima najveéu Rf i najnizu Ry vrednost.

81



Standardi ofloksacina i ciprofloksacina imaju izrazen afinitet prema stacionarnoj fazi, dok su
standard hloramfenikola 1 ispitivani uzorci koji sadrze aktivne komponente ekstrakata endofita
(oznaceni kao jedinjenje 1 1 2) pokazali najveci afinitet za stacionarnu fazu, Sto je zakljuceno
na osnovu njihove niske Rf i visoke Ry vrednosti. Takode, ekstrakt endofita koji sadrzi

jedinjenje 1 ima izrazeniji afinitet od ekstrakta endofita koji sadrzi jedinjenje 2.

Smanjenjem zapreminskog udela organskog rastvara¢a metanola na 70 % (v/v) primeceno je
generalno povecanje afiniteta svih ispitivanih jedinjenja prema stacionarnoj fazi. U ovom
slucaju, ekstrakt endofita koji sadrzi jedinjenje 2 poseduje visi afinitet od ekstrakta endofita koji
sadrzi jedinjenje 1. Daljim smanjenjem zapreminskog udela metanola u mobilnoj fazi na 60 %
(v/v) potvrden je trend linearnog povecanja afiniteta svih ispitivanih analita prema stacionarnoj
fazi. I u ovom primeru ekstrakt endofita koji sadrzi jedinjenje 1 ima izraZeniji afinitet od
ekstrakta endofita koji sadrzi jedinjenje 2. Dakle, detaljnom analizom rezultata dobijenih pod
sva tri eksperimentlna uslova se moze zakljuciti da smanjenje zapreminskog udela metanola u

mobilnoj fazi uti€e na povecanje parametra Ry i retencije analita.

Dodatno je za svaki od ispitivanih jedinjenja i standarda sacinjena kalibraciona kriva, a
relevantni koeficijenti 1 izraCunati parametri su uporedno prikazani u tabeli 4-6. Zapreminski
udeo metanola u mobilnoj fazi je unosen kao parametar x ose, a posledi¢ni odgovor Ry je
oCitavan na y osi. Dobijene kalibracione krive su takode okarakterisane nagibom (m) i
izvedenim parametrima Ry® i Co $to takode prikazano u uporednoj tabeli. Izradunat je i
koeficijent korelacije (), ¢ijim se vrednostima ve¢im od 0,99 dodatno potvrduje linearna
zavisnost izmedu zapreminskog udela metanola u mobilnoj fazi 1 retencije svih ispitivanih

jedinjenja.
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Tabela 4-5 Prikaz rezultata za sva analizirana jedinjenja metodom TLC i pod svim
eksperimentalnim uslovima

Tip eksperimenta Predeni put (mm) Rf vrednost RMm =log(1/Rf — 1)

Mobilna faza 78 / /
Sulfacetamid-Na 75 0,962 -1,398
E Ciprofloksacin 37 0,474 0,045
% Ofloksacin 57 0,731 -0,434
5 Hloramfenikol 28 0,359 0,252
- Jedinjenje 1 27 0,346 0,276
Jedinjenje 2 29 0,372 0,228

Mobilna faza 77 / /
Sulfacetamid-Na 72 0,935 -1,158
E Ciprofloksacin 33 0,429 0,125
§ Ofloksacin 48 0,623 -0,219
5 Hloramfenikol 20 0,260 0,455
= Jedinjenje 1 20 0,260 0,455
Jedinjenje 2 17 0,221 0,548

Mobilna faza 75 / /
Sulfacetamid-Na 68 0,907 -1,987
E Ciprofloksacin 29 0,387 0,200
% Ofloksacin 34 0,453 0,081
5 Hloramfenikol 15 0,200 0,602
g Jedinjenje 1 13 0,173 0,678
Jedinjenje 2 18 0,107 0,923
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Tabela 4-6

Uporedni prikaz parametara kalibracione krive za sva ispitivana jedinjenja TLC

metodom
X Y
Analit r m Rm® Co=Rm%/m

(o MeOH) (Rm)
2 0,80 -1,398
=
E 0,70 -1,158 0,9954 -2,0526 0,256 0,125
D
2
£
E 0,60 -0,987
£ 0,80 0,045
o
3
=<
E 0,70 0,125 0,9998 -0,7789 0,669 0,858
:
5 0,60 0,200
g 0,80 0,434
3
= 0,70 -0,219 0,9955 -2,5748 1,612 0,626
=
© 0,60 0,081
3 0,80 0,252
=
5
S 0,70 0,455 0,9958 -1,7512 1,662 0,949
£
=
= 0,60 0,602
- 0,80 0,276
=
=
2 0,70 0,455 0,9979 -2,0112 1,878 0,934
.é
= 0,60 0,678
e~ 0,80 0,228
=
=
2 0,70 0,548 0,9989 -3,4759 2,999 0,863
.é
= 0,60 0,923
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Visoka Ry© vrednost za ekstrakt endofita sa koji sadrZi jedinjenja 1 i 2 ukazuje da oba jedinjenja
imaju veci afinitet prema stacionarnoj fazi u odnosu na ostale ispitivane antimikrobne
standarde. Posto testirani ekstrakt endofita koji sadrZi jedinjenje 2 ima visu Ry vrednost od
ekstrakta endofita koji sadrzi jedinjenje 1, moze se zakljuciti da jedinjenje 2 ima izrazenije
parametre retencije u mobilnoj fazi bez organskog rastvaraca. Nasuprot tome, vise Ry vrednosti
za jedinjenje 1 u poredenju sa jedinjenjem 2, potvrduju da jedinjenje 1 ispoljava bolje parametre
retencije u mobilnoj fazi koja sadrzi metanol kao organski rastvarac. Ovakvi rezultati potvrduju
zadovoljavajuéu lipofilnost i posledi¢no odgovarajucu bioraspolozivost ispitivanih jedinjenja 1
i 2. Na osnovu vrednosti parametra hidrofobnosti (Co) moze se zakljuciti da jedinjenje 1 ima
izrazeniji afinitet 1 vrednost retencije u poredenju sa jedinjenjem 2. Takode je na osnovu Co
vrednosti zapaZeno da standard hloramfenikola iskazuje bolje parametre retencije u poredenju

sa ostalim testiranim standardima.

Osim svih navedenih rezultata odredivanja hromatografskih deskriptora lipofilnosti koje se
oslanja samo na trendove retencionog ponaSanja, tokom izrade ove doktorske disertacije
zakljuceno je da se ne mogu graditi QSRR modeli koji bi imali smisla. Naime, osim zajednickog
eksperimentalnog prostora koji se definiSe obrascima retencionog ponaSanja u TLC / HPLC
sistemu, neophodno je obezbediti dovoljno veliku grupu strukturno srodnih jedinjenja ¢iji bi
molekulski deskriptori bili pridodati eksperimentalnim hromatografskim podacima tokom
formiranja osnovne baze ulaznih podataka za QSRR modelovanje. Referentni antibiotici
koriS¢eni tokom prethodnog rada nisu ispunili ovaj preduslov. Pri tome, broj bioaktivnih
jedinjenja koja bi se mogla izolovati iz ekstrakta endofitne gljive Phomopsis species nije bio

dovoljno veliki da obezbedi statisticku stabilnost QSRR modela.
4.5 Izolovanje aktivnih biomolekula i odredivanje hemijske strukture

Upareni dihlorometanski ekstrakt endofita Phomopsis species, rastvoren u 50 % (v/v) rastvoru
metanola u vodi, je dodatno analiziran koriS¢enjem semi-preparativne HPLC metode.
Identifikovano je pet pikova izraZenih pikova na hromatogramu pri vremenima retencije od
12,88 min, 13,67 min, 14,40 min, 16,02 min odnosno 17,13 min (Slika 4-10). OpaZena su
njihova relativno sli¢na spektralna svojstva (Slika 4-11), tako da ih je sve bilo moguce

analizirati zajedno na talasnoj duzini detekcije od 235 nm. Kao §to se oc¢ekivalo, zbog razlika u
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hromatografskim sistemima (npr. sastav mobilne faze 1 karakteristike stacionarne faze, tehnicke
karakteristike koriS¢enih instrumenata) koriS¢enih za vreme sakupljanja uzoraka i za pratece
GC-MS analize, ranije saopStena vremena retencije razlikovala su se od onih u zabeleZenom
totalnom jonskom hromatogramu (Slike 4-12 i 4-17). Uprkos tome, pouzdano prac¢enje pikova
postignuto je istim redosledom elucije tako da su ocuvana sva relativna vremena retencije. Mada
je postojao rizik da prva dva pika koja eluiraju pripadaju jedinjenjima sa aktivno$¢u merenom
za celokupan ekstrakt, mi smo ih namerno izostavili iz daljeg rada i dodatne analize
preparativnom hromatografijom i sakupljanja frakcija za objaSnjenje hemijske strukture.
Ulozen je napor da se hromatografski razdvoje svi pikovi za dalju obradu. Medutim, Cisto¢a
frakcija je predstavljala ozbiljno ogranicenje kao i nivo koncentracije jedinjenja u sakupljenoj
frakciji. Zato Sto je hromatografski Sum bio suviSe veliki, nije bila moguca tacna analiza

podataka izuzev za poslednja tri pika.
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Slika 4-10 Hromatogram dihlorometanskog uparenog ekstrakta endofita Phomopsis species
rastvorenog u smesi metanola i vode 50:50 (v/v) iz semi-preparativne HPLC
analize
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Uporedo sa sakupljanjem frakcija pikova, primenjena je metoda difuzije sa diska za odredivanje
antibiotskog potencijala frakcija kao potvrda bioaktivnosti, kako bi se osiguralo da pripisana
bioaktivnost celokupnog ekstrakta moze da se dovede u vezu sa sakupljenim frakcijama.
Ispitana koncentracija frakcije pika 3 14 iznosila je 1 mg/mL, dok je koncentracija frakcije pika
5 bila 3 mg/mL. Rezultati su otkrili da nije bilo aktivnosti ni na jednom od ispitivanih
mikroorganizama za frakciju pika 4. Za frakciju pika 3, inhibiciona zona pre¢nika 6 mm je
opazena na ploci sa zasejanim Staphylococcus aureus, dok na ploCi zasejanoj sa Escherichia
coli nije opazena nikakva antimikrobna aktivnost. Osim toga, za frakciju pika 5, inhibiciona
zona pre¢nika 7 mm opaZzena je prema Staphylococcus aureus, a inhibiciona zona precnika 4
mm zabelezena je na ploci sa zasejanom Escherichia coli. Ispitivanje je ukazalo da su jedino

pikovi sa elucionim redosledom 3 i 5 pokazali bioaktivnost.

Dakle, posle sakupljanja frakcija pikova i merenja uparenih frakcija, primeceno je da je suva
masa jedinjenja koji odgovaraju pikovima 3 i 5 sakupljenih frakcija bila najmanje 5 mg. Ta
masa uparenih frakcija je bila razblazena sa deuterohloroformom u kiveti do zapremine od 250
pL, sa time u vezi je kona¢na koncentracija jedinjenja bila dovoljno visoka za izvodenje
odgovaraju¢e NMR analize. Evidencioni broj endofita Phomopsis species je 325, stoga se

jedinjenja koja odgovaraju pikovima 3 i 5 u daljem tekstu pominju kao 325-3 odnosno 325-5.

Jedinjenje koje odgovara piku 3 u hromatogramu na Slici 4-10, oznaceno kao 325-3, dobijeno
je kao bezbojno ulje sa molekulskom formulom C;sH2007 (zabelezeno GC-MS metodom kao
jon [M+H-OH-CH3;] = 281, izracunato 313,1282, Slika 4-12). Broj vodonikovih i ugljenikovih
atoma opazenih u 'H- i 3C-NMR spektrima zabeleZenih u deuterisanom hloroformu CDCl;
(Tabela 4-7) bili su u saglasnosti sa molekulskom formulom jedinjenja. '"H NMR (Slika 4-13A)
podaci ukazuju na postojanje pet sp’ metinskih (H-2, H-3, H-6, H-7 and H-1’), &etiri
oksigeniranih sp’ metina (H-4, H-5, H-8 i H-9), dve hidroksil i tri metil grupe (H-10, H-3" i H-
2°*). BC NMR (Slika 4-13B) i HSQC spektri (Slika 4-14A) naznadili su 15 ugljenika, koji su
bili klasifikovani kao Sest olefinskih ugljenika (C-2, C-3, C-6, C-7, C-1" 1 C-2’), Cetiri
oksigeniranih sp’ metinskih ugljenika (C-4, C-5, C-8 i C-9), tri sp® metil ugljenika (C-10, C-3’
i C-2>*) i dva karbonil ugljenika (C-1 i C-1"). 'H-'"H COSY spektar jedinjenja 325-3 (Slika 4-
14B) potvrdio je sve ocekivane veze izmedu vodonika i1 susednih ugljenika od H-2 do H-10 1

od H-1" do H-3’. HMBC korelacija (Slika 4-15A) od H-2 do C-1, H-3" do C-2° 1 H-2"" do C-2°
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takode su dokazale predlozenu strukturu. Z geometrije C-1°’/C-2’ 1 C-2/C-3 dvostruke veze
razotkrivene su pomo¢u NOESY unakrsnih pikova izmedu H-2 i H-3 1 H-1" i H-3" (Slika 4-

15B). Isto tako, odsustvo NOESY unakrsnog pika izmedu H-6 1 H-7 ukazuje na E konfiguraciju

C-6/C-7 dvostruke veze. Osim toga, konfiguracije svih dvostrukih veza su potvrdene

vrednostima konstanti kuplovanja u 'H-NMR spektrima. Time je struktura jedinjenja 325-3

konac¢no objasnjena kao (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-3,4-dihidroksipent-1-en-1-

il)oksiran-2-il)akrilat (Slika 4-16A). Nisu detektovani geometrijski izomeri ovog jedinjenja.

Tabela 4-7 'H (400 MHz) i °C (100 MHz) spektralna analiza jedinjenja 325-3 i 325-5
Jedinjenje 325-3 Jedinjenje 325-5
Pozicija ou (JuHz) Jc ou (JuHz) Je
1 162,33 161,95
2 6,24 (d, J=9,7 Hz, 1H) 125,12 6,25 (d, J=9,7 Hz, 1H) 124,12
3 7,00 (dd, J=9,7, 5,5 Hz, 1H) 140,89 7,10 (dd, J=9,7, 5,9 Hz, 1H) 141,00
4 5,38 (dd, J=5.5, 3,0 Hz, 1H) 63,41 5,66 (dd, J=5.8, 2,8 Hz, 1H) 63,20
5 5,10 (s, 1H) 78,50 5,98 (dd, J=4,7,2,8 Hz, 1H) 76,85
6 5,89 (dd, J= 16,0, 5,8 Hz, 1H) 124,73 H-6/H-7: 6,42 (d, J=4,7 Hz, 2H) * 142,97
7 6,01 (dd, J= 15,5, 5,2 Hz, 1H) 134,72 H-6/H-7: 6,42 (d, J = 4,7 Hz, 2H) * 124,54
8 3,93 (s, 1H) 76,22 202,04
9 3,62 (s, 1H) 70,60 436 (q,J=7,1 Hz, 1H) 73,14
10 1,17 (d, J=6,3 Hz, 3H) 11,98 1,40 (d, J=7,1 Hz, 3H) 19,59
i 6,90 (d, J = 6,0 Hz, 1H) 140,89 6,86 (dd, J=7,3, 1,7 Hz, 1H) 139,57
2’ 127,60 127,53
3 1,80 (s, 3H)* 18,84 1,79 (s, 3H)* 14,54
1 166,74 166,50
2” 1,81 (s, 3H)* 14,54 1,80 (s, 3H)* 12,00
OH C-8/C-9: 2,22 (bs, 1H); 2,16 (bs, 1H) C-9: 3,36 (bs, 1H)
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Slika 4-16 Molekulske strukture jedinjenja 325-3 (A) i 325-5 (B)

Jedinjenje 325-5 takode je dobijeno kao bezbojno ulje sa molekulskom formulom CisHizO7
(zabelezeno GC-MS metodom kao jon [M+H-OH-CH3] = 279, izracunato 311,1125, Slika 4-
17). Uporedivanjem 'H spektara (Slika 4-18A) pokazalo se da je jedinjenje 325-5 imalo iste
spektroskopske karakteristike kao i jedinjenje 325-3, sa jednim oksigeniranim sp® metinom i
jednom hidroksil grupom manje. U C NMR spektru jedinjenja 325-5 (Slika 4-18B),
detektovana su tri karbonil signala ugljenika i tri oksigenirana sp® metina, $to ukazuje na to da
je jedinjenje 325-5 proizvod oksidacije jedinjenja 325-3. 'TH-'H COSY (Slika 4-19B) spektar
je potvrdio veze izmedu vodonika i susednih ugljenika od H-2 do H-7, a veza od H-9 do H-10
ukazuje na karbonil grupu na C-8. HMBC korelacija (Slika 4-20A) od H-7 do dodatne karbonil
grupe takode podrzava ovu pretpostavku. Na osnovu analize NOESY spektra (Slika 4-20B) i
veli¢ine konstanti kuplovanja, utvrdeno je da su konfiguracije svih dvostrukih veza iste kao kod
jedinjenja 325-3. Na osnovu toga, struktura jedinjenja 325-5 odredena je kao (Z)-(2)-2-
acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-4-hidroksi-3-oksopent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat (Slika 4-

16B). Nisu detektovani geometrijski izomeri ovog jedinjenja.
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Phomopsis sp. je ve¢ prepoznat kao moc¢an proizvodac bioaktivnih jedinjenja. Medutim, bitno
je napomenuti da je vrsta Phomopsis sp. u moguénosti da proizvede mnogo razlicitih
sekundarnih metabolita koji se veoma razlikuju po hemijskom sastavu. Medu njima, relativno
mali molekul koji je slican jedinjenjima koja su okarakterisana u naSoj studiji, je fomoenamid,
metabolit Phomopsis sp. PSU-D15 izolovanog iz liS¢a Garcinia dulcis (Roxb.) Kurz., koji ima
umerenu aktivnost prema Mycobacterium tuberculosis [54]. Druga endofitna gljiva, Culvularia
geniculate dobijena iz grana Catunaregam tomentosa, proizvodi pet metabolita poznatih kao
kurvularidi A - E, sa strukturno slicnim molekulima Phomopsis species vrste koja smo
okarakterisali. Za kurvularide A - E je utvrdena antifungalna aktivnost prema Candida albicans
[228]. Prema tome, moZemo smatrati da bi budu¢i nastavak ovog istrazivanja mogao biti
usmeren ka proSirenoj evaluaciji i odredivanju antimikrobnog potencijala endofita Phomopsis

species u skladu sa pomenutim indeksima iz literature.

4.6 In silico procena fizicko-hemijskih parametara i prediktora bioloske
aktivnosti jedinjenja iz ekstrakta endofitnih gljiva

Upotrebom programa Marvin Sketch 4.1.13 izraCunate su vrednosti za particioni koeficijent
(logP) kao glavni fizicko-hemijski parametri lipofilnosti za jedinjenja 325-3 1 325-5, Sto je
prikazano u tabeli 4-8 ispod. Dobijene vrednosti particionog koeficijenta su manje od 1, na

osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su oba ispitivana jedinjenja hidrofilnog karaktera.

Tabela 4-8 Procena vrednosti particionog koeficijenta logP za aktivna jedinjenja iz
Phomopsis ekstrakta

Jedinjenje logP vrednost
325-3 0,745
325-5 0,130

Dodatno su, koris¢enjem softvera SwissA DME za aktivna jedinjenja 325-3 1325-5 procenjivane
vrednosti fizi€ko-hemijskih parametara, koji su bili ukljuceni kao kriterijumi za pravilo

Lipinskog, i u Ghose-ov filter.

Na osnovu pravila Lipinskog za oralnu aplikaciju lekova je preporuceno da lek kandidat
ispunjava bar 3 od ukupno cetiri zahteva. Prema Stokes — Einsteinovom-om jednacini,
koeficijent difuzije nekog molekula je obrnuto proporcionalan njegovom poluprecniku, Sto
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uti¢e na kriterijum za granicnu masu molekule. Nasuprot tome se za grani¢ne vrednosti
akceptora odnosno donora vodoni¢ne veze moze protumaciti da iskazuju negativnu korelaciju
koju polarni molekuli inaCe ostvaruju permeacijom kroz bioloske membrane. U tabeli 4-9 su
prikazani rezultati vezani za kriterijume Lipinskog, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da su
ispitivana jedinjenja dobri kandidati za oralnu formulaciju posto oba jedinjenja ispunjavaju sva
4 zahteva Lipinskog. Oralna aplikacija leka je u prednosti poSto njome pacijenti postizu bolju

komplijansu tokom terapije.

Tabela 4-9 Vrednosti deskriptora dobijenih in silico koji figuriSu u pravilu Lipinskog
Jedinjenje Bro.j donora Broj .akceptora Molekuslka masa MiogP
vodonika (NHBD) vodonika (NHBA) MW(g/mol)

325-3 1,0 7,0 310,30 -0,27
325-5 2,0 7,0 312,32 -0,19

Daljom in silico analizom kori§¢enjem Ghose-ovog filtera za ispitivane molekule i na osnovu

dobijenih rezultata prikazanih u tabeli 4-10, se potvrduje da su jedinjenja primerena za oralnu

formulaciju.
Tabela 4-10 In silico izracunati deskriptori za Ghose pravilo
Molarna refraktivnost  Molekuslka masa Broj teskih
Jedinjenje  LogP
(MR) MW(g/mol) atoma (NHA)
325-3 0,130 75,70 310,30 22,0
325-5 0,745 76,66 312,32 22,0

Ispitivane molekule su takode zadovoljavale 1 kriterijume Veber-ovih pravila (Tabela 4-11.).
Posto je izraunato da ispitivana jedinjenja nemaju polarnu povr$inu veéu od 140 A2 i kako je
broj rotiraju¢ih veza bio manji od 10, moze se zakljuciti da ispitivana jedinjenja mogu da

postignu dobru oralnu bioraspolozivost.

Tabela 4-11 In silico izracunati deskriptori za Veber —ovo pravilo
Topoloska polarna povrSina  Broj rotirajuéih veza
Jedinjenje
(TPSA) (NRB)
325-3 111,66 9,0
325-5 114,82 9,0
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Imajucéi u vidu €injenicu da je potvrdeno da jedinjenja 325-3 1 325-5 zadovoljavaju kriterijume
pravila Lipinskog i sve ostale varijante pravila, jedinjenja 325-3 1 325-5 se mogu klasifikovati

kao potencijalni kandidati za lek sa zadovoljavaju¢om oralnom bioraspolozivoscu.

Upotrebom softverskog paketa ACD/iLab izracunati su parametri za volumen distribucije (Vd)
1 vezivanje za proteine plazme (PPB) kao glavni farmakokineticki parametri kojima se moze

opisati raspodela potencijalnog leka u organizmu. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 4-12.

Tabela 4-12 In silico dobijeni parametri distribucije
Volumen distribucije — Vd  Vezivanje za proteine plazme — PPB
Jedinjenje
(L/kg) (%)
325-3 1,06 38,09
325-5 1,02 27,13

Za ispitivana jedinjenja su izraCunate vrednosti za volumen distribucije manje od 2 L/kg, §to
upucuje na zakljucak da analizirani molekuli imaju tendenciju da ostaju u sistemskoj cirkulaciji
i da se distribuiraju u intervaskularnoj tecnosti, odnosno krvotoku. Posledi¢no se na osnovu
rezultata za volumen distribucije moze zakljuciti da ispitivana jedinjenja nemaju tendenciju za
rasporedivanje u masnom tkivu pacijenata i da je verovatno da nece ispoljiti nezeljena dejstva
akumulacije u tkivima. Lekovi koji su distribuirani u sistemskoj cirkulaciji mogu biti vezani za

proteine plazme, lokalizovani u krvnim ¢elijama ili rastvoreni u plazmi.

Rezultati za vezivanje za proteine plazme su za oba ispitivana jedinjenja manja od 40 % S$to

ukazuje da ispitivani analiti iskazuju srednji afinitet vezivanja za proteine plazme.
Toksikoloski deskriptori

Softverski paket ACD/iLab 2.0 za in silico analize na podrucju medicinske hemije je koriS¢en
za izraCunavanje toksikoloskih parametara koji zavise od nafina uzimanja leka za dve vste
glodara — pacova 1 miSa. Rezultati in silico analiza za predvidenu dozu leka koja ubija 50 %
tretiranth Zivotinja (LDs) su prikazani u tabeli 4-13. Dodatno su in silico odredivane 1 LDs
vrednosti za standardne antibiotike koji pokazuju antimikrobno delovanje za baterije
Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus. Zapravo je za antibotik koji inhibira rast baterije

Escherichia coli izabran amoksicilin, a analizirani antibiotik koji inhibira rast baterije
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Staphylococcus aureus je bio levofloksacin. Rezultati LDsp vrednosti za referentne antibiotike

su prikazani u tabeli 4-14.

Tabela 4-13 LDsyvrednosti za aktivna jedinjenja iz ekstrakta endofita Phomopsis sp.

Jedinjenje  Mi§ —i.p. MiS—p.o. Pacov-ip. Pacov-p.o.

325-3 210 760 270 1900
325-5 310 1100 300 1100

i.p. — interperitonealna primena; p.o. — per os primena

Tabela 4-14 LDsyvrednosti za referentne antibiotike

Jedinjenje  Mi§ —i.p. MiS§ —p.o. Pacov-ip. Pacov-p.o.

325-3 40 1803 20 1478
325-5 3590 >25 2870 >15

i.p. — interperitonealna primena; p.o. — per os primena

Analizom rezultata je utvrdeno da jedinjenje 325-3 potencijalno moze ispoljiti vecu toksi¢nost
pri per os primeni u poredenju sa levofloksacinom kao referentim antibiotiom, za obe vrste
glodara (mis$ i pacov). U poredenju sa amoksicilinom, jedinjenje 325-3 potencijalno ispoljava

vecu toksicnost pri intraperitonealnoj primeni, §to je takode relevatno za obe vrste glodara.

Takode, parametri za ispitivano jedinjenje 325-5 imaju isti trend, imajuci u vidu da je primeceno
da jedinjenje 325-5 potencijalno ispoljava vecu tendenciju toksi¢nosti u poredenju sa
referentnim antibiotikom levofloksacinom pri oralnoj primeni. Sli¢ni rezultati ve¢e tendencije
toksi¢nosti jedinjenja 325-5 u poredenju sa referentnim antibiotikom amoksicilinom su
primeceni pri intraperitonealnoj primeni. Jedinjenja 325-3 1 325-5 imaju sli¢nu strukturu, i
posledicno sli¢ne toksikoloSke parametre. Bitno je napomenuti da razlika u dobijenim
vrednostima za standardne antibiotike 1 ispitivana jedinjenja nije u tolikoj meri znacajna da bi
se ispitivana jedinjenja mogla okarakterisati kao znatno toksi¢na. Posledi¢no se moze zakljuciti
da aktivna jedinjenja 325-3 1 325-5 iz ekstrakta endofita Phomopsis species imaju prihvatljiva

parametre toksicnosti.

Dodatno se deskriptori lipofilnosti koji su prethodno dobijeni eksperimentalno metodom
hromatografije (prikazani u tabeli 4-15) mogu uporediti sa mnogobrojnim kompjuterski

izraCunatim deskriptorima lipofilnosti.
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Tabela 4-15 Hromatografski dobijeni parametri lipofilnosti

X Y
Molekula m Co
logP Rm°
Sulfadiazin -0,200 1,810  -3,282 0,551
Ciprofloksacin 0,280 0,669 -0,779 0,858
Gatifloksacin 0,151 0,881  -0,792 1,113
Ofloksacin 0,135 0,981 -1,006 0,975
Horamfenikol -0,230 1,902 -3,021 0,630
Jedinjenje 1 -0,560 2,771 -3,378 0,820
Jedinjenje 2 -0,740 2,999  -3,476 0,863
Tabela 4-16 In silico parametri lipofilnosti

Molekula Mw LogS Vd PPB clogP logP ilogP XlogP3 WlogP mlogP

Sulfadiazin 250,28 -3,79 048 58 0,099 -0,20 0,76 -0,10 1,76 -0,19

Ciprofloksacin 331,34 -3,50 1,68 30 -1,146 0,28 2,24 -1,08 1,18 1,28

Gatifloksacin 375,39 -3,76 1,8 20 -0,687 1,51 244 -0,74 1,58 0,95

Ofloksacin 361,14 -3,01 1,5 32 -0,879 1,35 249 -0,39 1,20 0,98

Horamfenikol 323,13 -2,39 0,7 60 1,283 -0,23 1,17 1,14 0,58 0,02

Jedinjenje 1 312,32 0,55 / /2,117 -0,56 320  -0,26 0,58 -0,19

Jedinjenje2 310,30 0,07 / / 0,318 -0,74 2,89 0,06 0,78 0,27

Permeacija Donor Broj Broj Topoloska
Akceptor
Molekula logKp H Refraktivnost rotabilnih teSkih  polarna
(cm/s) veze Hveze veza atoma  povrsina
Sulfadiazin -7,89 2 4 63,55 3 17 106,35
Ciprofloksacin -9,09 2 5 95,25 3 24 74,57
Gatifloksacin 9,12 2 6 106,55 4 27 83,80
Ofloksacin -8,78 1 6 101,83 2 26 75,01
Horamfenikol -7,46 3 5 74,38 7 20 115,38
Jedinjenje 1 -8,39 2 7 76,66 9 22 105,59
Jedinjenje 2 -8,15 1 7 75,70 9 22 102,43

Za standardna antimikrobna jedinjenja su koriS¢enjem in silico raunarskih alata Chemaxon
paketa, izraCunati parametri clogP 1 logP, a uporebom programa SwissADME su dobijeni
parametri logS, parametri permeacije kroz kozu, Vd, PPB, ilogP, XlogP3, WilogP, broj donora

1 akceptora vodonicne veze, MlogP, molarna refraktivnost, broj teskih atoma, topoloska polarna
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povrsine jedinjenja 1 broj rotabilnih veza. Uporedni prikaz in silico deskriptora lipofilnosti koji

su dobijeni raCunarskim putem su prikazani u tabeli 4-16.

Zatim je za svaki od parametara lipofilnosti dobijenih hromatografskim putem i in silico
prorac¢unima svih prediktora bioloske aktivnosti izracunat koeficijent korelacije r, koji je u svim
sluc¢ajevima bio veci od 0,8. Ovim rezultatima se potvrduje postojanje dobre korelaciije izmedu
eksperimentalnih i in silico metodama odredenih prediktora bioloSke aktivnosti i stoga se moze
zakljuciti da deskriptori dobijeni racunarskim metodama mogu biti korisni dodatni pokazatelji

bududeg in vivo ponasanja leka u organizmu.

4.7 Molekularne doking studije

Dakle, molekularni doking je prakti¢na in silico metoda koja se koristi kako bi se predvidela
orijentacija liganda u receptorskom dZepu za vezivanje [232, 240]. Za izvodenje doking studije
koriS¢en je Autodock v4.2 koji je inace besplatno dostupan, dok je za analizu doking simulacija
koris¢en softver AutoDockTools 1.5.6. Pre svake doking simulacije ligandi i receptori su
adekvatno pripremljeni, tako Sto su ligandske strukture optimizovane da postignu konformaciju
sa minimalnom energijom, dok su receptorske strukture preuzete iz Brookhaven baze podataka
za proteine. Prethodno izraCunavanje 3D mreZe interakcijskih energija izvedeno je pomocu
programa AutoGrid a na osnovu detektovane makromolekularne mete. Tokom ove procedure,
kreirana je kubi¢na mreza i mapa mreze, koje su zapravo predstavljale aktivno podrucje
receptora u koje se je potom ugradivala testna izvorna molekularna struktura [241]. Mreza od
40 tacaka u x-, y- i z-pravcima sa razmakom mreZe od 0,375 A je bila postavljena centralno u
odnosu na ligand. Najvec¢i broj procena energije bio je 2.500.000. Lamarckian geneticki
algoritam koriScen je sa ciljem da se identifikuju najbolje konformacije liganada u interakciji
sa receptorom [232-233]. Tokom simulacija je u obzir uzet najve¢i moguci broj od po 100
jedinstvenih konformera za svako jedinjenje. Doking eksperimenti su izvedeni ispitivanjem
interakcija i1zmedu fleksibilnih liganada (testiranith molekularnih struktura) 1 stati¢nih
proteinskih receptora, Sto je omogucilo evaluaciju slobodne energije vezivanja liganada i
makromolekula. Doking konformacije sa najboljim rezultatom funkcije bodovanja RMSD
(koren srednjeg kvadratnog odstupanja) svih usidrenih konformacija ocenjivanje su medusobno

prema utvrdenim kljuénim parametrima interakcije [234-235].
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Kristalne strukture receptora G* i G™ bakterija preuzete su iz baze podataka za proteine (Protein
Data Bank - https://www.rcsb.org/) [225-227]. Set molekula liganada ukljucivao je jedinjenja
325-31325-5, kurvularide A, B, C, D, E, jedinjenja 6 1 7, fomol, fomoenamid i fomonitroestar
(Slika 4-21) [14, 36, 54, 228-229]. Antibiotik ampicilin sluzio je kao kontrolni ligand. Svi
molekuli liganada postavljeni su u njihovu konformaciju sa minimalnom energijom uz pomo¢
MOPAC/AM1 metode (opis zahvata: minimiziranje RMS gradijenta na 0,100; naCin prikaza:
svaka pojedinacna iteracija; AMI1 teorija; funkcija: ,,closed shell*“ ) u programu Chem 3D Ultra

7.0.0, Cambridgesoft.

Kao rezultat prethodnih istrazivanja, jedinjenja 325-3 i 325-5 su izolovana iz endofitne gljive
Phomopsis species 1 njihova aktivnost protiv bakterija Escherichia coli i Staphylococcus aureus
sojeva je eksperimentalno evaluirana. Kako bi se razumeo mehanizam delovanja koji lezi u
osnovi interakcije izmedu jedinjenja 325-3 ili 325-5 sa razlicitim tipovima receptora i kako bi
se identifikovali receptori koji ispoljavaju antimikrobni efekat nakon aktivacije ligandom,
dodatno je sprovedena studija molekularnog dokinga. Takode, obim tesiranih liganada proSiren
je sa jo§ deset endofitnih biomolekula pronadenih prilikom detaljnog pregleda literature.
Najstabilnije konformacije liganada, koje su se isticale tokom doking studije, izabrane su na
osnovu njihove vrednosti minimalne energije vezivanja u interakciji sa receptorom, $to inace

doprinosi favorizovanju termodinamicnijeg puta formiranja strukture ligand-receptor.
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Slika 4-21 Hemijske strukture ispitivanih molekula liganada 325-3 (A), 325-5 (B),
kurvularid A (C), kurvularid B (D), kurvularid C (E), kurvularid D (F),
kurvularid E (G), jedinjenje 6 (H), jedinjenje 7 (I), fomol (J), fomoenamid (K) i
fomonitroestar (L)

Svaka interakcija evaluirana je preko karakteristicnih parametara, kao S$to su konstanta
inhibicije (K7), RMSD vrednost, vrednost slobodne energije vezivanja i potencijala za prisustvo
vodoni¢nih veza izmedu testiranih liganada i receptora. Generalno se pouzdanim indikatorima
potencijalnog vezivanja testiranih liganada 1 receptora smatraju: niZze vrednosti konacne

energije 1 energije vezivanja, nize vrednosti konstante inhibicije, srednja vrednost kvadratne
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devijacije (RMSD) sa grani¢nom vrednos$éu do 2 A i potencijal za formiranje vodoni¢nih veza
u slucaju bliske interakcije liganada i receptora [237]. Koordinate centralnih tacaka mreze za

sve testirane ligande date su u Tabeli 7-1 kao deo dopunskog materijala.

Ishodi doking simulacije za 1FOK receptor sa ligandima (Tabela 4-17 i1 Tabela 7-2)
demonstrirali su da je od svih testiranih liganda, ampicilin prikazao najveci potencijal vezivanja
ostvarujuci 2 vodonicne veze sa receptorom (Slika 4-22), i imaju¢i pritom najnizu energiju
vezivanja od -6,47 kcal/mol, konstantu inhibicije (K7) od 18,08 uM i RMSD vrednost od 5,08.
Prilikom poredenja afiniteta drugih liganada sa ampicilinom isticala su se jedinjenja 325-3, 325-
5, fomoenamid i fomol. Od pomenutih jedinjenja, vrednost najnize slobodne energija vezivanja
uocena je za jedinjenje 325-3 (-5,14 kcal/mol), fomoenamid (-4,97 kcal/mol) i jedinjenje 325-
5 (-4,78 kcal/mol), respektivno. Interesantna je Cinjenica i da je najniza Ki vrednost koja
upucuje na visoki potencijal vezivanja za 1FOK receptor, uocena je za fomol (Ki = 60,52 uM),
prac¢ena vrednos$céu Ki za jedinjenje 325-3 (Ki = 172,04 uM) i fomoenamid (Ki = 227,74 uM).
Najniza RMSD vrednost zabeleZena je u slucaju fomola (RMSD = 3,26), pracena jedinjenjima
325-31325-5 koja su mala istu vrednost RMSD od 3,72 i fomoenamidom sa RMSD vredno$¢u
od 4,46. Potencijal za formiranje Cetiri vodoni¢nih veza je zabeleZen u slucaju jedinjenja 325-
5 1 kurvularida A, premda su oba liganda ispoljavala potencijal vezivala za amninokiselinu
GLN289 na receptoru, dok su dodatne vodoni¢ne veze uspostavljene sa drugim
aminokiselinama LEU265, SER192 i GLN193. Ovo moze dovesti do zakljucka da su 2
vezujuca mesta na receptoru 1FOK u neposrednoj blizini. Jedinjenje 325-3, fomol i fomoenamid
imaju potencijal u uspostavljaju 3 vodni¢ne veze sa receptorom. S’ obzirom da jedinjenje 325-
5 1 fomoenamid imaju potencijal u formiranju vodoni¢nih veza preko aminokiseline THR266 1
da oba jedinjenja 325-3 1 325-5 imaju potencijal u formiraju vodoni¢nih veza sa aminokiselinom
GLN289 na 1FOK receptoru, moze se pretpostaviti da se jedinjenja 325-3, 325-5 i fomoenamid
vezuju za isti receptorski dzep za ligande. Sa druge strane, fomol ispoljava potencijal u
formiranju vodoni¢ne veze sa aminokiselinama GLY 190 1 GLN193 §to upucuje na zakljuc¢ak

da se fomol ne vezuje za isto mesto na receptoru kao jedinjenja 325-3, 325-5 i fomoenamid.
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Tabela 4-17

Ekstrahovani eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1F0K

receptorom.
Slobodna Konstanta pnrqpy Potencijal za formiranje vodoni¢nih
Ligand Ve(;g%gfa inhibicije Ki 1(\%) veza sa aminokiselinama na
(keal/mol) (n receptoru
Ampicilin -6,47 18,08 5,08 THR266
Jedinjenje 325-3 -5,14 172,04 3,72 GLN289
o THR266
Jedinjenje 325-5 -4,78 313,49 3,72 GLN289
LEU265
. SER192
Kurvularid A -4,76 324,52 6,17 GLN193
GLN289
Kurvularid B -4,10 994,76 6,79 GLN289
Kurvularid C -4,70 361,64 4,74 VAL189
Kurvularid D -4,74 334,92 6,42 LEU265
Kurvularid E -4,73 343,80 4,90 GLU269
Fomoenamid -4,97 227,74 4,46 THR266
o LEU265
Jedinjenje 6 -3,88 1430 7,35 THR266
o ARG164
Jedinjenje 7 -4,56 454,39 5,83 THR266
GLY190
Fomol -5,75 60,52 3,26 GLN193
. GLU269
Fomonitroestar -4,81 296,63 5,89 GLN289
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Slika 4-22 Doking konformacija liganada 325-3 (A), 325-5 (B), fomoenamida (C) i

ampicilina (D) sa 1F0K receptor vezujucim diepom. Prikazan je samo deo
receptora sa reziduama aminokiselina preko kojih se ostvaruje interakcija sa
ligandima. Potencijal za formiranje kljucnih vodonic¢nih veza izmedu rezidua
aminokiselina u receptorskom dZepu za vezivanje i liganada naglaSene su
zelenom bojom
Analiza doking rezultata procene afiniteta liganada za 3G7B receptor pokazala je, kao Sto je i
oc¢ekivano, da je medu ispitivanim ligandima, najniZa energija vezivanja od -6,10 kcal/mol
zabelezena u slu¢aju ampicilina, koji je zapravo predstavljao 1 kontrolni ligand (Tabela 4-18 i
Tabela 7-3). Od svih testiranih liganada, jedinjenje 325-3 je pokazalo najniZu energiju vezivanja
od -5,27 kcal/mol. Povrh toga, niska energija vezivanja sa 3G7B receptorom takode je uoc¢ena
1 za fomoenamid 1 jedinjenje 325-5. Dodatno su rezultati doking simulacija ukazivali i na
potencijal za uspostavljanje 4 vodoni¢ne veze izmedu receptora 3G7B i liganada 325-3 i1
fomoenamida. Takode, potencijal za formiranje 3 vodoni¢ne veze uocen je u slucaju jedinjenja
325-3 1 3G7B receptora. Slicna vezuju¢a mesta na 3G7B receptoru (preko aminokiselina na
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poziciji ASP57, ASN54 1 VAL131 na receptoru 3G7B, Tabela 7-3) su zabeleZena u sluc¢aju oba
jedinjenja 325-3 1 325-5 (Slika 4-23), ¢ime se moZe objasniti eksperimentalno potvrdena
antimikrobna aktivnost protiv bakterije Staphylococcus aureus u mnaSim prethodnim
istrazivanjima. Ova opservacija takode upucuje na zakljucak da jedinjenja 325-3 i 325-5
interaguju sa istim vezujuéim mestima na receptoru, dok se fomoenamid i ampicilin vezuju
druge dzepove na 3G7B receptoru. Najnize RMSD vrednosti zabeleZene su za fomoenamid
(RMSD = 3,27) i jedinjenje 325-5 (RMSD = 3,92). Takode su i drugi testirani ligandi pokazali
potencijal za interakciju 1 vezivanje sa 3G7B receptorom, medutim sude¢i po vrednostima
slobodne energije vezivanja, konstanti inhibicije i RMSD vrednosti, jedinjenje 325-3 (Ki =
135,56 uM, RMSD = 5,04), jedinjenje 325-5 (Ki = 425,42 uM, RMSD = 3,92) i fomoenamid
(Ki=397,98 uM, RMSD = 3,27) pokazali su najveci potencijal.

Ovi rezultati upucuju na zakljucak da je najveci afinitet za receptor 3G7B zapazen za kontrolni
ligand - antibiotik ampicilin. Od svih testiranih liganada, nesto nizi afinitet zapaZen je za ligande
325-3, 325-5 i fomoenamid, respektivno. Interesantno je zapazanje da su vezujuca mesta za
ampicilin 1 fomoenamid ukljucivala interakcije sa receptorskim dZepom u neposrednoj blizini
aminokiseline GLU50, dok su kod oba jedinjenja 325-3 1 325-5 zapaZene interakcije sa
aminokiselinskim reziduama ASP57, ASP54 1 VAL131 na drugom mestu vezivanja za receptor
(Slika 4-23). Kako je uocena razlika u vezujuéim mestima za receptor pomenutih jedinjenja,
ova opservacija upucuje na potencijalne razlike u mehanizmu aktivnosti ampicilina ili

fomoenamida u poredenju sa jedinjenjima 325-3 1 325-3.
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Tabela 4-18 Ekstrahovani eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 3G7B

receptorom.
%lggl?(}naa Konstanta RMSD Potencijal za formiranje
Ligand vez1v§1{ a 1nh1b1c1 l\g vodoni¢nih veza sa
(keal/m (J)l) Ki ( aminokiselinama na receptoru
ASP53
Ampicili -6,10 33,93 5,77
mpicilin , , , GLUS0
ASP57
Jedinjenje 325-3 -5,27 135,56 5,04 ASN54
VALI131
ASP57
Jedinjenje 325-5 -4,60 425,42 3,92 VALI131
ASN54
ASP53
Kurvularid A -2,58 12930 421 GLUS50
ASN54
: GLUS50
Kurvularid B -4,36 632,03 3,98 HIS46
Kurvularid C -3,21 4440 4,50 ASP57
ASP53
Kurvularid D -4,51 495,24 4,19 ASN54
VAL131
ASP52
K lari -
urvularid E 4,47 532,45 4,15 ASNS54
. ASN54
F -
omoenamid 4,64 397,98 3,27 GLUS0
VAL131
Jedinjenje 6 -3,75 1790 6,72 ASN54
GLU50
C . ASN54
Jedinjenje 7 -4,20 838,08 4,80 VALL31
ASP53
F 1 -3,74 1800 4.8
omo : /89 ASN206
VALI130
GLU50
F i -
omonitroestar 3,88 1440 6,80 HIS46

VALI3l1
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Slika 4-23 Doking konformacija liganada 325-3 (A), 325-5 (B), fomoenamida (C) i
ampicilina (D) sa 3G7B vezujuéim mestu na receptoru. Prikazan je samo deo
receptora sa reziduama aminokiselina preko kojih se ostvaruje interakcija sa
ligandima. Potencijal za formiranje kljucnih vodonic¢nih veza izmedu rezidua

aminokiselina u receptorskom dZepu za vezivanje i liganada naglaSene su
zelenom bojom.
Opste je poznata ¢injenica da odredeni antibiotici ispoljavaju svoj efekat inhibicijom enzima -
laktamaza. Stoga su izvedene i evaluirane doking simulacije izmedu SHV-1 B-laktamaze kao
receptora i svih ispitivanih liganada (Tabela 4-19 i1 Tabela 7-4). Ampicilin ligand je pokazao
najniZu slobodnu energiju vezivanja od -1,90 kcal/mol i RMSD od 5,08. Medutim, jedinjenje 7
1 fomonitroestar ispoljili su najniZzu slobodnu energiju vezivanja (-2,85 kcal/mol 1 -2,67
kcal/mol, respektivno), praceno jedinjenjem 6 (-2,48 kcal/mol) i jedinjenjem 325-5 (-1,79
kcal/mol). Ova ¢injenica navodi na zakljucak da ova jedinjenja potencijalno imaju veci afinitet
za receptor u poredenju sa ampicilinom kao kontrolnim ligandom. Za sva jedinjenja, zapazene

su vece vrednosti konstante inhibicije. NajniZa vrednost konstante inhibicije od 8,10 mM je bila

u slucaju jedinjenja 7. Takode, potencijal za ostvarivanje 4 vodoni¢ne veze zapazen je u primeru
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jedinjenja 7 i fomonitroestra, dok su 3 potencijalne vodoni¢ne veze formirane izmedu jedinjenja

325-5 1 aminokiselina ARG202 i ARG205 na 1SHV receptoru.

Tabela 4-19 Ekstrahovani eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1ISHV
receptorom.
Sll(l) bl? (%!laa Konstanta pnarqp Potencijal za formiranje vodoni¢nih
Ligand veez?vgrgj a inhibicije 1(\&) veza sa aminokiselinama na
(keal/mol) Ki(n receptoru
Ampicilin -1,90 40320 5,08 ARG205
Jedinjenje 325-3 0,33 N.A. 7,26 ARG205
. ARG202
Jedinjenje 325-5 -1,79 48870 5,65 ARG205
Kurvularid A -0,41 497240 5,07 ARG202
. ARG202
Kurvularid B -0,92 210410 7,41 ARG205
B o Formirani
Kurvularid C 0,75 NA. 4,74 ¢z potencija’a za formiranje
vodoni¢ne veze
. ARG202
Kurvularid D -1,57 70350 6,97 ARG205
. ARG202
Kurvularid E -1,27 116590 5,05 ARG205
Fomoenamid -1,78 49500 6,51 GLU92
S ARG202
Jedinjenje 6 -2,48 15230 7,48 ARG205
S ARG202
Jedinjenje 7 -2,85 8100 5,97 ARG205
ARG202
Fomol -0,55 395820 5,28 ARG205
. ARG202
Fomonitroestar -2,67 11060 7,46 ARG205

Generalno je primecen niZi potencijal vezivanja u slucaju dokinga svih testiranih liganda sa
ISHV receptorom u poredenju sa 1FOK i 3G7B receptorima. Takode, dodatno je zabelezen nizi
potencijal vezivanja u slu€aju dokinga svih testiranih liganda sa ISHV receptorom u poredenju
sa 1FOK 1 3G7B receptorima. Ipak, najveci afinitet za ISHV receptor uocen je za jedinjenje 7

praceno fomonitroestrom, ampicilinom i jedinjenjem 325-5. Budu¢i da je potencijal za
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formiranje svih vodoni¢nih veza sa aminokiselinama receptora 1SHV na pozicijama ARG202

1 ARG205, dolazi se do zakljucka da je receptorski dzep za vezivanje unutar receptora isti za

sve ligande (Slika 4-24).

HOH332 A B
ARG202 ARG205 N’ /'
- ARG202 | / ARG205
\ = ()—/— SO | y v/
w = y
t \_ )
g D
HOH332
HoHEs2 ARG205 ARG205
ARG202 ’ ARG202
o I -
e avew
Slika 4-24 Doking koformacija liganada 325-5 (A), jedinjenja 7 (B), fomonitroestra (C) i

ampicilina (D) sa 1ISHV vezujucim mestu na receptoru. Prikazan je samo deo

receptora sa reziduama aminokiselina preko kojih se ostvaruje interakcija sa

ligandima. Potencijal za formiranje kljucnih vodonic¢nih veza izmedu rezidua

aminokiselina u receptorskom dZepu za vezivanje i liganada naglaSene su
zelenom bojom.

Prilikom doking simulacija sa receptorom 3VSL, sva ispitivana jedinjenja su pokazala slabiji
potencijal za interakciju sa receptorom (Tabela 7-5). Nijedno od ispitivanih jedinjenja nije
pokazalo potencijal za formiranje vodoni¢nih veza, takode su zabelezene visoke vrednosti
slobodne energije vezivanja upucujuci na slab potencijal za bilo koju interakciju sa receptorom,
pa se stoga konstanta inhibicije nije mogla izraCunati. Evidentiran je sli¢an nedostatak
potencijala interakcije svih ispitivanih jedinjenja sa 4EMV, 1J1J, 1KZN 1 3K3P receptorima
(Tabela 7-6 do 7-9 u sklopu dodatnih materijala). Prema dobijenim podacima, moze se
zakljuciti da nijedno od ispitivanih jedinjenja ne stupa u interakciju sa pomenutim receptorima

(3VSL, 4EMV, 1J1J, 1KZN i 3K3P).
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4.8 QSAR studije primenom pristupa baziranom na receptoru

Rezultati izvedenih studija molekulskog docking-a ukazali su na najvaznije interakcije izmedu
izabranih liganada i receptora. Na osnovu poredenja rezultata dobijenih za bioaktivne molekule
poreklom iz endofitnih gljiva sa rezultatima dobijenim nakon docking eksperimenata sa
poznatim antimikrobnim agensima (referentnim antibioticima), moze se ukazati na potencijal
biomolekula da ostvari Zeljeno delovanje u in vitro ili in vivo uslovima. Direktnom analizom
vrednosti energije vezivanja koja se javlja u toku interakcije izmedu liganda i receptora, moze
se procenjivati terapijska efikasnost potencijalnog novog leka, kao i najverovatniji mehanizam
antimikrobnog delovanja. Medutim, da bi znacaj rezultata docking studija dobio dodatno na
svom znacaju, nagradeni su QSAR modeli primenom pristupa baziranom na receptoru (eng.
receptor-based) sa ciljem pouzdanog predvidanja afiniteta vezivanja biomolekula za odredeni
tip receptora. Iz sprovedenih docking studija na 3 reprezentativna receptora (1FOK - 1,9 A
transferaza Escherichia coli, 3G7B - Staphylococcus aureus giraza B i 1SHV - B-laktamaza
Klebsiella pneumoniae), iskoris¢eno je 10 parametara koji opisuju prirodu interakcije
biomolekula sa receptorima (efikasnost liganda, konstanta inhibicije, intermolarna energija,
VdW HB desolvatacijska energija, elektrostaticka energija, ukupna interna energija, torziona
energija, nevezana energija, refRMS i1 broj vodoni¢nih veza). Njima su pridruzeni molekulski
deskriptori 12 jedinjenja (325-3, 325-5, kurvularidi A-E, jedinjenja 6 i 7, fomol, fomoenamid i
fomonitroestar) koji opisuju fizicko-hemijske karakteristike molekula i njihovu sklonost za
stupanje u reakcije kao §to su particioni koeficijent /ogP, molekulska tezina i molekulski
volumen koji opisuju tendencije ka hidrofobnim interakcijama, zatim kvantum hemijski
deskriptori poput energije najviSe okupirane molekulske orbitale (EHOMO), energije najnize
neokupirane molekulske orbitale (ELUMO), indeksa elektrofilnosti (@), hemijske tvrdoce
molekula (7), hemijske mekoce molekula (S) 1 hemijskog potencija (u), kao 1 drugi molekulski
receptori koji karakteriSu sklonost molekula ka gradenju vodoni¢nih veza, stupanje u elektron
donorske 1 akceptorske interakcije 1 elektrostaticke interakcije [238]. Prilikom izraCunavanja
molekulskih deskriptora, molekuli su najpre prevedeni u konformacije koje su sadrzale
minimum energije primenom MOPAC/AM1 metode u Chem 3D Ultra 7.0.0 programu, zatim
su molekulski deskriptori izraCunavani pomocéu Marvin Sketch 4.1.13 1 Chem 3D Ultra 7.0.0
programa (Tabele 4-20, 4-21 1 4-22 za tri receptora 1FOK, 3G7B 1 1SHV redom). Baza podataka

pomocu koje je vrSeno modelovanje sadrzala je ukupno 37 parametara koji su predstavljali
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ulazne podatke, dok je afinitet vezivanja za receptor bio izlazni podatak. QSAR modeli su
gradeni pomocu algoritma masinskog ucenja baziranog na vestackim neuronskim mrezama
(ANN). Za potrebe gradenja mreza, pocetni set podataka je podeljen na 3 dela za potrebe
treniranja, validacije i testiranja mreze. Tokom treniranja kroz 1000 epoha, parametri mreze su
optimizovani tako da se postignu najnize moguce vrednosti greSke (eng. Root mean square
error, RMSE) za trening i validacioni set podataka. Dobijene su 3 pojedinacne mreze za svaki
od 3 izabrana receptora, koje su se sastojale od viSe slojeva (ulazni, skriveni sa sa razli¢itim

neurona i izlazni sloj). Mreze su trenirane algoritmom povratnog prolaska greske.

Vestacku neuronsku mrezu za predvidanje vezivanja biomolekula za receptor 1FOK karakterise
topologija 37-19-1, stopa ucenja (eng. learning rate) 0,3, momentum 0,05, RMSE za trening,
validacioni 1 test set podataka redom 0,7321, 1,521 1 1,679 1 koeficijent korelacije za trening,
validacioni i test set podataka redom 0,9998, 0,9981 i 0,9924. Topologija vestacke neuronske
mreze koja sluzi da predvida vezivanje biomolekula za 3G7B receptor bila je 37-19-1, imala je
stopu ucenja podesenu na 0,3 i momentum na 0,01. RMSE za trening, validacioni i test set
podataka za ovu mrezu su iznosile 0,3034, 1,751 1 1,737, redom, a vrednost koeficijenta
korelacije izmedu vrednosti vezivanja ligand-receptor dobijenih iz docking studija i onih koje
predvida mreza za trening, validacioni i test set podataka iznosio je 0,9999, 0,9433 i 0,8034,
tim redom. VeStacka neuronska mreza za predvidanje vezivanja biomolekula za receptor ISHV
imala je sledece karakteristike: topologija 37-9-1, stopa ucenja 0,55, momentum 0,02, RMSE
za trening, validacioni i test set podataka redom 0,5176, 1,614 1 1,527 i koeficijent korelacije

za trening, validacioni i test set podataka redom 0,9227, 0,8589 1 0,9822.

U svim ANN-QSAR modelima, niske vrednosti greSke za trening 1 validacioni set podataka,
vrednosti koeficijenta korelacije Sto bliZe 1 1 niska vrednost greSke za test set podataka, ukazuju
na to da nagradeni model ima dobru sposobnost predvidanja. Svi nagradeni modeli mogu
posluziti za predvidanje bioaktivnosti serije molekula strukturno srodnih biomolekulima iz
koris¢enog seta podataka, a koji potencijalno mogu nastati usled prirodnih varijacija u uslovima
okruZenja u kojima se endofitna gljiva razvija i/ili kultiviSe, kao i optimizacijom strukture

putem sinteze derivata poznatih biomolekula.
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Tabela 4-20 OSAR eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1FOK receptorom

m w2
. E = :%; i =
e = F B I g -
s T 5 £ £ 5 s 8 2 - £ E
i = 2 § £ 5 = & B = o £ z g
Ligand g = - S I £ = 5 = 2 5@ - = 2, =
= g i 3 2 3 2 = 22 = z 2 2 S S
2 = 5 0z s = S e g = 3 £ E 2 3
e = < 8 37 T g E w BT 3 4 £ 5 T ¥
@ s = = = = S g = S N £ a < =~ S 3 2

4 2 £ < &= F S [~ —- s M & - £ >
= = 3} = = s = > > = = -9 = = %
= S = = = = e ) b = =) ° = = o0 < =] = ]
%) ~ = > = = = z 2 Q ~ ~ z z 2 & > = =
Jedinjenje 325-3 0,23 172,04 8,42 7,94 048 230 3,28 230 3,72 3 31,57 96,36 2 5 0,82 82,09 288,11 530 7091
Jedinjenje 325-5 0,22 313,49 7,76 7,35 041 1,14 298 1,14 3,72 4 31,03 93,20 1 5 1,44 81,32 281,56 5,08 7,98
Kurvularid A -0,20 324,52 -9,23 -9,02 -0,21 -2,48 4,47 -248 6,17 4 37,35 110,02 5 5 1,02 95,25 358,73 6,24 7,64
Kurvularid B -0,18 994,76 -7,68 -7,54 -0,14 -1,85 3,58 -1,85 6,79 1 36,06 82,09 3 4 2,18 91,74 338,42 4,64 9,88
Kurvularid C -0,20 361,64 -8,87 -8,52 -0,35 -297 4,18 -297 4,74 2 38,55 89,79 4 4 2,40 98,28 367,34 5,44 8,95
Kurvularid D -0,21 334,92 -8,02 -8,08 0,06 -0,81 3,28 -0,81 6,42 1 35,51 78,93 2 4 2,38 90,72 331,77 4,79 8,41
Kurvularid E -0,21 34380 -7,71 -7,52 -0,19 -1,79 2,98 -1,79 4,90 2 39,74 78,79 3 4 2,74 101,02 374,03 4,92 8,94
Jedinjenje 6 -0,35 143 -448 -437 -0,11 -0,27 0,60 -0,27 7,35 2 13,53 66,90 1 4 -0,49 3526 121,51 3,59 4,63
Jedinjenje 7 -0,33 454,39 -545 -497 -048 -0,18 0,89 -0,18 5,83 2 17,39 72,97 0 4 -0,05 44,41 158,07 3,93 5,63
Fomol -0,20 60,52 -9,33 -9,14 -0,19 -448 3,58 -448 3,26 3 3431 11329 3 5 1,26 87,30 322,12 527 6,95
Fomoenamid -0,25 227,74 -7,65 -7,38 -0,27 -2,25 2,68 -2,25 446 3 29,97 98,66 4 4 0,08 76,74 286,52 4,60 7,90
Fomonitroestar -0,28 296,63 -7,20 -596 -1,24 -0,33 2,39 -0,33 5,89 2 2290 89,67 1 4 1,60 58,49 209,35 4,33 7,43
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Jedinjenje 325-3 310,14 310,35 -856,12 10,76 25,00 691 0,01 1,29 -7,04 525 7,83 1,55 -745 346 8,01 0,29 62 61 5,14
Jedinjenje 325-5 308,13 308,33 -811,19 11,44 2144 7,66 0,02 1,27 -1040 2,38 9,08 1,44 -791 3,15 994 0,32 61 60 4,78
Kurvularid A 345,25 345,47 -105391 12,65 15,35 823 0,64 2,30 -887 -435 4,76 1,59 -695 4,82 5,01 0,21 72 71  -4,76
Kurvularid B 327,24 327,46 -799,72 12,09 2436 1441 025 1,71 -5,78 -4,12 581 1,60 -6,99 482 5,06 021 68 67 -4,10
Kurvularid C 343,27 343,50 -922,32 14,62 1998 888 0,64 2,58 -739 -430 494 1,59 -694 487 494 021 72 71  -4,70
Kurvularid D 325,23 325,44 -754,79 11,23 21,56 12,81 0,16 1,55 -5,17 -4,62 5,61 1,61 -6,89 4,775 499 0,21 67 66 -4,74
Kurvularid E 355,27 355,51 -856,61 13,35 42,84 16,57 0,75 3,21 -5,16 -3,55 17,67 1,54 -6,73 4,770 482 0,21 74 73 473
Jedinjenje 6 154,03 154,12 -561,69 3,84 13,38 2,55 -0,16 049 -1,65 529 3,02 1,28 -926 190 22,62 0,53 30 29  -3,88
Jedinjenje 7 196,04 196,16 -768,02 7,69 20,03 042 -0,01 0,81 -1,03 7,92 424 140 -925 1,94 22,10 0,52 38 37  -4,56
Fomol 342,17 342,38 -1344,55 17,23 17,52 -0,17 0,74 241 -11,35 0,85 7,81 1,51 -7,61 4,19 692 0,24 69 68 -5,75
Fomoenamid 286,19 286,37 -765,07 9,93 -4,04 6,29 022 093 -1342 -11,67 3,68 148 -575 527 3,14 0,19 59 58 -4,97
Fomonitroestar 239,08 239,22 -748,41 8,57 537 -8,01 0,21 065 -221 2,776 252 1,51 -6,63 5,57 3,94 0,18 47 46 -4.81
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Tabela 4-21 OSAR eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 3G7B receptorom
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Jedinjenje 325-3 -0,24 135,56 -8,55 -7,83 -0,72 -2,26 3,28 -2,26 5,04 4 31,57 96,36 2 5 082 82,09 288,11 5,30 791
Jedinjenje 325-5 -0,21 42542 -7,58 -7.42 -0,16 -1,58 298 -1,58 3,92 3 31,03 9320 1 5 1,44 81,32 281,56 5,08 7,98
Kurvularid A -0,11 1293 -7,05 -6,30 -0,75 -3,36 4,47 -336 421 4 37,35 110,02 5 5 1,02 95,25 358,73 6,24 7,64
Kurvularid B -0,19 632,03 -7,94 -7,31 -0,64 -1,85 3,58 -1,85 3,98 3 36,06 82,09 3 4 2,18 91,74 338,42 4,64 9,88
Kurvularid C -0,13 444 -739 -6,72 -0,67 -0,62 4,18 -0,62 450 3 38,55 89,79 4 4 240 9828 367,34 544 895
Kurvularid D -0,20 49524 -7,79 -7,63 -0,16 -1,24 328 -1,24 4,19 3 3551 7893 2 4 238 90,72 331,77 4,79 841
Kurvularid E -0,19 53245 -7,45 -7,36 -0,09 -1,01 298 -1,01 4,15 2 39,74 78,79 3 4 2,774 101,02 374,03 4,92 8,94
Jedinjenje 6 -0,34 1,79 -435 -4,08 -0,27 0,05 0,60 0,05 6,72 3 13,53 6690 1 4  -0,49 3526 121,51 3,59 4,63
Jedinjenje 7 -0,30 838,08 -5,09 -483 -0,26 0,015 0.8 0,15 480 2 17,39 7297 0 4  -0,05 44,41 158,07 3,93 5,63
Fomol -0,13 1,80 -7,32 -7,14 -0,19 -3,51 3,58 -3,51 489 2 3431 11329 3 5 1,26 87,30 322,12 527 6,95
Fomoenamid -0,23 397,98 -7,32 -6,76 -0,56 -2.44 2,68 -244 327 4 2997 98,66 4 4 0,08 76,74 286,52 4,60 7,90
Fomonitroestar -0,23 1,44  -6,26 -6,25 -0,01 -0,41 239 -041 6,80 4 2290 89,67 1 4 1,60 5849 20935 433 743
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Jedinjenje 325-3 310,14 310,35 -856,12 10,76 25,00 691 0,01 1,29 -7,04 525 7,83 1,55 -745 346 8,01 0729 62 61 -527
Jedinjenje 325-5 308,13 308,33 -811,19 1144 2144 7,66 0,02 1,27 -1040 238 9,08 1,44 -791 3,15 994 032 61 60 -4,60
Kurvularid A 345,25 345,47 -105391 12,65 1535 823 0,64 230 -887 -435 476 1,59 -695 4982 5,01 0,21 72 71  -2,58
Kurvularid B 327,24 327,46 -799,72 12,09 2436 1441 025 1,71 -578 -4,12 581 1,60 -6,99 4982 5,06 0,21 68 67 -4,36
Kurvularid C 343,27 343,50 -92232 14,62 1998 888 0,64 2,58 -739 -430 494 1,59 -694 487 494 0,21 72 71 -3,21
Kurvularid D 325,23 325,44 -754,79 11,23 21,56 12,81 0,16 1,55 -5,17 -4,62 5,61 161 -6,89 4,775 499 0,21 67 66 -4,51
Kurvularid E 355,27 355,51 -856,61 13,35 42,84 16,57 0,75 3,21 -5,16 -3,55 17,67 1,54 -6,73 4,770 4,82 0,21 74 73 447
Jedinjenje 6 154,03 154,12 -561,69 3,84 13,38 2,55 -0,16 049 -1,65 529 3,02 1,28 -926 190 22,62 0,53 30 29  -3,75
Jedinjenje 7 196,04 196,16 -768,02 7,69 20,03 042 -0,01 0,81 -1,03 7,92 424 1,40 -925 194 22,10 0,52 38 37  -4,20
Fomol 342,17 342,38 -1344,55 1723 17,52 -0,17 0,74 241 -1135 085 7,81 1,51 -7,61 4,19 6,92 0724 69 68 -3,74
Fomoenamid 286,19 286,37 -765,07 9,93 -4,04 6,29 022 093 -1342 -11,67 3,68 148 -575 527 3,14 0,19 59 58 4,064
Fomonitroestar 239,08 239,22 -748.41 8,57 5,37 -8,01 0,21 0,65 -221 276 252 1,51 -6,63 557 394 0,18 47 46  -3,88
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Tabela 4-22 OSAR eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1ISHV receptorom
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Jedinjenje 325-3 0,02 N.A. 295 286 0,09 475 328 475 726 1 31,57 9636 2 5 082 82,09 288,11 530 7,91
Jedinjenje 325-5 0,08 48,87 4,77 440 037 2,19 298 2,19 564 3 31,03 9320 1 5 1,44 81,32 281,56 5,08 798
Kurvularid A -0,02 497,24 -4.89 -468 -021 -560 447 -560 507 1 37,35 110,02 5 5 1,02 9525 358,73 6,24 7,64
Kurvularid B -0,04 210,41 -450 -421 -029 -196 3,58 -196 741 3 36,06 82,09 3 4 2,18 91,74 33842 4,64 9,88
Kurvularid C 003 NA. -343 -329 -0,14 -510 4,18 -510 474 0 3855 89,79 4 4 2,40 9828 367,34 544 895
Kurvularid D -0,07 70,35 -4.85 -447 -038 -2,01 328 -201 697 2 3551 7893 2 4 238 90,72 331,77 479 841
Kurvularid E -0,06 116,59 -426 -390 -036 -2,87 298 -2,87 505 3 3974 78,79 3 4 2,74 101,02374,03 4,92 894
Jedinjenje 6 023 1523 -3,08 -2,75 -033 -041 0,60 -041 748 2 13,53 6690 1 4 -0,49 3526 121,51 3,59 4,63
Jedinjenje 7 020 810 -3,75 -343 -0,32 -021 089 -021 597 4 1739 7297 0 4 0,05 44,41 158,07 3,93 5,63
Fomol 0,02 39582 -4,13 -3,89 -4,13 -447 3,58 -447 528 2 3431 11329 3 5 126 87,30 322,12 527 6,95
Fomoenamid 0,09 49,50 -447 -4,13 -033 -423 2,68 -423 651 1 2997 9866 4 4 0,08 76,74 286,52 4,60 7,90
Fomonitroestar ~ -0,16 11,06 -506 -3,70 -1,35 -0,57 239 -0,57 7,46 4 2290 89,67 1 4 1,60 5849 20935 4,33 743
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Jedinjenje 325-3 310,14 310,35 -856,12 10,76 25,00 691 0,01 1,29 -7,04 525 7,83 1,55 -745 346 8,01 0729 62 61 0,33
Jedinjenje 325-5 308,13 308,33 -811,19 1144 2144 7,66 0,02 1,27 -1040 238 9,08 1,44 -791 3,15 994 032 61 60 1,79
Kurvularid A 345,25 34547 -1053,91 12,65 1535 823 0,64 230 -887 -435 476 1,59 -695 4,82 5,01 0,21 72 71  -0,41
Kurvularid B 327,24 327,46 -799,72 12,09 2436 1441 025 1,71 -578 -4,12 581 1,60 -6,99 4982 5,06 0,21 68 67 -0,92
Kurvularid C 343,27 343,50 -92232 14,62 1998 888 0,64 2,58 -739 -430 494 1,59 -694 487 494 0,21 72 71 0,75
Kurvularid D 325,23 325,44 -754,79 11,23 21,56 12,81 0,16 1,55 -5,17 -4,62 5,61 161 -6,89 4,775 499 0,21 67 66 -1,57
Kurvularid E 355,27 355,51 -856,61 13,35 42,84 16,57 0,75 3,21 -5,16 -3,55 17,67 1,54 -6,73 4,770 4,82 0,21 74 73 -1,27
Jedinjenje 6 154,03 154,12 -561,69 3,84 13,38 2,55 -0,16 049 -1,65 529 3,02 1,28 -926 190 22,62 0,53 30 29 248
Jedinjenje 7 196,04 196,16 -768,02 7,69 20,03 042 -0,01 0,81 -1,03 7,92 424 1,40 -925 194 22,10 0,52 38 37  -2,85
Fomol 342,17 342,38 -1344,55 1723 17,52 -0,17 0,74 241 -1135 085 7,81 1,51 -7,61 4,19 6,92 0724 69 68 -0,55
Fomoenamid 286,19 286,37 -765,07 9,93 -4,04 6,29 022 093 -1342 -11,67 3,68 148 -575 527 3,14 0,19 59 58 -1,78
Fomonitroestar 239,08 239,22 -748,41 8,57 537 -801 0,21 0,65 -221 2,76 2,52 151 -6,63 5,57 394 0,18 47 46 -2,67
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5 ZAKLJUCAK
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Prirodni proizvodi imaju ogroman potencijal u razvoju i otkrivanju novih lekova u
farmaceutskoj industriji. Godinama su napori usmeravani na istrazivanje terapeutskog
potencijala biljaka, medutim danas su endofitne gljive prepoznate kao novi podjednako
dragocen prirodni izvor aktivnih molekula. Proizvodnja bioaktivnih sekundarnih metabolita
endofitnih gljiva je pod uticajem Sirokog spektra faktora koji se odnose na tip biljnog domacina,

klimatske uslove, nutritivne faktore, prisustvo drugih mikroorganizama u istom okruzenju, itd.

U okviru doktorske disertacije istaknuta je relevantnost pomenutih varijabilnosti kao i sli¢nosti
ili razli¢itosti u profilu antimikrobne aktivnosti endofitnih gljiva. lako je analiza glavnih
komponenti (PCA) iskljucivo bila koriS§éena za prepoznavanje obrazaca u definisanom skupu
podataka, detaljna analiza PCA ishoda i dijagrama rezultata otkrila je tri glavne grupe endofita
medu kojima ucesnici prate sli¢ne i specificne trendove ispoljavanja bioaktivnosti. Ovo vredno
saznanje moze biti od pomo¢i u svim daljim istrazivanjima endofitnih gljiva jer pruza pouzdano
predznanje o antimikrobnom potencijalu endofitnih vrsta. Na osnovu rezultata PCA analize i
rasprostranjenosti u PCA dijagramima istaknut je veoma obecavajuci antibakterijski karakter
vrsta Phomopsis kao 1 perspektiva te vrste endofita u terapijskoj upotrebi kao antifungalnih
agenasa. Zaklju€eno je da je proizvodnja biomolekula Phomopsis endofitnih vrsta i njihov
potencijal kao antimiktobnih agenasa obecavajuéi i relativno stabilan u uslovima koji su
ispitivani, i da stoga biomolekule Phomopsis endofitnih vrsta imaju potvrden neophodan

preduslov za dalja farmaceutska istrazivanja.

IzvrSena je uspeSna optimizacija hromatografskih uslova za analizu tankoslojne hromatografije
za grupu od 3 analita koji poticu od razlicitih ekstrakata endofitne gljive Phomopsis species. Sa
ciljem optimizacije relativno velikog broja eksperimenata i identifikacije najznacajninjih
eksperimentalnih faktora 1 njihovih medusobnih interakcija, upotrebljena je metoda
eksperimentalnog dizajna. Sude¢i po preliminarnim rezultatima, identifikovana su dva faktora
kao statisti¢ki najznacajnija, pa su posledi¢no varirana u predloZenom opsegu: udeo metanola
(60 — 80 %, v/v) u mobilnoj fazi i udeo amonijum-hidroksida (4 — 6 %, v/v) u mobilnoj fazi.
Hromatografska separacija je postignuta na TLC silika gel ploc¢icama 60 RP-18 F254. Najvisi
udeo amonijum-hidroksida od 6 % v/v je identifikovan kao najoptimalniji u procesu razdvajanja
mrlja. Nasuprot tome, udeo metanola u opsegu od 60 do 80 % nije pokazao znacajniji uticaj.

Najizrazeniji afinitet za baznu hidrofilnu mobilnu fazu je pokazao analit 1, potom sledi analit
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3, dok je najmanyji afinitet za za baznu hidrofilnu mobilnu fazu je pokazao analit 2. PredloZena
TLC metoda se nakon postupka validacije takode moze koristiti za razdvajanje 1 analizu
ekastrakata endofitnih gljiva kao i1 za odredivanje sastava potencijalno bioloski aktivnih
sekundarnih metabolita. Takode nakon razdvajanja je moguce i testiranje bioaktivnosti analita

procesom takozvane direktne TLC bioautografije (TLC-DB).

U toku procesa razvoja lekova u ranoj fazi istrazivanja se praktikuje odredivanje i modulisanje
fizicko-hemijskih parametara aktivnih molekula, medu kojima lipofilnost pokazuje najbolju
korelaciju sa bioloskom raspolozivos¢u i1 aktivnoS¢u. Lipofilnost jedinjenja se moze iskazivati
kroz niz izvedenih parametara, koji se mogu dobiti eksperimenatlnno ili pomocu razli¢itih
kompjuterskih programa i alata. Potvrdeno je da je reverzno-fazna tankoslojna hromatografija
(RP-TLC) prakti¢na i efikasna metoda za razdvajanje analita, kao 1 za odredivanje razli¢itih

deskriptora lipofilnosti na osnovu njihovog ponasanja u hromatografskom sistemu.

Jedinjenja sa potvrdenom antimikrobnom aktivnosc¢u koja su izolovana iz endofita Phomopsis
sp. prepoznati su kao potencijalni novi aktivni principi, stoga su odredeni razli¢iti parametri
lipofilnosti nakon hromatografskog razvijanja. U dodatnom istraZivanju separacija analita 1 1 2
iz ekstrakta endofita je postignuta metodom tankoslojne hromatografije na TLC silica gel 60
RP-18 F254 plocama, pri konstantnom zapreminskom udelu amonijum-hidroksida od 5 % (v/v)
i razli¢itom udelu metanola od 60 do 80 % (v/v) u mobilnoj fazi. Takode, evaluacija procesa
separacije je uradenja u poredenju sa poznatim antibioticima: hloramfenikol, ciprofloksacin,

ofloksacin i sulfacetamid-natrijum.

Generalno je primeceno da smanjenje zapreminskog udela metanola u mobilnoj fazi uti¢e na
povecanje afiniteta prema stacionarnoj fazi za ispitivana jedinjenja 1 1 2, kao 1 kontrolnih
antibiotika iz endofitnog ekstrakta Phomopsis species. Na osnovu parametara Ry 1 Co se moze
zakljuciti da uzorak ekstrakta endofita koji sadrzi jedinjenje 2 pokazuje niZe parametre
lipofilnosti u odnosu na uzorak endofita koji sadrzi jedinjenje 1. Ovi parametri lipofilnosti su
komparabilni sa lipofilnoS¢u hloramfenikola 1 visi od ostalih ispitivanih standarda (ofloksacina,
ciprofloksacina i sulfacetamid natrijuma). Parametar Ry je visi za jedinjenje 1 u odnosu na
jedinjenje 2 iz uzorka i svih ispitivanih standardnih supstanci, ¢ime je potvrdeno da jedinjenje
1 pokazuje najbolje retenciono ponasanje u koriS¢enoj mobilnoj fazi. Na osnovu poredenja

specifi¢nih parametara lipofilnosti (Rf, Ru i Ry©) i visokog afiniteta za stacionarnu fazu, moze
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se zakljuciti da ispitivani analiti pokazuju visoke i komparabilne vrednosti lipofilnosti sa
referentim antibioticima, Sto ukazuje na njihovu potencijalno visoku bioraspolozivost

ispitivanih aktivnih jedinjenja u organizmu

Odreden je antibiotski potencijal endofitne gljive Phomopsis species, izolovane iz iglica
Cetinara, prema bakterijama Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus. lIstrazivana su
dominantna jedinjenja koja su potencijalno odgovorna za antimikrobnu aktivnost. Na osnovu
njihove antimikrobne aktivnosti i jedinstvenih strukturnih obelezja u poredenju sa ve¢ poznatim
lekovima iz iste terapeutske kategorije, okarakterisana su dva dominantna jedinjenja (Z2)-(Z)-2-
acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-3,4-dihidroksipent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat (oznacen kao
jedinjenje 325-3) i (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-4-hidroksi-3-oksopent-1-en-1-
il)oksiran-2-il)akrilat (oznacen kao jedinjenje 325-5). Takode, na osnovu svojih specifi¢nih
svojstava, ovi biomolekuli bi mogli da sluze kao vodece strukture za buduce otkrice antibiotskih
lekova. Evaluacija odnosa izmedu hemijske strukture i intenziteta antibakterijske aktivnosti
moze da sluzi kao smernica za razvoj nove serije derivata i1 dalje poboljSanje njihove

bioaktivnosti.

Istrazivanje novih lekova i njihovo dizajniranje se zasniva na ispitivanju njihove bioloSke
aktivnosti, medutim takode je veoma vazno generisati podatke o toksi¢nim i farmakokinetickim
osobinama leka. Sa stanovista etike, postoji teznja da se podaci o toksi¢nim i farmakokinetickim

osobinama leka dobijaju upotrebom in silico metoda.

Kao nastavak istraZivanja aktivnosti sekundarnih metabolita endofitne gljive Phomopsis
species poreklom iz Cetine Cetinara na teritorijji Slovenije izvrSena je in silico procena

toksikoloskih 1 farmakokineti¢kih parametara.

Glavni faktor za procenu lipofilnosti logP (logaritam podeonog koeficijenta) sekundarnih
metabolita sa potvrdenom aktivnoSéu protiv Gram negativnih (Escherichia coli) 1 Gram
pozitivnih (Staphylococcus aureus) bakterija izracunat je koriS¢enjem programa MarvinSketch
4.1.13. Dodatno su vrednosti in silico deskriptora za pravilo Lipinskog kao i za Ghose pravilo
izraCunati primenom programa SwissADME. Volumen distribucije, Veber-ovo pravilo,
toksikoloSki parametri kao i procenat vezivanja jedinjenja za proteine plazme su izracunati
upotrebom softverskog paketa ACD/i-lab.
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Na osnovu dobijenih rezultata je potvrdeno da aktivne molekule izolovane iz ekstrakta
endofitnih gljiva ispunjavaju kriterijume definisane pravilom Lipinskog. Zato se moze
zakljuciti da se ispitivani aktivni sekundarni metaboliti iz ekstrakta Phomopsis species mogu
dobro apsorbovati kroz intestinalnu sluznicu, posto dobijene niske vrednosti ukazuju na
mogucnost brze apsorpcije. Dobijene su srednje vrednosti za volumen distribucije aktivnih
jedinjenja, stoga se mozZe pretpostaviti da ispitivana jedinjenja nemaju tendenciju da se
akumuliraju u masnom tkivu pacijenta. Takode se moze zakljuciti da ispitivana jedinjenja iz
ekstrakta Phomopsis species, koji su takode potencijalni kandidati za lek, imaju srednji afinitet
vezivanja za proteine plazme. Dodatno je primeceno da se toksi¢nost ispitivanih jedinjenja ne
razlikuje znatno u poredenju sa referentnim antibioticima koji su bili ispitivani kao standardna

kontrola.

Kao nastavak in vitro eksperimenata za antimikrobnu procenu, razdvajanje i karakterizaciju
biomolekula endofitnih gljiva, predlozen je in silico molekularni doking sa ciljem ulaganja
dodatnih napora za pouzdano prepoznavanje koje aktivne strukture mogu posluziti kao vodece
molekule za dalje otkri¢e antibiotika in silico metodama. U okviru ovog istraZivanja, ispitivane
su interakcije izmedu seta od dvanaest jedinjenja i njihovih potencijalnih ciljanih receptora.
Prema kriterijumima za ocenjivanje doking simulacija koji su ukljucivali, vrednost slobodne
enrgije vezivanja, konstante inhibicije, RMSD vrednosti i potencijala za uspostavljanje
vodoni¢nih veza sa receptorom, zakljueno je da najveéi potencijal za doking interakciju
zapazen u slucaju 3G7B, 1FOK 1 1SHV receptora lociranih na patogenima Staphylococcus
aureus, Escherichia colii Klebsiella pneumoniae. Rezultati iz ovog doking istrazivanja sugeriSu
da strukturne sli¢nosti kao i1 neka specifi¢na svojstva jedinjenja 325-3, 325-5, fomoenamida i
fomola se u budu¢nosti mogu kortistiti kao smernice za dalji razvoj njihovih derivata kao novih
antibiotika sa snaZznim delovanjem Sirokog spektra. Osim toga, ova otkri¢a mogu ukazati na to
kako izvr$iti dalju optimizaciju proizvodnje biomolekula iz endofitnih gljivama 1/ili efikasniju
obradu prikupljenog biomaterijala. Pored toga, ispitivana jedinjenja bi mogla da ispoljavaju 1

drugacije mehanizme delovanja i interaguju i sa drugim receptorima.

Rezultati izvedenih studija molekulskog docking-a ukazali su na najvaZznije interakcije izmedu
izabranih liganada i receptora. Na osnovu predenja rezultata dobijenih za bioaktivne molekule

poreklom iz endofitnih gljiva sa rezultatima dobijenim nakon docking eksperimenata sa
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poznatim antimikrobnim agensima (referentnim antibioticima), moZze se ukazati na potencijal
biomolekula da ostvari Zeljeno delovanje u in vitro ili in vivo uslovima. Direktnom analizom
vrednosti energije vezivanja koja se javlja u toku interakcije izmedu liganda i receptora, moze
se procenjivati terapijska efikasnost potencijalno novog leka, kao i najverovatniji mehanizam
antimikrobnog delovanja. Medutim, kako bi znacaj rezultata docking studija dobio dodatno na
svom znacaju, nagradeni su QSAR modeli primenom pristupa baziranom na receptoru sa ciljem
pouzdanog predvidanja afiniteta vezivanja biomolekula za odredeni tip receptora. Iz
sprovedenih docking studija na 3 reprezentativna receptora (1FOK - 1,9 A transferaza
Escherichiae coli, 3G7B - Staphylococcus aureus giraza B 1 ISHV - B-laktamaza Klebsiella
pneumoniae). U svim ANN-QSAR modelima, niske vrednosti greske za trening i1 validacioni
set podataka, vrednosti koeficijenta korelacije $to blize 1 i niska vrednost greske za test set
podataka, ukazuju na to da nagradeni ANN-QSAR modeli imaju dobru sposobnost predvidanja.
Stoga svi nagradeni modeli mogu posluziti za predvidanje bioaktivnosti serije molekula
strukturno srodnih biomolekulima iz kori§¢éneg seta podataka, a koji potencijalno mogu nastati
usled prirodnih varijacija u uslovima okruzenja u kojima se endofitna gljiva razvija i/ili

kultiviSe, kao 1 optimizacijom strukture putem sinteze derivata poznatih biomolekula.
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DODATNI MATERIJAL

Tabela 7-1 sadrzi koordinate centralnih tataka mreze u doking simulacijama za sve testirane
ligande, dok tabele 7-2 do 7-9 obuhvataju sve detaljne rezultate doking interakcija 12
antimikrobnih struktura i kontrolnog liganda za 8 receptora koji su dostupnu u bazi podataka za

proteine: RCSB Brookhaven Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) [219]

Tabela 7-1 Koordinate centralnih tacaka mreZe za sve testirane ligande
Ligand Koordinate centralnih taCaka mreZe
Ampicilin* (0,513, -0,399, -0,312)
Jedinjenje 325-3 (-1,149, -2,782, -0,461)
Jedinjenje 325-5 (0,414, 0,777, -0,359)
Kurvularid A (-0,120, -0,566, 0,896)
Kurvularid B (1,870, -0,311, -0,856)
Kurvularid C (-0,681, -1,452, 1,843)
Kurvularid D (0,506, -0,026, -0,060)
Kurvularid E (0,220, -0,204, -0,242)
Fomoenamid (-0,674, 1,630, -0,317)
Jedinjenje 6 (-0,474, -0,043, -0,067)
Jedinjenje 7 (-0,019, -0,046, 0,042)
Fomol (-0,691, 0,230, 0,910)
Fomonitroestar (-0,340, 0,015, -1,646)

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-2 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1F0K receptorom

« s s
M = ~ o = = -~ ~ .o . . ow e
. = 2 = & = _3 C o0 &8 = £ = = = 2% Potencijal za formiranje vodoni¢nih
Ligand E=fE S.% B Ezgg 25T Zs% SmE Es% Ss: = E STE vezasa aJminokiselinamJa na receptoru
s=25E ZSE S8 ERS ES=f 2x2E =xf S=E T=E o SRS S
QM = < = Z N R —_— s = b= o b= [ = D M= ) » 2=
£5§5F £5F £2°5 235 2%5% 5% 557 5% :3: £ £E58
Z52& 28 GE5F 282 28:d J58 S5& 58 25E § ~5352
Ampicilin* 647 027 1808 -826 650 -1,76 295 1,9 295 508  -6,09 igl‘;izﬂiﬁgiﬁ
325-3:0:1:H
Jedinjenje 325-3 5,14  -023 172,04 -842 794 048 230 328 230 3,72 -3,85 325-3:0:1:H
1FOK:A:GLN289:HE22
325-5:0:1:H
Jedinjenje 325-5 4,78  -022 31349 7,76 735 041 -1,14 298 -1,14 372 3,99 o
1FOK:A:GLN289:HE22
1FOK:A:LEU265:HN: Kurvularid -A:0:1:0
Kurvularid A 476 -020 32452 923 9,02 021 248 447 248 617 437 oreimedoi DRASERIEOC
1FOK:A:GLN289:HE22 Kurvularid-A:0:1:0
Kurvularid B 410 0,18 99476 -7,68 7,54 0,14 -1,85 3,58 -1,85 6,79 2,85 TFOK-A:GLN289:HE22
Kurvularid C 470 -020 361,64 -887 852 -035 297 418 -297 474 355 e
Kurvularid D 474 021 33492 802 808 006 081 328 -081 642 -38l IFOK:A:LEU265:HN
Kurvularid E 473 021 34380 7,71 752 0,19  -1,79 2,98 -1,79 490 -3,91 Eﬁzzgijg o
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<
= 2 P < E = '5 ~ i; ~ —~ —~ —~ - < < = s . . o _ e
. s ST 8 T =92 s=S msE_T % _% TS =9 8.9 < Sx=2 Potenclja[ za fprmlranje vodonic¢nih
Ligand S5 g .3 g 85 £ =E = = :E’g g ::-’g g s ;:—‘g g ;:—‘g E ;:—‘g =& 2% § £ veza sa aminokiselinama na receptoru
£5g3 E253 229 88§ 2efs 253 5553 S5 253 2 88§
EERE =58 o= SEX THLE LS ZSES S8 e = n‘::v,g
BSEE REE MES —9- S5 5E RSE DESE w52 Z25F o >~
Fomoenamid:0: 1:H
Fomoenamid -4,97 -0,25 227,74 -7,65 -7,38 -0,27 -2,25 2,68 2,25 446 -3,66 1FOK:A:THR266:HN
1FOK:A:THR266:HG1
. e e 1f0h:A:LEU265:HN: Jedinjenje 6:0: 1:0
Jedinjenje 6 -3,88 -0,35 1430 -4,48 -4,37 -0,11 -0,27 0,60 -0,27 735 -3,73 IFOK:A:THR266:HN: Jedinjenje 6:0: 1:0
. e . 1FOK:A:ARG164:HH11: Jedinjenje 7:0: 1:0
Jedinjenje 7 -4,56 -0,33 454,39 -545 -4,97 -0,48 -0,18 0,89 -0,18 5,83 -4,32 IFOK:A:THR266:HN: Jedinjenje_7:0: 1:0
Fomol:0: 1:H: 1FOK:A:GLY190:0
Fomol -5,75 -0,20 60,52 -9,33 9,14 -0,19 -4,48 3,58 -4,48 3,26 -4,95 Fomol:0: 1:H: 1FOK:A:GLY190:0
1FOK:A:GLN193:HN: Fomol:0: 1:0
. Fomonitroestar:0: 1:H: 1FOK:A:GLU269:0E2
Fomonitroestar 4,81 -0,28 296,63 -7,20 -5,96 -1,24 -0,33 2,39 0,33 5,89 -4,37 1FOK:A:GLN289:HE22: Fomonitroestar:0: 1:0.0

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-3 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 3G7B receptorom
«
] e = _ 3 .t _ = _ _ — o~ - . .. ov
Ligd 2,25 % 2 Z2 2.2 22,5 2.5 2% 227 E2T T 2T vesasa aminokiselinama na reccploru
SHES 4T S2_ER|E DEEE ERE ERE gmE S®mE 2 gmss
2528 Z25F :ﬁz S5 235w 25% S5s S5% 258 &£ 252w
SE38 Eal SEZEsS DLl ScsE 222 SeE 222 E R
Nore MAES MES ZTE prold HoOE PO HoE ZaZ S
Ampicilin:0: 1:H: 3G7B:B:ASP53:0D1
Ampicilin* -6,10 -0,25 3393 -7,89 -5,25 -2,63 -1,71 1,79 1,71 5,77 -5,63 Ampicilin:0: 1:H: 3G7B:B:GLU50:0EI
Ampicilin:0: 1:H: 3G7B:B:GLU50:0E1
325-3:0: 1:H: 3G7B:N:ASP57:0D2
. e . 325-3:0: 1:H: 3G7B:N:ASP57:0D2
Jedinjenje 325-3 -5,27 -0,24 135,56 -8,55 -7,83 -0,72 -2,26 3,28 -2,26 5,04 -4,50 3GTBB-ASNSA-HD21: 325.3:0 1:0
3G7B:B:VAL131:HN: 325-3:0 1:0
325-5:0 :1:H: 3G7B:B:ASP57:0D2
Jedinjenje 325-5 -4,60 -0,21 42542 -7,58 -7,42 -0,16 -1,58 2,98 -1,58 3,92 -3,74 3G7B:B:VALI131:HN: 325-5:0 1:0
3G7B:B:ASN54:HD21: 325-5:0: 1:0
Kurvularid-A:0: 1:H: 3G7B:B:ASP53:0D1
. Kurvularid-A:0: 1:H: 3G7B:B:ASP53:0D1
Kurvularid A -2,58 -0,11 12930 -7,05 -6,30 -0,75 -3,36 4.47 -3,36 4,21 -0,86 Kurvalarid-A-0: 1:H: 3G7B-B-GLUS0-OE2
Kurvularid-A:0: 1:H: 3G7B:B:ASN54:0D1
Kurvularid-B:0 1:H: 3G7B:B:GLU50:0E1
Kurvularid B -4,36 -0,19 632,03 -7,94 -7,31 -0,64 -1,85 358 -1,85 3,98 -3,34 Kurvularid-B:0 1:H: 3G7B:B:GLU50:0E1
3G7B:B:HIS46:HE2: Kurvularid-B:0 1:0
Kurvularid-C:0: 1:H: 3G7B:B:ASP57:0D2
Kurvularid C -3,21 -0,13 4440 -7,39 -6,72 -0,67 -0,62 4,18 -0,62 4,50 -1,79 Kurvularid-C:0: 1:H: 3G7B:B:ASP57:0D1
Kurvularid-C:0: 1:H: 3G7B:B:ASP57:0D2
Kurvularid-D:0: 1:H: 3G7B:ASP53:0
Kurvularid D -4,51 -0,20 495,24 -7,79 -7,63 -0,16 -1,24 3,28 -1,24 4,19 -3,34 3G7B:B:ASN54:HD21: Kurvularid-D:0: 1:0

3G7B:B:VAL131:HN: Kurvularid-D:0: 1:0
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« g g
=<
g £ £ B s
b < —~ D~ ® o~ = o~ —~ —~ - —~ 3 3 i i&ni
. e g= 2 = 8o = = T 2 & 2 E & 4 & =« = « 5 «~= Potencijal za formiranje vodoni¢nih
Ligand =S = < S = S= g @g,ﬂ g %88 =S =58 5= S <= =.='22 vezasaaminokiselinama na receptoru
S=5E ZSE S8 goE TSoE SoE s2E SoE S5E o 9iERE
SBS= SE3 ZEo s pEPs EWS SBs W3 SWE oz ¢ EES
L ® M= =°"2 O = O = == = R SR = Do @
CERE =52 o= £2e T WL Ego SZo e = qu,N;Q
nS2E @2 MESEEE 588 D88 DSE =858 752 ¢ A522
. Kurvularid-E:0: 1:H: 3G7B:B:ASP52:0D1
Kurvularid E -4,47 -0,19 532,45 -7,45 -7,36 -0,09 -1,01 2,98 -1,01 4,15 -3,54 3G7B:B:ASNSA-HD21: Kurvularid-E:0: 1:0
3G7B:B:ASN54:HD21: Fomoenamid:0: 1:0
. Fomoenamid:0: 1:H: 3G7B:B:GLU50:0E2
Fomoenamid -4,64 -0,23 397,98 -7,32 -6,76 -0,56 -2,44 2,68 2,44 3,27 -3,40 Fomoenamid:0: 1-H: 3G7B:B-GLUS0:0E1
Fomoenamid:0: 1:H: 3G7B:B:GLU50:0E1
3G7B:B:VAL131:HN: Jedinjenje 6:0 1:0
Jedinjenje 6 3,75 034 1790 -435 408  -027 005 0,60 0,05 672 -337  3G7B:B:ASN54HD2I: Jedinjenje 6:0 1:0
Jedinjenje 6:0 1:H: 3G7B:B:GLUS50:0E2
e e e 3G7B:B:ASN54:HD21: Jedinjenje 7:0 1:0
Jedinjenje 7 -4,20 -0,30 838,08 -5,09 -4,83 -0,26 0,15 0,89 0,15 4,80 -3,79 3G7B:B:VALI31:HN: Jedinjenje 7:0: 1:0
Fomol:0 1:H: 3G7B:B:ASP53:0D2
Fomol -3,74 -0,13 1800 -7,32 -7,14 -0,19 -3,51 3,58 -3,51 4,89 -2,43 3G7B-B:ASN206:HD22: Fomol:0 1:0
3G7B:B:VAL130:HN: Fomonitroestar:0: 1:0
. Fomonitroestar:0: 1:H: 3G7B:B:GLU50:0E1
Fomonitroestar -3,88 -0,23 1440 -6,26 -6,25 -0,01 -0,41 2,39 -041 6,80 -3,05 3G7B:B-HISA6:HE2: Fomonitroestar:0: 1:0

3G7B:B:VALI131:HN: Fomonitroestar:0: 1:0,0

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-4 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1ISHV receptorom

= = E = = =
5 E 2, = £ E B F =
; S _ 38 = 2 £ ~ 8 - £ _ ‘E —~ 5 S —~ ~ § __  Potencijal za formiranje vodoni¢nih veza sa
Ligand 223 & S 22 2. B2.% f.%5s° 3% ST 0 =s8% aminokiselinama na receptoru
S5E §3 88 gzE TSoE 2mEcsmE SE SE o SEE
532 E& SF 23 3328 328225 28 55 £3&
Ampicilin* -1,90 0,08 40320 -3,69 -2,40 -1,29 -3,09 1,79 -3,09 5,08 -1,82 ISHV:A:ARG205:HH21
Jedinjenje 325-3 0,33 0,02 N.A. 2,95 -2,86 -0,09 4,775 3,28 -4,75 7,26 1,09 ISHV:A:ARG205:HH21
1SHV:A:ARG202:HE
Jedinjenje 325-5 -1,79 -0,08 48870 -4,77 -4,40 -0,37 -2,19 298 -2,19 5,65 -1,30 1SHV:A:ARG202:HH21
1SHV:A:ARG205:HH21
Kurvularid A -0,41 -0,02 497240 -4,89 -4,68 -0,21 -5,60 447 -560 5,07 091 1SHV:A:ARG202:HE
ISHV:A:ARG202:HE
Kurvularid B -0,92 -0,04 210410 -4,50 4,21 -0,29 -1,96 3,58 -196 7,41 -0,17 ISHV:A:ARG205:HE
1SHV:A:ARG205:HH21
Kurvularid C 0,75 0,03 N.A. -3,43 -3,29 -0,14 -5,10 4,18 -5,10 4,74 145 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza

ISHV:A_ARG202:HE

Kurvularid D -1,57 -0,07 70350 -4,85 -4,47 -0,38 -2,01 3,28 -2,01 6,97 -0,79 ISHV:A_ARG205:HH?

ISHV:A:ARG202:HE

Kurvularid E  -1,27 -0,06 116590 -4,26 -3,90 -0,36 -2,87 298 -2,87 5,05 -0,53 1SHVe:A:ARG205:HE
ISHV:A:ARG205:HH21
Fomoenamid -1,78 -0,09 49500 -4,47 -4,13 -0,33 4,23 2,68 -423 6,51 -091 Fomoenamid:0: 1:H

ISHV:A:ARG202:HE: Jedinjenje_6:0: 1:0

Jedinjenje 6  -2,48 -0,23 15230 -3,08 -2,75 -0,33 -0,41 0,60 -0,41 748 -232 ISHV:A:ARG205:HE: Jedinjenje_6:0: 1:0

1SHV:A:ARG202:HH21: Jedinjenje_7:0: 1:0
ISHV:A:ARG205:HE: Jedinjenje_7:0: 1:0
ISHV:A:ARG205:HH21: Jedinjenje 7:0: 1:0
ISHV:A:ARG202:HE: Jedinjenje_7:0: 1:0

Jedinjenje 7  -2,85 -0,20 8100 -3,75 -3,43 -0,32 -0,21 0,89 -0,21 597 -2,67
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Potencijal za formiranje vodoni¢nih veza sa
aminokiselinama na receptoru

(1ow/1eay)
elueAIzoa

el1310ud BUYIsoaq

(Y) asna

(1ow/[eay)
el1319uUd BUBZIAIN

(1ow/1eay)
e[1319u9 rUOIZIO],

(Jowr/eay) eligioud
euadjul eudnyn

(Jowr/eay) eligioud
eYINEBISOINIY

(Towr/edY) eligioud
BUOIIB)BA[OSIP
qdH MPA

(Jowr/eay) eligioud
BULIB[OULId)U]

(M) D1 afdIqIyur
vjuBISuUOY

(four/[eay)
epuedi| jsouseyyq

(Tou/redyy)
elueAIZaA

e[1319u9 vUpOqO[S

Ligand

1SHV:A:ARG205:HH21: Fomol:0: 1:0

1SHV:A:ARG202:HH21: Fomol:0: 1:0
1SHV:A:ARG202:HH21:

-4,47 5,28 -0,17

-4,47 3,58

-4,13

-3,89

395820 -4,13

0,02

-0,55

Fomol

Fomonitroestar:0: 1:0

1SHV:A:ARG205:HH21: Fomonitroestar:0: 1:0

1SHV:A:ARG205:HE: Fomonitroestar:0: 1:0
1SHV:A:ARG202:HE: Fomonitroestar:0: 1:0,0

-2,13

-0,57 7,46

-0,16 11060 -5,06 -3,70 -1,35 -0,57 2,39

-2,67

Fomonitroestar

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-5 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 3VSL receptorom

% 3 g « = % =
5 £ 2 4 = £ £ 2 5 2
Ligand E e % g = f g = '§ ~ 'g - ‘E - E - E = = E .= Potencijal za formiranje vodoni¢nih veza sa
§ -g g E E E ol g S, g = <§ s, g § s, g 5.8 g .E g E g E £ -5 g aminokiselinama na receptoru
253 25 52 ESTZE5TE53fiT 5T 23 £ E%S
nEd = ME ESESISEREE05E €& 22 ¥ E£gE
Ampicilin* 1,72 0,07 N.A. -0,06 0,00 -0,06 -3,19 1,79 -3,19 536 1,73 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-3 3,27 0,15 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -6,12 3,28 -6,12 494 3,27 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-5 2,98 0,14 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -3,85 298 -385 5,16 2,98 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid A 4,47 0,19 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -697 447 -697 3,74 447 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid B 3,57 0,16 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -294 3,58 -294 6,16 3,57 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid C 4,17 0,17 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -5,73 4,18 -5,73 4,50 4,17 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid D 3,27 0,14 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -247 328 -247 485 3,28 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid E 2,98 0,13 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -3,32 2,98 -332 4,60 2,98 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomoenamid 2,68 0,13 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -5,61 2,68 -561 641 2,68 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 6 0,59 0,05 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,57 0,60 -0,57 7,59 0,59 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 7 0,89 0,06 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -046 0,89 -0,46 6,34 0,89 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomol 3,57 0,12 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -5,51 3,58 -5,51 4,84 3,57 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomonitroestar 2,05 0,12 N.A. -034 0,00 -034 -237 239 -237 834 2,06 Bez potencijala za ostvarivanje vodoniénih veza

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-6 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 4EMV receptorom

% 3 g « = % =
5 £ 2 5 = £ £ 2 5 2
Ligand E == 2 g = f g = m '§ ~ 'g A ‘E ~ E - E = =2 E P Potencijal za formiranje vodoni¢nih veza sa
§ E g E 3 E ol g S, g = <§ s, g § s, g 5. g .E g E g E £ -5 g aminokiselinama na receptoru
253 25 52 ESTZE5TE53fiT 5T 23 £ E%S
nEd = ME ESESISEREE05E €& 22 ¥ E£gE
Ampicilin* 1,75 0,07 N.A. -0,04 0,00 -0,04 -3,19 1,79 -3,19 534 1,76 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-3 3,28 0,15 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,89 3,28 -589 531 328 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-5 2,98 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,80 2,98 -3,80 6,54 2,98 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid A 4,47 0,19 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,94 4,47 -6,94 4,37 4,47 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid B 3,58 0,16 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,93 3,58 -293 6,32 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid C 4,17 0,17 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,70 4,18 -5,70 3,93 4,17 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid D 3,28 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,48 3,28 -2,48 5,63 3,28 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid E 2,98 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,31 298 -3,31 538 298 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomoenamid 2,68 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,60 2,68 -5,60 3,50 2,68 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 6 0,59 0,05 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,57 0,60 -0,57 8,42 0,59 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 7 0,89 0,06 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,46 0,89 -046 6,24 0,89 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomol 3,58 0,12 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,49 0,00 -549 4,50 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomonitroestar 2,43 0,14 N.A. 0,04 0,00 0,04 -2,39 239 -239 8,777 243 Bez potencijala za ostvarivanje vodoniénih veza

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-7 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1J1J receptorom

= = E = = =
5 E 2, = 5 & B 3 =
Ligand E == 2 g = f g = m '§ ~ 'g A ‘E ~ E - E = =2 E P Potencijal za formiranje vodoni¢nih veza sa
§ E g E 3 E ol g S, g = <§ s, g § s, g 5. g .E g E g E £ -5 g aminokiselinama na receptoru
253 25 52 ESTZE5TE53fiT 5T 23 £ E%S
nEd = ME ESESISEREE05E €& 22 ¥ E£gE
Ampicilin* 1,78 0,07 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -320 1,79 -3,20 428 1,78 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-3 3,28 0,15 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,15 3,28 -6,15 3,10 3,28 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-5 2,98 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,73 2,98 -3,73 2,92 2,98 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid A 4,47 0,19 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,88 4,47 -6,88 3,88 4,47 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid B 3,58 0,16 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,94 3,58 -294 394 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid C 4,18 0,17 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,74 4,18 -5,774 2,67 4,18 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid D 3,28 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,47 3,28 -247 6,52 3,28 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid E 2,98 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,31 298 -3,31 3,84 298 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomoenamid 2,68 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,61 2,68 -5,61 3,68 2,68 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 6 0,60 0,05 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,57 0,60 -0,57 6,10 0,60 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 7 0,89 0,06 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,46 0,89 -046 245 0,89 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomol 3,58 0,12 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,51 3,58 -5,51 2,61 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomonitroestar 2,46 0,14 N.A. 0,08 0,00 0,08 -2,38 2,39 -238 8,62 247 Bez potencijala za ostvarivanje vodoniénih veza

* Kontrolni ligand
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Tabela 7-8 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 1KZN receptorom
= - = = = = <
s 20 = 273 ST $% 58 8 < g " - o
Ligand 5 _ T.o =< EZ 28 S22 8 £ &_ - § _  Potencijal za formiranje vodonicnih veza sa
5 % 3 2% 22 23 =87 2% 2% =% =g 2 =23 aminokiselinama na receptoru
TEE 2E 32 Eg Zi§ E% 5% 8£ §£ o 3£
253 £ £ 55 235 5 35 5% £3 & 2%
7€ @€ ¥E E§ I35 @E S8 =€ 722 2 L£2Z
Ampicilin* 1,78 0,07 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -320 1,79 -3,20 7,86 1,78 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-3 3,28 0,15 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,16 3,28 -6,16 4,60 3,28 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-5 2,98 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,65 298 -3,65 5,58 298 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid A 4,47 0,19 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,83 4,47 -6,83 6,28 447 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid B 3,58 0,16 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,94 3,58 -294 3,13 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid C 4,18 0,17 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,76 4,18 -5776 245 4,18 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid D 3,28 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,48 3,28 -248 524 3728 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid E 2,99 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,32 2,98 -3,32 4,29 298 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomoenamid 2,68 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,61 2,68 -5,61 6,11 2,68 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 6 0,60 0,05 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,57 0,60 -0,57 7,32 0,60 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 7 0,89 0,06 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,46 0,89 -0,46 7,31 0,89 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomol 3,58 0,12 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,49 3,58 -549 2,86 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomonitroestar 2,43 0,14 N.A. 0,05 0,00 0,05 -2,38 2,39 -238 8,21 243 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza

* Kontrolni ligand

162



Tabela 7-9 Eksperimentalni podaci za molekularne komplekse sa 3K3P receptorom

= < § 5 5 5 5 = = =
= g = £ £ £ £ ® ¥ 2
. s = Z g8 g8 B 2§ ¢ 5 £ Potencijal za formiranje vodoni¢nih veza sa
ngand v ~ = o~ < ;‘.& o = < =< = < 0~ or-\ o L —_~ ‘] . o o ']
=23 25 o ET mES &S =T 2% =25 2 =87% aminokiselinama na receptoru
= == e = = < c S = = ~ ==
SSE ESE 88 gz =gS= £= == SE ZE o BEE
227 23 £ 55 2§5 2§ EY T3 3 & 2:3
22& 5& G Es5 2885 g5 S5 S8 28 3 £38
Ampicilin* 1,75 0,07 N.A. -0,04 0,00 -0,04 -320 1,79 -3,20 597 1,76 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-3 3,28 0,15 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,11 3,28 -6,11 4,12 3,28 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 325-5 2,98 0,14 N.A. -0,01 0,00 -0,01 -3,70 2,98 -3,70 3,80 2,98 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid A 4,47 0,19 N.A. 0,00 0,00 0,00 -6,87 447 -6,87 5,19 447 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid B 3,58 0,16 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,93 3,58 -2,93 5,82 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid C 4,17 0,17 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,67 4,18 -5,67 298 4,17 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid D 3,28 0,14 N.A. 0,00 0,00 0,00 -2,47 328 -247 5,11 328 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Kurvularid E 2,98 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -3,30 2,98 -3,30 3,58 2,98 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomoenamid 2,68 0,13 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,62 2,68 -5,62 5,59 2,68 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 6 0,60 0,05 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,57 0,60 -0,57 6,15 0,60 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Jedinjenje 7 0,89 0,06 N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,46 0,89 -0,46 5,47 0,89 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomol 3,58 0,12 N.A. 0,00 0,00 0,00 -5,53 3,58 -5,53 3,16 3,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza
Fomonitroestar 2,58 0,15 N.A. 0,19 0,00 0,19 -2,37 -2,37 -2,37 9,17 2,58 Bez potencijala za ostvarivanje vodoni¢nih veza

* Kontrolni ligand
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LISTA SKRACENICA I SIMBOLA

0 Nominalna vrednost u dizajnu eksperimenata

-1, +1 Niza i viSa kodirana vrednost u dizajnu eksperimenata
L I, II1, ... Redni brojevi

% Procenat

%F Oralna bioraspoloZzivost

& I

Primarni atom u NMR tehnici

i Sekundarni atom u NMR tehnici

< Manje

> Vece

= Jednako

* Operacija mnoZenja

* Napomena, dodatni komentar

/ Operacija deljenja

/ Bez vrednosti ili unosa

() Zagrada, dodatno pojaSnjenjenje

[] Uglasta zagrada, referenca u literaturi
z Suma, zbir

Stepen, stepeni

A Angstrem
A? Jedinica za povrSinu molekule
°C Stepeni Celzijusa
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-+ Donja i gornja kodirana vrednost u dizajnu eksperimenata
a Statisticki nivo znacajnosti
B Tip domena unutar strukture receptora
Hemijska pomeranja prikazana u delovima na milion (eng. Parts
0 per milion)
on Hemijsko pomeranje u '"H NMR spektru
dc Hemijsko pomeranje u '*C NMR spektru
£ Greska sistema, ostatak
A Talasna duzina
[0) Udeo, zapreminski udeo
v Mikro (107)
v Hemijski potencijal u QSAR studiji
n Hemijska tvrdo¢a molekula u QSAR studiji

o/ STD / Std. Dev.

Standardna devijacija

® Indeks elektrofilnosti u QSAR studiji

1FOK Struktura Escherichia coli transferaze veli¢ine 1,9 A

1KZN Struktura 24 kDa domena izomeraze bakterije Escherichia coli

1 Struktura tirozil-tRNK sintetaze bakterije Staphylococcus aureus

ISHV Struktura SHV-1 B-laktamaze Klebsiella pneumoniae

2D Dvodimenzijalna orijentacija

3253 Jedinjenje (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-3,4-
dihidroksipent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat

325.5 Jedinjenje (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-4-hidroksi-
3-oksopent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat

3D Trodimenzijalna orijentacija

3G7B Struktura Staphylococcus aureus giraze B
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Struktura receptora 3K3P iz bakterije Streptococcus Mutans (apo-

3K3P ‘ o
forma D-alanina: D-alanin ligaze)

VS Struktura penicilin vezujuceg protein 3 iz meticilin rezistentne
bakterije Staphylococcus aureus

4EMV Struktura ATP inhibitora topoizomeraze bakterije Escherichia coli

SCYF Struktura sekrecijskog sistemskog proteina tipa III soja
Pseudomonas aeruginosa

A, B Faktori u dizajnu eksperimenata

A,B,C Podjedinice receptora ili proteina u doking simulacijama

ACN Acetonitril

ADA Savremene tehnike za naprednu analizu podataka

ADME Apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija

ADMET Apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija, toksi¢nost

Al Vestacka inteligencija

AlogP In silico parametar lipofilnosti

AClogP In silico parametar lipofilnosti

ACTC 10788 Soj bakterije Staphylococcus aureus

AK Amino-kiselina:

- ALA - Alanin

- ARG - Arginin

- ASN - Asparagin

- ASP - Asparaginska kiselina

- CYS - Cistein

- GLU - Glutaminska kiselina

- GLN - Glutamin

-GLY - Glicin

- HIS - Histidin

- ILE - Izoleucin
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- LEU - Leucin

-LYS - Lizin

- MET - Metionin

- PHE - Fenilalanin

- PRO - Prolin

- SER - Serin

- THR - Treonin

- TRP - Triptofan

-TYR - Tirozin

- VAL - Valin

AMI Tip teorije za algoritam za energetsku minimalizaciju strukture

ANN Vestacke neuronske mreze
QSAR modeli gradeni pomocu algoritma maSinskog ucenja

ANN-QSAR ‘ s _ ‘ s s !
baziranog na vestackim neuronskim mrezama

ANOVA Analiza varijanse

API Aktivni farmaceutski sastojak

ATP Adenozin-trifosfat

AU, mAU Arbitrarne jedinice za absorbanciju

bo Odsecak

bi. .~ Koeficijent

bar Jedinica za pritisak

bs Siroki singlet u NMR analizi

C Koncentracija

C Ugljenik

Bc Izomer ugljenika

clogP Izracunati parametar lipofilnosti

Co Parametar hidrofobnosti
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Cp Centralna tacka eksperimentalnog domena

Cpp Koncetracija leka vezanog za proteine

Cuk Ukupna koncentracija leka u plazmi
Caco-2 Celijska linija Caco-2

CADD Kompjuterski potpomognut dizajn lekova
cca. Priblizno (lat. Circa)

CCD Centralni kompozicioni dizajn eksperimenata
CDCl; Deuterisani hloroform

CHs Metil grupa

cm Centimetar

COSY Korelaciona spektroskopija u NMR analizi
CYP450 Enzimi jetre CYP450

d Dublet u NMR analizi

D- Tip prostorne orijentacije molekule

Da, kDa Dalton, kilodalton

DAD Diode array detektor

dd Dublet dubleta u NMR analizi

DHS5-a Soj bakterije Escherichia coli

DMSO Dimetil sulfoksid

DoE Dizajn eksperimenata

e, E Eksponent

E Energija

E- Tip konfiguracije dvostruke veze jedinjenja, trans
e.g. Na primer (lat. Exempli gratia)
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EHOMO Energija najviSe okupirane molekulske orbitale
ELUMO Energija najnize neokupirane molekulske orbitale
eng. Na Engleskom jeziku
Bakterijski patogeni: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
ESKAPE Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa, Enterobacter species, Enterococcus faecium

et al. / in sod.

I ostali (autori)

EU Evropska Unija

eV Elektron volt

F Faktor, varijabla

f(x) Matematicka funkcija

fu Nevezana frakcija

g Gram

G, G Gram-pozitivan ili gram-negativan baterijski soj
GC Tehnika gasne hromatografije

h Sat, Cas

H Vodonik, vodoni¢na veza

H Izomer vodonika

H>O, HOH Molekula vode

HB Vodoni¢na veza (eng. Hydrogen bond)

HD, HE, HG, HH,
HN

Tipovi povezivanja vodoni¢nim vezama preko vodonika u docking

simulacijama

HIA Apsorpcija iz tankog creva
HMBC Heteronuklearna multipla korelacija veza u NMR analizi
HPLC Tec¢na hromatografija visokih performansi
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HSQC Heteronuklearna jednostruka kvantna koherencija u NMR analizi

Hz, MHz Herc, megaherc, jedinica za frekvenciju

1e. To je (lat. id est)

isl I slicno

L.p. Interperitonealna primena

IC50 Inhibiciona koncentracija koja unistava 50% bakterija
ilogP In silico parametar lipofilnosti

itd. I tako dalje

Jxy Konstanta sprezanja protona X sa protonom Y (u Hz)
k Broj varijabli

kcal Kalorija, jedinica za energiju

Ki Konstanta inhibicije

Kg kilogram

L/1 Litar

lat. Na Latinskom jeziku

LB Luria-Bertani bujon

LC Tehnika te¢ne hromatografije

LDso Srednja letalna doza leka koja ubija 50% tretiranih Zivotinja
LOF Greska modela

log Logaritamska funkcija

logBB Koeficijent krvno-mozdane barijere

logD Parametar distribucije

logKp Koeficijent permeacije kroz koZu (cm/s)

| Parametar lipofilnosti, particioni koeficijent izmedu oktanola i
ogP
vode
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logS

Parametar rastvorljivosti

LSER Teorija odnosa linearne solvatacione energije

m Mili (107%)

m Metar
Specificna hidrofobnost povrSine supstance u kontaktu sa

m stacionarnom fazom u tankoslojnoj hromatografiji / nagib
kalibracione krive

M* Jon

m/z Odnos mase i naelektrisanja

Max Maksimalno, maksimalni

mbar Milibar

MeOH Metanol

mg Miligram

milogP In silico parametar lipofilnosti

min Minuta

Min Minimalno, minimalni

mL / pL Mililitar / mikrolitar

mm / pm Milimetar / mikrometar

mM Jedinica za koncentraciju rastvora, mili molarni rastvor

ML Masinsko ucenje

MlogP Parametar lipofilnosti

MLR Visestruka linearna regresija

mol Mol, molovi

MOPAC/AM1 Tip algoritma za energetsku minimalizaciju strukture

Mr Molekularna masa jedinjenja u g/mol
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MR Molarna refraktivnost

MS Tehnika masene spektrometrije

MS/MS Tehnika tandem masene spektrometrije

MW Molekulska masa jedinjenja u g/mol

n Nano (10)

N Azot

N° Broj / Redni broj

N.A. Nije primenljivo (eng. Not applicable)

NH Amino grupa

NH3 Amonijak, amonijum-hidroksid

NHA Broj teskih atoma (koji nisu vodonik H) koji figuriSu u Ghose-
ovom pravilu

NHBA Broj akceptora vodonika koji figuriSu u pravilu Lipinskog

NHBD Broj donora vodonika koji figuriSu u pravilu Lipinskog

nm / mm Nano metar / mili metar

NMR Tehnika nuklearno-magnetno-rezonantne spektroskopije

NOESY Spektroskopija za nuklearni overhauser efekat u NMR analizi

NRB Broj rotirajucih veza

O Kiseonik

0D, OE, 0.0 Tipovi povezivanja vodoni¢nim vezama preko kiseonika u docking
simulacijama

OFAT Ispitivanje  uticaja  pojedinacnih  faktora ~na  rezultate
eksperimentalnih merenja

OH Alkoholna grupa

p Veli¢ina razlomka
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Statisticki znaCajan uticaj posmatranih faktora na ispitivani

P odgovor, statisticki nivo verovatnoce
PC Glavna komponenta
PCA Analiza glavnih komponenti
PDA Krompir-dekstroza agar
p.o. Per os primena
PDBbind-CN Otvorena baza podataka sa strukturama proteina i receptora
PE Eksperimentalna greska
Peff Efektivna permeabilnost u jejunumu
pH Jedinica kiselosti
Ph. Eur. Evropska farmakopeja
pKa Konstanta disocijacije kiseline
PPB Afinitet vezivanja za proteine plazme (%)
ppm Deo na milion (eng. Parts per million)
psi Jedinica za pritisak
PSU-D15 PSU-D15 soj endofitne gljive Phomopsis species
q Kvartet u NMR analizi
QSAR Kvantitativno iskazane hemijske ili bioloske aktivnosti jedinjenja
QSPR Kvantitativno iskazan odnos strukture 1 svojstava jedinjenja
Kvantitativno iskazan odnos strukture i1 retencionog ponaSanja
QSRR jedinjenja
Kvantitativno iskazan odnos strukture i odredene promenljive za
QSXR ispitivano jedinjenje
Integrisani kvadruploni maseni analizator i analizator na bazi
QTOF merenja vremena preleta jona proizvedenih tehnikom elektrosprej

jonizacije uzorka
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r Koeficijent korelacije

R- Tip prostorne orijentacije molekule

Rin Odgovor sistema

. Koeficijent korelacije kalibracione krive, koeficijent multiple
determinacije

Rf Retencioni faktor u metodi tankoslojne hromatografije

It Retenciono vreme

R Parametar retencije u tankoslojnoj hromatografiji prema Bate-

M

Smith-ovoj i Vestall-ovoj jednacini / Parametar lipofilnosti
Parametar retencije Rm u tankoslojnoj hromatografiji dobijen

Rm® ekstrapolacijom na 0% modifikatora organske mobilne faze u
skladu sa jednacinom Soczevinskog-Vachmeistera

refRMS Referentno srednje kvadratno odstupanje

RMS Srednje kvadratno odstupanje
Kvadrat srednje greSke odstupanja, najnize moguce vrednosti

RMSE
greske

RMSD Srednja vrednost kvadratnog odstupanja

RP Reverzna faza, reverzno-fazni

RP-HPLC Tecna hromatografija visokih performansi na reverznoj-fazi

rpm Broj obrtaja u minuti

RP-TLC Reverzno-fazna tankoslojna hromatografija

RP-18 F254 Tip ploce u reverzno-faznoj tankoslojnoj hromatografiji

RSCB PDB Baza podataka sa strukturama proteina i receptora

RSM Metodologija povrSine odgovora

Sekunda, sekundi

Singlet u NMR analizi
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S Hemijska mekoc¢a molekule u QSAR studiji

S- Tip prostorne orijentacije molekule

SAD Sjedinjene Americke Drzave

sp?, sp° Tipovi atomskih orbitala

sp. / spp. Vrsta (lat. Species), vrste

Std. Studija, eksperiment

tRNK Transportna ribonukleinska kiselina

TLC Tankoslojna te¢na hromatografija

TLC-DB Direktna TLC bioautografija

TPSA Topoloska polarna povrs$ina jedinjenja

tzv. Takozvani

UCSF Program UCSF Chimera

UHPLC Tecna hromatografija pod ultra visokim pritiskom
UK Ujedinjeno Kraljevstvo

UPLC Tecna hromatografija ultra visokih performansi
US-FDA Agencija za hranu i lekove Sjedinjenth Americkih DrZzava
USP Farmakopeja Sjedinjenih Americkih Drzava

uv Ultra ljubicasta svetlost

UV/VIS UV-vidljiva spektrofotometrija

v/iv Volumenski udeo

vd Volumen distribucije (L/kg)

VDV Volumen Voronoi—Delaunay praznine

X Operacija mnoZenja, puta

XI.N Ulazna informacija u veStaCkim neuronskim mrezama
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XlogP In silico parametar lipofilnosti

XlogP3 In silico parametar lipofilnosti

X,Y,2Z, W, ... Promenljive u jednacinama

X,Y,Z X, Y, z-0sa u koordinatnom sistemu

Yi.N Izlazna informacija u vestackim neuronskim mrezama

V, kV Volt, kilovolt

Vdw Van der Waals-ove veze

VdW HB Desolvatacijska energija Van der Waals-ove 1 vodoni¢ne veze
WinN Ponderi u vestackim neuronskim mrezama

WlogP In silico parametar lipofilnosti

Z- Tip konfugracije dvostruke veze jedinjenja, cis
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1) Otasevi¢ B, Ignjatovi¢ J, Maljuri¢ N, Krmar J, ZeCevi¢ M. Chemometric Approach in

Bioactivity Profiling — The Case of Biomolecules from Endophytic Fungi. Proceedings

(Book of abstracts) of the 7th annual conference of AnalytiX-2019; 2019 Nov 13-15;
Berlin, Germany. (kategorija M32)

2) Ignjatovié¢ J, Maljuri¢ N, Golubovi¢ J, Petkovi¢ M, Ravnikar M, gtrukelj B, Otasevic

B. Characterization of biomolecules with antibiotic activity from endophyte Phomopsis

species. Proceedings (Book of abstracts) of the VII international pharmacy congress;

2018 Oct 10-14; Belgrade, Serbia. (kategorija M64)
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3)

4)

OtaSevi¢ B, Proti¢ A, Golubovi¢ J, Ignjatovi¢ J, ZeCevic M. The Potential of
Quantitative  Structure-Retention-(Biological)  Activity Relationship (QRAR)
Investigations in Pharmaceutical Research. Proceedings (Book of abstracts) of the Euro
chemistry International Conference; 2016 Jun 16-18; Rome, Italy. (kategorija M34)
Ignjatovi¢ J, OtaSevi¢ B, ZecCevi¢c M, Proti¢ A, Golubovi¢ J. The use of green
methodologies in drug analysis based on high performance liquid chromatographic
methods. Proceedings (Book of abstracts) of the 21st International Symposium on
Separation Sciences of the National Institute of Chemistry; 2015 Jun 30-Jul 3;
Ljubljana, Slovenia. (kategorija M34)

Spisak objavljenih nau¢nih radova u ¢asopisima sa SCI liste za doktorsku disteraciju na

drugom univerzitetu:

1)

2)

Ignjatovi¢ J, Svajger U, Ravnikar M, Molek P, Zadravec D, Pari§ A, Strukelj B.
Aggregation of Recombinant Monoclonal Antibodies and Its Role in Potential
Immunogenicity. Bentham Science Publishers. 2018; 19(4): 343-356.

doi: https://doi.org/10.2174/1389201019666180605130252 (Casopis rangiran u
kategoriji M22)

Markovi¢ B, Ignjatovi¢ J, Vujadinovi¢ M, Savi¢ V, Vladimirov S, Karljikovi¢-Raji¢
K. Inter-laboratory verification of European pharmacopoeia monograph on derivative
spectrophotometry method and its application for chitosan hydrochloride.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, Elsevier BV.
2015; 150: 792-798.

doi: https://doi.org/10.1016/j.saa.2015.06.022 (Casopis rangiran u kategoriji M21)

Odbranjena doktorska disteracija na drugom univerzitetu:

1) Ignjatovi¢ J. Detection and immunogenicity evaluation of recombinant monoclonal

antibodies' structural variants. Biotechnical faculty, University in Ljubljana, Slovenia.

2019. (kategorija M70)
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DODATNO OBRAZLOZENJE

Ovo naucno istrazivanje finansiralo je Ministartvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije (ugovor 451-03-68/2020-14/200161, projekat br. 172033) i Slovenacka
agencija za istrazivanje (broj sredstava za projekat P4-0127) u okviru bilateralnih projekata
izmedu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, u Republici Srbiji i Farmaceutskog

fakulteta, Univerziteta u Ljubljani, u Republici Sloveniji, EU (projekat br. BI-RS/16-17-022).

Kandidat nije prijavljivao predloZzenu temu na drugoj visokoskolskoj ustanovi u zemlji ili

inostranstvu.

Glavni istrazivac¢i na bilateralnom projektu naucne saradnje izmedu Republike Srbije i
Republike Slovenije pod nazivom Novi antibiotici iz endofitnih gljiva, prof. dr Borut Strukelj i
vanr. prof. dr Biljana Otasevi¢, saglasni su da se deo projektnih aktivnosti moze koristiti u izradi

predlozene disertacije.
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Posebno se zahvaljujem prof. dr Biljani OtaSevié, prof. dr Borutu Struklju, dr Matjazu
Ravnikaru, vanr. prof. dr Ani Proti¢, dr Neveni Dajic¢, dr Jeleni Golubovié, dr Milosu Petkovicu
i mr. ph. Jovani Krmar za svu podrsku i diskusijama tokom istraZivackog dela doktorske
disertacije. Takode, se zahvaljujem i svom bratu Mladenu Pesicu koji mi je pomogao u pripremi

figura i vizuelnih prezentacija u uvodnom delu doktorske disertacije.

Najvecu zahvalnost dugujem svojoj porodici koja me je uvek podrzavala, motivisala i
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Janko Ignjatovi¢ je roden 09.07.1989. u Leskovcu u Republici Srbiji, gde je zavrSio osnovnu i
srednju Skolu. Tokom srednjoskolskog obrazovanja, pohadao je seminare istrazivacke stanice
Petnica na modulima hemije 1 molekularne biomedicine, bio je ¢lan centra za talente u Vranju
u oblasti hemije i takode je ucestvovao na republickim takmicenjima u oblasti hemije. Bio je
autor eksperimentalnih radova kao $to su ,,Ispitivanje adsopcijskog potencijala razlicitih vrsta
zeolita za soli teskih metala®, koji je realizovao tokom letnjih seminara istrazivacke stanice
Petnica, 1 ,Ispitivanja interakcije hlorofila sa solima teSkih metala® realizovanog na

TehnoloSkom fakultetu u Leskovcu.

Integrisane akademske studije, studijski program magistar farmacije, na Farmaceustkom
fakultetu Univerziteta u Beogradu upisuje 2008. i zavrSava 2013. odbranom eksperimentalnog
rada iz oblasti farmaceutske hemije sa naslovom: ,,Medulaboratosrijska verifikacija
monografije Evropske farmakopeje za metodu derivativne UV/VIS spektrofotometrije®.
Doktorske akademske studije na Farmaceutskom fakultetu u Beogradu na modulu Analitika
lekova upisuje 2013. godine. Kao doktorand-stipendista, bio je saradnik na projektu koji je
finanijski podrzalo Ministarstvo za nauku 1 teholoSki razvoj Republike Srbije pod nazivom:
,»Razvoj mikro 1 nano sistema kao nosilaca antiinflamatornih lekova i metoda za njihovu

karakterizaciju.

Nakon zavrSene apotekarske prakse i poslovne edukacije u predstavniStvu farmaceutske
kompanije Glaxo Smith Kline u Beogradu, Janko Ignjatovi¢ je 2014. godine proglasen kao
individualni pobednik regionalnog samita BioCamp za lidere u oblasti nauke koji je odrzan u
Ljubljani u Sloveniji u okviru kompanije Lek, ¢lan grupe Sandoz. Predstavljao je region istocne
Evrope na globalnom BioCamp samitu za lidere u oblasti farmacije u sediStu kompanije
Novartis u Bazelu u Svajcarskoj. Nakon progladenja za pobednika globalnog samita, Janko
Ignjatovi¢ je nagraden nau¢nom praksom u Novartis-ovom istitutu za biomedicinska

istrazivanja u Pekingu i Sangaju u Narodnoj Republici Kini 2015. godine.

Svoju profesionalnu karijeru Janko Ignjatovi¢ zapocinje 2014. godine na poziciji istrazivaca u
Novartis-ovom centru za razvoj biofarmaceutskih preparata u Mengesu u Republici Sloveniji.
Iste, 2014. godine Janko upisuje Interdisciplinarne doktorske studije Biotehnoloskog fakulteta
u Ljubljani u Sloveniji 1 zavrSava ih 2019. godine odbranom doktorske disertacije sa temom:

,Detekcija 1 evaluacija imunogenosti strukturalnih varijanti rekombinantnih monoklonskih
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antitela®. U periodu od 2016. do 2017. Janko je bio ucesnik na projektu bilateralne nauc¢ne
saradnje izmedu Farmaceutskg fakulteta Univerziteta u Beogradu i Farmaceutskog fakulteta

Univerziteta u Ljubljani.

Janko Ignjatovi¢ 2020. godine zavrSava magisterijum poslovne administracije (eng. Master of
Business Administration) u okviru Skole za Ekonomiju i Biznis, Ekonomskog fakulteta
Univerziteta u Ljubljani, a naredne 2021. godine zavrSava studije za IT menadzera u okviru IT
akademije u Beogradu. Janko Ignjatovi¢ je trenutno zaposlen na poziciji projektnog menadzera
za razvoj lekova u okviru kompanije Sandoz, deo grupe Novartis, gde vodi timove za razvoj i

lansiranje lekova na globalnom nivou.
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OBpazay 5.

N3jaBa o ayTopcTBy

Mme u npeaume aytopa: _JaHko Urisatosuh

Bpoj wHaekca: 3/2013

MNzjaereyjem

Aa je AoKTOpCcKa AUcepTaLmja nog Hacnosom

WeTpakusare aHTUMUKpoBHE akTMBHOCTM U XpomaTorpadickor noHallaka cacTojaka
eHA0hUTHUX rMEMBA NPUMEHOM XEMOMETPH|CKMX MeToaa

«  peaynTaT cONCTBEHOr UCTPaXMBAYKOr paaa;

s [a AvcepTauMja y UENWHW HWA ¥ AenoBumMa Huje Guna npeanoxeHa 3a cTulamne
Apyre OWNNOMe npema CTYAWjCKAM nporpamMma Apyrdx BMCOKOLIKOMCKMX
yCTaHoBa;

e [a Cy peaynTaTh KOPEKTHO HaBEaEHW U

¢ [a HACaM KpwWo/na ayTopcka Npaea W KOpWCTMO/Na WMHTENeKTYanHy CBOjMHY
APYrux nuuya.

MoTnwc ayTopa

Y Beorpagy, 13.05.2022
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OBpazay 6.

N3jaBa 0 UICTOBETHOCTK LUTAMMNAaHE U eneKkTpoOHCKe
BEep3uje 4OKTOPCKOr paga

Hme v npeaume ayTopa: JaHko WrieaTtoeuh

Epoj uHpekca: 3/2013

CTryavjckn nporpam;

yKa HayqHa obnacT: aHanWTuka Nexkoea

Hacnoe papa: WcTpawueare aHTUMWKPOGHE akTWBHOCTW W Xpomatorpadickor

NoHALAHA cacTojaka eHOohHUTHUX MsMBa NPUMEHOM XEMOMETPU[CKMX METo4a

MenTop: Banp. npod. ap Bukana Otaweswh

Msjaercyjem Aa je wramnada Bepavja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHa enexkTpOHCKO)
Bepawju Kojy caMm npefaoc/na pagW noxpawedHa y [JuratanHom penosuTopujymy
YHueepawTeTa y beorpaay.

Hoseosasam ga ce ofjase mojw nW4HW nogauw eesadw 3a gobwjare akagemckor
HE3MBa JOKTOpa HAaYKa, Ka0o LUTO Cy MME 1 Npeswme, roguHa n mecto poferwa w gatym

oabpaxe paga.

OBW nNWYHK nogaun mory ce objaeuth Ha MpeXHWM CcTpadHkMuama guruTande
BubnuoTeke, y @NeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauwjama YHueepanteTa y Beorpagy.

Motnuc ayTopa

Y Beorpagy, 13.05.2022.
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Obpazay 7.

W3sjaea o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y QurutanHu
penosnTopujym YHweepauteTa y beorpagy yHece mMojy AOKTOpCKY AwcepTaumjy nog
Hacnosom:

McTpaxunBae aHTUMUKDOOHe aKTMBHOCTWM W XpOMaTorpadickor NoHalwawa cacTtojaka
eHO0BUTHUX (MEMBA NPUMEHOM XEMOMETDW|CKUX MeToaa

Koja je Moje ayTopcKo geno.

Ancepraumjy ca cBMM NpUNoavMa npeaac/na cam y enekTpoHckom dopMaTy norogHam
3a TpajHO apxuBmMparse.

Mojy pokTopcky OWcepTauMjy noxparseHy y  [JUrMTanHom  penosvTopujymMy
YHueepsuTeTa y Beorpagy W OOCTYNHY Yy OTBOPEHOM NMPWCTYNY MOry A3 KOPUCTE CBW
Koju nowTyjy ogpenbe cagpwade y ogabpadom Tuny nuueHue Kpeatwede 3ajeaHvle
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuno/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTeo — HekoMepumjanHo (CC BY-NC)
@wapcmu — HekomMmepuwjanHo — bea npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyToOpCTBO — HEKOMEPUMWjaNHo — 4enwTi nog ucThm yenoeuma (CC BY-NC-5A)
5. AytopcTteo — Gesz npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTEO — O2nNWTW Nod ueTim yonosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aokpy:UTe CaMo j&aHy of WecT noHyReHux AuuaHUK.
Kpartak onuc nWUeHUW je CACTAaBHW OEe0 OBE W3jaBe).

MoTtnuc ayTopa

Y Beorpapgy, 13.05.2022.
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1. AytopcTBo. [losBorbagaTe yMHOMABaWE, AUCTPUBYLMWjYy W jaBHO caonTaBaH:E
dena, W Npepage, ako ce Haseae WMe ayTopa Ha HauvuH ogpefeH oa cTpaHe ayTopa
N gagaouya NUUeHUe, 4ak v y komepuwjanHe cepxe. Oso je HajcnoboaHwja o CBMX
AWLEHLMK.

2. AyTopcTBDo — HeKomepuwjanHo. [lo3eorbaeate yMHOMAEBare, JUCTPMDyLMjy W
jaBHO caonwTasake fena, ¥ Npepage, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha Ha4YuH D,ﬂ,DEﬁEH
04 cTpaHe ayTopa WnW fgasaola nvueHue. Osa nWUeHUa He Q03B0MkaBa KOMEpLUKWjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HekoMmepuwjanHo — Ge3 npepaga. [Jo3sorbaeare yMHOMaBake,
avcTpubyunjy W jJaBHo caonwTasake fgena, Ges npomeHa, npeobnuekosBaka wWnK
'ijIGTDEﬁ'E Oena ¥y CBOM geny, ako CE HaBeAe WMe ayTopa Ha HavWH Dﬂ.DBﬁBH o0
cTpaHe ayTtopa wnu Aaeaoua nvueHue. OBa nuueHUa He [03BOfbaBa KOMepuwjanHy
ynoTpeBy gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nvueHue, 0BOM MUWUEHUOM ce orpaHwdasa
Hajsehw oBum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEepPLUWjanHO — OenuTH Noa UCTUM ycnoeuma. [o3soragarte
YMHOMEBamke, gncTpuiyunjy W jaBHO caonwTaeake fena, W Npepage, ako ce Hassne
ume ayTopa Ha HauwH ofpefleH o cTpaHe ayTopa uMNW 4aBacua NUUEeHUe W ako ce
npepaga Awctpubywpa nog wWCTom wWNW cnwyHom nuueHuom. Oea nvueHUa He
Aossorbasa Komepuwjandy ynotpeby nena w npepaga.

5 Aytopcteo — Bez npepaga. [ossorcagate yMHOMaBake, QUCTPUBYUM)Y 1 jaBHO
caonwTaeawe gena, 6e3 npomeHa, npecbnukoBsarsa nnu ynotpebe gena y ceom geny,
dKO C2 HaBele WMe ayTopa Ha HaduH ﬂﬂpﬂhEH o0 CTpane aytTopa Wnwn gaeaola
nvuerue. OBa nuueHUa aossorsasa KomMmepuwjanHy ynoTpeby gena.

6. AyTopcTBO — AENWTM Moa WCTMUM ycnosBuma, [lo3sorbasaTe yMHOXaBakse,
avcTprbyumjy v jasHo cacnwTasawe Aena, v Npepage, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha
Ha4uwH ogpefled og cTpaHe ayTopa WNW AQaBacua NUUEHUE W ako ce npepaga
awctpubyupa nog wMcToMm MAW  cnWMYHOM  nuMueHuom. OBa nvueHua L03BOS-aBa
komepuwjanHy ynotpeBy gena W npepagna. Cnuvuda je codTBepcKUM nuueHUama,
OOHOCHD NUUeHUamMa oTBopeHor koga.

188



