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HEMI NFORMATI LKA ANALI ZA, DI ZAJ N | I SPI T

PROAPOPTOTSKE AKTIVNOSTI NOVIH LIGANADA IMIDAZOLINSKIH
RECEPTORA

REZIME

Ligandi imidazolinskih receptorar edst avl jaju veliku grup

jedinjenja kojasvoju aktivrost ostvarujudelovanjem na imidazolinske receptdrelR,
1-IR, and §-IR) i daadr@éner gi | keeAR)rGemtralp anthipertengivuii
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odrgavanje homemajaizie @l vkdzme da velina
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kao
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U OV O] di sertaciji KMB >pceémreneamgil Inlois i

imidazolinskihreceptora i 22 leka koja dgl na CNSe ispitana primenom paralelnog
testa per me aldkinh merbraria dng. aParallet¢ értifiaial Membrane
Permeability Assay PAMPA) i bioparticione micelarne hromatografije (eng.
Biopartitioning Micellar Chromatgraphy BMC). Vrednosti dobijene PAMPAgPe) i
BMC (logksmc) su dalje analiziraneantitativnim odnosom strukture i permeabilnosti
jedinjenja (engQuantitative Structurd®ermeability RelationshifQSPR).

Dominantni molekulski/kajonski oblici na pH#, 4 su odreleni
MarvinSketch 6.1.0 softvera. Geometrija odabranih molekulskih/katjonskih oblika
ispitivanih jedinjenja je optimizovana primenom B3LYR36G (d,p) nivoaDensity
Functional Theor{DTF) u ChemBio3D Ultra 13.0 programu. Deskriptaptimizovanih

kor

struktura su izralunat:i u ChemBi o3D Ultra

programina logPe i logkemc v r ednost i su kori gi¥nekskao
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izralunat. mol ekul ski par ametuQSPRpstudijd st avl j
Metoda najmanjih kvadrata (en@artial Least Square)LS)j e i zvedena Kkorig
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Od jedanaest kandidata selektovanih ovom metodom, vitro testiranjima
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CHEMINFORMATIC ANALYSIS, DESIGN AND EXAMINATION OF THE
PROAPOPTOTIC ACTIVITY OF THE NOVEL IMIDAZOLINE RECEPTOR
LIGANDS

ABSTRACT



Imidazoline receptor ligands are a numerous family of bioldlyicactive
compounds known to produ@entral hypotensivefiect by interaction with bothl-
adrenoreceptord}-AR) and imidazoline receptor&i{IR, l-IR, and k-IR). The central
hypotensive effect of imidazoline derivatives such as clonidine, rilmem@dand
moxonidine is results of activation bothIR and(-AR. I>-IRs have been shown to be
modulatory sitedr monoamine oxidasB, enzyme responsible feeveral neurological
disorders This typeof imidazoline ligand receptofsave high affinity fondazoxan and
its analogues.zlIRs are involved in indumn of insulin secretin from b-cells and
maintaining glucose homeostasince the mostRs ligands are examined as centrally
acting antihypertensiveand/ordrug candidates for treatment wérious neurological
diseasegredicting their brain penetration is a critical step in early drug discovery.phase

In the framework othis doctoral dissertation, treffective Blood Brain Barrer
(BBB) permeability of 18Rs/ (b-AR ligands and 22 Central Nerws System (CNS)
drugs was experimentally deteined by using both Parallel ArtificiaMembrane
Permeability Assay (PAMPAgndBiopatrtitioning Micellar Chromatograpi8MC) and
further studied by the Quanative-StructurePermeability Relationship (QSPR)
methodology.

The dominant molecules/cations species of compounds have been calatilated
pH = 7.4by usingMarvinSketch 6.1.Goftware The analyzed ligands were optimized
using Density Functional Theory (B3LYRBRLG(d,p)) included in ChemBio3D Ultra
13.0program and molecule degators for optimized compoundgere calculated using
ChemBio3D Ultra 13.0, Dragon 6.0 and ADMETegdictor 6.5 software. PAMPA
effective permeabilitiesf examinedcompoundglogPe) and theirlogksmc valueswere
used as dependewmariable (Y), whilecalculated molecular parametre®re used as
independent variables (X) in the QSPR study. SIMCALP-0 was used for Partial Least
Square (PLS) analysis, while the stepwise Multiple Linear Regression (MhbR)
Artificial Neural Networls (ANN) modeling were performed using STASTICA Neural
Networks 4.0. Predictivpotential ofthe formed models was confirmed by Ledee
Out Crossand externabalidation and the most reliabteodels were selected.

The descriptors that are important fieodel building are identified as well as their
influence on BBB permeability. It has been shown that modifications that could be

applied inorder to improve BBB permeability of imidazoline ligarateintroduction of



novel atoms with high electronegativity aromatic ringsreplacement of bromine or
hydroxyl grous with their isosters (fluorine/chlorine), and introduction of voluminous
moieties in the molecular structure. On the other hand, the presence of guanidine or
aminoguanidine functional groupsrmolecularstructuresas well as methyl and isobutyl,
couldhave a negative influence on BBB permeability.

Formed QSPR models could be used for in silico prediction of bhyadh
permeability of imidazoline ligands and related compounds. These modble esao
assess the BBB penetration of novel imidazoline ligands and exclude compounds with
low permeability prior to synthesis.

Imidazoline derivatives have been also found to have other important biological
effects not related to cardiovascular regolatisuch as control of apoptosis and cell
proliferation.Recentlyjn vitro study demonstrated that rilmenidine (strorR agonist)
is capable of inducing apoptosis in cancer cell lines (K562), oppositely to moxonidine
(moderate +IR agonist) and efaxan (h-IR partial agonist), probably through acting on
I1-IR candidate, nischarin

In this dissertationwhich extends therevious investigation on the nischarin
rilmenidine binding site, we aimed at understangir@mppoptotic activity of rilmenidine.

We sought to identify novel compounds with rilmenidiitee activity and mechanism of
action but with different chemicaltaucture.Virtual Screeningprotocol that includes
AQVN calculations accounting for the lomgnge properties of organic molecules and
combined ligandand structurédased virtual screening protocols based on GRID MIF
similarities between tested compounds and the tengglidtaenidineor active center of
nisharin) were applied

Among eleven prospective candidates that stemmed from gikcm screening
experiments, compound 5 was found to be the most active derivative with cytotoxic
activity against K562 cells ocoparable to that of rilmenidineConsistently with the
observed apoptosis, the flow cytometric analysis of cell cycle progneseowed an
increase in the proportion of K562 cells in the €M phase, complemented with
decreased proportions of cells in G1, S and G2/M. Apart from proapoptotic effect, the
antiproliferative effect of compoundvias assessett has been shown thedbmpound 5

inhibits the formation of K562 colony in a dedependent manner.



In addition, none of the identified eleven compounds showed any detectable
agonist activity at recombinant human a2érenoceptors, suggesting that unwanted side
effects mediatetly the activation of this receptor may be avoided

Previously, we have also shown that rilmenidine rendered K562 cells, which are
particularly resistant to chemotherapeutic agents, susceptible to the DNA damaging drug
doxorubicin In thisdissertationconbined treatment with compound 5 and doxorubicin
showed synergistic increases in apoptosis compared to doxorubicin alone (64% vs 20%),
which highlighted the potential of compound 5 or its derivatives to complement
conventional chemotherapeutic regimens tigio improved antitumor efficacy and
possibly reduced sideffects.

The integrated medicinal chemistry study herein reported provides biologists and
pharmacologists with a novel tool (compound 5) that may represent a promising starting
point for the explaation of the I1IR pathway and for the development of better adjuvant
chemotherapeutic strategies for cancers with limited susceptibility to doxorikein
agents.

It has been know so far that apart from imidazoline receptors, imidazolines interact
with G-protein coupled receptors (GPCRSs) as well. Based on that fact, one of the aims of
this dissertation was to identify nov@lo f f  bfahis greup &f éompounds as well as
compound 5. Beta adrenergic, dopamine and muscarinic receptors have beeth aglecte
potentiald o f f  tfom sevemlt}adienergic/imidazoline receptor liganogluding
BDF6143, BU224, BU226, xylometazoline and compotmndbtained results could be
very useful in understanding the potential side effects of these drugs or in finding their

novel therapeutic applications.
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AUROC - Area Under the ROC Curve
B-CK - Brain Cretane Kinase (kreatin kinaza mozga)

BBMEC - Primary Bovine Brain Mrovessel Endothelial @lls (mikrovaskularne
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IM T imatinib

IRAS - Imidazoline Receptor Antiseiaelected Botein (imidazolinski receptor
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KMB -krvnomo gdana barijera
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LKB 1 - Liver Kinase Bl (kinaza jetre B}

LOO - LeaveOneOut

LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbitalln aj ni ga popunjena mol el
LV - latentne varijable

MAO-B - Monoamine QidaseB (monoamino okislaza B)

MAPK - MitogenActivated Protein Khase(mitogenomaktiviraneprotein kiraze)
MDCK - Mardin-Darby Canine kdney(MadinDar by [ el ije pseieg bub
MDR1 - Multidrug Resistancerptein 1

MIF - Molecular Interaction Fieldgmolekulska interakcionpolja)

MLP - Multilayer Perceptrong vi gesl oj ni perceptron)
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PCAT Principal Component Analys{analiza glavnih komponenti
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1 UvVOD



1.1 IMIDAZOLINSKI RECEPTORI | LIGANDI IMIDAZOLINSKIH

RECEPTORA

Il mi dazol ini predstavljaju veliku grupu
giroku terapi | sitogenammupamiganada svduvaitivnbse aswaruje
delovanjem na imidazolinskeceptore il R) bkadmandr gi | kAR)Y ecept or
“Brojnim biohemijskim i fiziol ogkiitpa st udi j

imidazolinskih receptor&®

1 li-imidazolinski receptori (HR)
1 l2-imidazolinski receptori ¢HR)

1 Is-imidazolinski receptori @IR).

Ovi receptori su prisutni i u centralnom i u perifernom nervnom sistemu i
zastupl jeni su u razlilstomalor gmamo sntaatkaa,0 @l
|l mi dazol i nski receptor.i su ukstgemani pui rlegm

glavni centréna regulacija krvnog pritiska’

Prema i midazolinskoj hipotezi antihipert
moksonidin i rilmenidin je rezultat aktivacijer-l mi daz ol i nskio2h recep
adrener gi | krostiaino verdrelgierameneduli RVLM).8° T a k ouloel ,e n a
je pozitivna korelacija z meLu hi potenzivnog efekta ovih

l-i mi dazol i nske receptore, dok su neki od nj
i suvopaswusdmadarneinel gi | ki m recept tocisma u p |
coeruleu3**2Por ed regul acije krvog pritiuska i mi
ulogu u sekreciji insulind!® regilaciji intraokularnog pritisk€ i kontr ol i sr |
ritma 16

1.1.1 I17 imidazolinski receptori i ligandi ovog podtipa receptora
Prvi podtip imidazolinskih receptoray-imidazolinski receptor, je identifikovan
kori gl enjem fHppENHsklonidna nEHpkoniding® Kao ¢gto je ve
pomenuto ovaj podtip reptora je lokalizovan u rostralno ventrolateralnoj meduli i
ukl julen je U iju kardiovaskalarmog pritiskigSmiata ce da su

agmatint®?'i harmar? endogeni ligandi ovog podtipa recepto®&iKa 1).



l1-imidazolinski receptori pokazuju sok afinitet za klonidin, moksonidin i
rilmenidin, ali ne i za kateholamirté Klonidin (Slika 1) je prvi identifikovani i-IR
ligand koji pokazuje antihipertenzivnu aktivnost. Pokazano je da se ovo jedinjenje vezuje
istim afinitetom i za4imidazolinskir e c e pt sard rie nzear gl | ki receptor
negel jeni efekti, pre vaeigjpe seddcejarginhkbt
Daljim strukturnim modifikacijama klonidina nastali su moksonidin i rilmenidin, kao
potentniji i selektivniji I-IR ligandi®* Shodno tome, oni pokazuju manje g el j eni h
efekata od klonidin®*®Por ed navedenih jedinjenja koja
visoko selektivnin I R | i g a n a d d@s;/trans@cklopgopilmetilg4ib-dimetil-
4,5dihidro-3H-pirol-2-il)-kamin (LNP 509), 2(2-hloro-4-jodofenilanmno)-5-metil-
pirolin  (LNP 911)*" (2-(5-azido2-hloro-4-jodo-fenilamino)-5-metil-pirolin - (LNP
906)8 (+)-5-(2-bromofenoksimetil-2-amino-4,5-dihidro-1,3-oksazol (S23515 (+)-

2-(2-fluoro-5-metilfenil)-4,5-dihidro-1H-imidazol (S23757%° omogul ava
karakterizaciju+l R subtipa | ak i u | el pARailiMalRkoj e ek
(Slika 1).
= cl
HNT S N N\[/NH-? \ /N N N
19
N N
H ci
Agmatin Harman Klonidin
~
N Y
N7 TR
JOAOEEe. BN
/ N cl |
NT e
Moksonidin LNP 509 LNP 911
H 8]
N O/t NH
i cl 2
if@ L0~ ™0 d
N
_ A
- N=N=N N N
S23757 LNP 906 $23515

Slika 1. Ligandi l;-imidazolinskih receptora



Nedavno je pokazanodastilmi daz ol i ns ki receptor.i pri s
tkivu, gde selektino aktiviranje ovog podtipa receptora ne samo da smanjuje Krvni
pritisak nego i ma I pozitivan wuticaj na r

povezanisahiperenzi jom (met®bol il ki sindrom)

Aktiviranje fosfatidilholinosetljive fosfolipaze C (engphosphatidylcholine
sensitive phospholipasePLC)**23i inhibicija adenilat ciklaz¥ su dva glavna signalna

transdukciona mehanizma povezana sa aktivacijgamitiazolinskih receptora.

Odreli-eRil 1l gandi del uj u Kk ao trangdokeciona dignalna ak o gt
puta (ril menidin i benazolin), kao parcija
transdukci oni put (ef ar oksan) atransdukcionma o ant

puta (S23757¥* Aktivacijom h-imidazolinskih receptoraggo ni st i ma takol e do
povel ane f osf o aktiviranihipjotein kinaza (VIARKL 0 MAPK3) u
rostralno ventrolateral nojdi meddoul $ ningeeunrjoan ak
pritiska 33 konverzije ekstracelularnim signalom regulisanih kinggRK1 i ERK2) i

cjun kinaza u njihove aktivne fornig3¢ aktiviranja izoformi protein kinaze C (eng.

protein kinase @PKC)*3 0 s | o b a L' a nj eakisalime a prosthglandink E2i

povel anj a e kenpaktigirarie preteinnkinazesdj feniletanolamiaN metil

transferazg®

1.1.2 |27 imidazolinski receptori i ligandi ovog podtipa receptora

I>-i mi dazol i nski recept or i *H]ddazoksada®wit i f i kov
proteini su lokalizovanna s pol jagnj o] me mbr ani mi t ohondr
gl i j a [oenbcitifhaajetrai adipocitim4® I-imidazolinski receptori predstavljaju
katalitil|l ko mesto monrB adugih oeMACK cksiddtarezhe B ( M/
enzima i podeljeni su na dva subtipa il I2s8 na osnovu njihovog afiniteta @okogili
niskog) ka amiloridf**?’Sekvenca ovog proteina pokazuje
sa MAO enzimom i smatra se da ovaj tip receptora ima ulogu u neuroprotekciji,
anal geziji, odgovoru na stres i nasit anku
ukl juleni u patofi zi ol-ovgiAlzieim&ave tholestté8™ > no v e,
| stragivanja su pokazal BraindCeetaikerKeasetBiCK) ki naz a
sadpigmi ddazolinsko vezujule mesto gtam znal aj

| enjee psihijatfijskih poremelaja.



I>-imidazolinski receptori pokazuju visok afinitet za gvanidine i imidazoline, a
nizakafinitet za 2aminoimidazoliné’? Najpoznatiji ligandi ovog podtipa imidazolinskih

receptora su idazoksan, amilorid, gvanabenmonidin i harmin §lika 2).

Q O NH
H Ci N )j\
o O/Y/ ' H
\J \> z
N HN HoN N NHo

Idazoksan Cirazolin Amilorid
Ci e
H H H N
N NH N N
Ny Y 2 E U \TN N\_/
NH e N\> N
cl N H3CO H
Gvanabenz Brimonidin Harmin

Slika 2. Ligandi b-imidazolinskih receptora

1.1.3 137 imidazolinski receptori i ligandi ovog podtipa receptora
I>-IR imaju ulogu u indukciju sekrecije insulinaid el i j a pankreasa |
homeostaze glukoZ&’* Insulotropno delovanje imidazolina posredovane |

receptorima se pripi s-os¢tlgvih kabjumkskjh kdnala r) z at v ar e

koji dovode do depolarizacije membrane, influksh kai j u ma i osl*®balanj
MelLuti m, poakRokpekjtierdiagusesul bi | i neuspegni zb
radi oliganada za ovVvaj podtip relcRpiezwj.ulFar
mesto i midazolina mgmkdnala kogefgrmira porep spebyodidi ni ci
jone5052

Efaroksan je selekini I:-IR agonista, dok je njegov imidazolni analog KU14R

definisan kao#IR antagonistaSlika 3).3 Imidazolinskik-l R | i gandi se del e
grupu |l iganada (kao gto je RX871024) koj i
Katpkanala prinormlinom i | i povi ¢ e nbitgande novegenemdijas k 0 z e

(BL11282)°?> NNC77-0074°° NNC77-002CF° (Slika 3) koji pokazuju glukozom zavisnu



insulotropnu aktivnost bez efekta narkkanale®?°*>’Smatra se da jedinjenje NNG77

0074 inhibira sekrecijuglukagona iz langerhansovih ostrvaca pacova modulacijom
granula koje sadrge i PRIOI nutii | ¢l wnkaa gsoenk,r ecca
pankreasa pri [ emu stimuli gientsiekkirrea i ¢ a1l d measl

glukagona®°°

_____N H CoMg
2 i Ty

N N
Efaroksan RX871024 KU14R
\ " N -NH
\ D |
N R
Ci H
\ Q
N
H
BL.11282 NNC77-074 NNC77-020
Slika 3. Ligandi k-imidazolinski receptora
Osim navedenih, intenzivna i stragivanj a
na druge primene imidazlinskih |Iiganada kao

T lelenje razl i3%% h vrsta tumor a

f prevencija relapssimptoma kokainske adikcijgpotrebom 4 agonist&?

T Ilz2ligandi imaju modulatorni efekata analgeziju indukovanu upotebom
opioide?

§ dijagnostifikovanje glioma upotrebomIR liganad&3



1.14 Hronilna mijeloidna | eukemija i antut umo
i mi dazolinskih Ilijskglojptora u K562 [ e

Hr oni |l na mi | el oChdoniamyéla@diekkemaNIiLaje aégnig .

poremeil aj hematopoetskih matilnih {felija ko
(hromozom 22) u sekvencefch | gena (hromozom 9iBerAlgr i | e mu
proteini sa konstantnom tirozin Kkinaznom ¢
proteini dovode do mal i gne transformacije

nekontrolisana produkcija fakta rasta i izmenjena adheZifa

Uv o L e n patiailma(IM) mdrugih kompetitivnih inhibitora tirozin kinaza (TKI)
indukovane su dugotrajne hemaltiome gike promdsdj
nji ho®MgLubtm, uprkos naprecima u efikasnos
se nalazelu braati hOWME ij e i°Bd-Ablkinazepoged ani | en

toga gto utilu na pregivljavanje tumorskih
broj |l ekova koji se koriste u lelenju | euke
sejlja usled ogteimnjak®NKma, tako gto prc
[ elijskog ci kOuaja ar &2t/ Mormhaglil.ava reparaci j
genetskog materijalapir e i vl j avanfa malignih lelija
K56 2, [ el i j ska CML je nepsetljiia hasapoptozl indeikovarmuz e

I M i | ekovijma kMK ik aoyt @t & Dpkeorulsicin Kskka 4),u b i c i n
antraci klinski antibiotik i jedan od najef
upotrebi vige od n3u0 ugloodgiun au il eilnean jzun aitnao gi h
(l eukemija i | i mtitomoe Jkardinomaii spxom®@®)r st a | vr st i



O OH O

OH
(I Jor
H

0 0 OH O, _O

MNH-

Slika 4. Antraciklinski antibiotikdokorubicin

MeLut i m, upotreba doksorubicina u tera
kardiotoksi no st i , koj i zavi si od kumul ativne doz
i zbegli ovi opasni negel jeni efekti ma k s
doksorubicina je 500 mght®°Por ed toga, doksorubicin moge «
i proi n iagakomse @rimengujd zajedno sa drugim antineoplasticima (npr.

paklitakse] transtuzumab). Ov&ombinovana primena lekova dovodio povel anj a

efikasnost i l el enj a, al i se povelava rizi
kombi naci j ama moatjvaojdoz doksarubicima o360 mig/og it |
Do danas j e analiziran vel i ki br oj kombi

sinergesekbhnah | ek ova. koje ian&jw inkapsubranio ihhéisot i ¢ e
angiogenez&ombrestatin i doksorubicin sual aj no efi kasnije u in
tumora nego kad bies koristili .fdpkdlLeal kiombekovana
doksorubicina i kurkumina n a | m¢ ne bpaptoalkK 56 2 f*el i j a

Nedavno je utvrlLeno da i mi da zregllacie,s ki der
i spoljavaju i druge biologke efekte kao gt
Nikolic i saradnici®™ su ispitali antitumorski potencijal agonista i antagonista |
i mi dazolinskog receptor a na anoFienidih &djii j sk o]
jejak - R agoni st a, pokazuje proapoptotsku ak

moksonidin, umereno efikasniIR agonista, i efaroksan, antagonistdR, neaktivni®



Smatra se da ril meni di n i apdpiode krozgerturlzasiji K5 6 2

mi tohondrijalnog put a. Ov aj l ek znal ajno i
Ras/MAP kinazZERK, p38 i JNK™Tua kkbl6e2, | wejégofaegnoas t udi |
da kombinovana primenai | meni di na i d o kegen depdbarizaciien a p o Vv
membr ana, a samim tim i osetljivost K562 e
aktivnost ispoljava vezivanjem za hiin i Racl signalni protefflUo | eni siner gi s

efekat je znalajan |er kotmbo npoaeitevappja

apoptilnih [ elij asam @ogsorubiina dMe Lsuet i knor izsat ir az |
doksorubicinarilemeni di n je bezbedan | ek bez ozbiljn
dozamamogo velim 8¢ terapijskih

HN/> OCH,
P

HN N
/O l \ Cl
N N N
=
\l/ T E\>—NH
LU (o]
Moxonidin $43126 Rilmenidin
H
\ j
N \N ¢ /-—COOH
N
O
S
RX871024 Benazolin
Slika 5. Strukture imidaa | i ns ki h jedinjenja koja reguldi

proliferacijuin vitro



Pored studije sprovedene na K562 flelijs
antitumorsku aktivnost mogu isp j i t i [ nskim bhijamay i Mabel ejgena
proapoptotska gstva moksonidina u fibroblastima itapoptotska u kardiomiocitinrs
Takorverost udi ja na PC12 [elijama jagoniggmk az al a
dovodi do apoptoze koja je izalRVRGPBEC depriv
transdukeoni put, ali i da inhibiral e | i j sku s mr t 3 mibazalioskoa nu TNF
jedinjenje RX871024 indukuje smill N6 [ el i j a K8dDjugi selektivfnie i ns ul

ligand -l R, S43126, dovodi do dozno zavisne | ¢
telauPC2 [ el ijama na¥®@lika5Y2 h tret mana.

Ovi efekti ukazuju na potencijalne nove primene liganada imidazolinskih

receptora u terapiji razlilitih maligniteta
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1.1.5 Imidazolinski | 1 receptor, NISHARIN

Alahari i saradnici su identifikovaliakarakterisalproteinnisharinkoji je kodiran
nischgenomu | e | glojlaathébrzo nakon toga, otkriven je i humani homolog
nisharina koji je nazvan Imidazolinski Receptor Selektovan Antiserumeng. (
Imidazoline Receptor Antisei®elected protein IRAS).8° Pokazano je da ljudski
nisharirlRAS pokazuje 80% homologije sa nisharinom glodara, ali da su njihova integrin
USvrezuj ul a mest & Ovap préteinijeckednijudi drvo atkriven kag-|
imidazolinski receptor, koji je ekspriman u neuronira i astrocitima®8! Transfekcijom
cDNK humanogIRASa u [ el i je | aj niGhmeskHamstes@®varg hr | k a
CHO) il el i jraenocitoena fracova (en&Rat Pheochromocytom@ells-PC 12) gen

ovog proteina je kloniran i dobijena su visokoafinitetnawgzu | a 1 reeeptdrad®° |

Ni sharin je citosolni protein koji se ve
dokazano je da interaguje i saosiblnim i sa proteinima membrafie Ljudski Nisharin
postoji u f?dzoforma 1 kodira forotei m& p u n ¢1p04 dmirpi n i
kiseline)i visoko je eksprimirana nervnom i endokrinom tkiviKod izoforme 2 amino
kiseline 1511 suizostavljena ova forma ¢ eksprimirana u mozglzoforma 3, poznata
kao IRASL , j e takolLe vi solOuwo farki gdostajmiamiaona u m
kiseline 5841504, dok su sekvence amikiselina 511583 modifikovanelzoforma4,
takolLe pozng feaisokoaehsprimiRaldy mgz, ima izosiavljene amino
kiseline 5161504, dok su amo kiseline 512515 izmenjengSlika 6).

11



P Upredena

B\ B\ O\ B 5 [\ zavojnica

\

Y'Y Y'Y
1 PX I}eo a‘ leucino{:
NN ,‘\,, } X L Deo bogat
: ' 5 glutaminom

NH2 =

1 1504
Upredena
zavojnica
2
Deo bogat /
NH2 glutaminom i COOH
1 992
//'\\ - - N . i !
.‘" \ // A\ £ \ 4 ‘Y W ‘\
3 PX ]}eo {ogalleucino% D
NH2 COOH
1 583
AR . - Lo o o
B O\ B B\ B\
4 PX ]}eo It'o/gaileuvino% \ I
NS NG\ / N/
NH2 COOH
1 515

Slika 6. Strukturni domeni humanog nisharina koji postoji u 4 izoféfme

Struktura domenanisharina je prikazana n8lici 7. N-terminalni kraj ovog
pr ot ei nphox (X dlomgn koji se sastoji od HIP1 amino kiseline i koji je
neophodana vezivanje nisharina za plazma membrér($lika 7)
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Deo bogat leucinom

' Deo bogat

glutaminom : COOH
1 300 600 900 ’ 1504

Fosforilacija serina l Ubikvitinacija

Fosforilacija tirozina T Acetilacija

e

Fosforilacija treonina

Slika7.St ruktura nisharina i mogui® interakc

PX domen kao i coiledoil domen nisharina (638 95) su od sugtinsk

za targetovanje endozoma i interakciju sasfdtidilinozitol 3fosfatom €ng.
Phosphatidylinositol $hosphate PI3P) u endozomima kojs u obogal eni oV
fosfolipidom®Ta kol e, dokazano je da i drugi regio

molekulima. Domen nisharinal-624s na g n o e sap2k akdvigangm kinazom
(PAK)inatajm | i n s pr el av & Ponicijg 416624irigharind intetaguju aa

LIM domen kinazom 1 (engLIM domain kinasel, LIMK 1) | i me saa spr el
reorganizacija citoskelefd Kinaza jetre B1€ng Liver Kinase B1LKB1) interaguje sa

pozicijama 416524 risharinaitk o s pr el ava p% Rogdtegs,iRpbt4dik ancer

supstrati insulinskog receptora interaguju garminalnim domenom nisharif4%8

Do danas najvige su najvVvi gebintegrinilmaav ane i

Il ntegrini su |elijski adhezioni het erodmer
signala od spoljagnosti membrane do untragn
pokr el u signalne kaskade koj e remodelovanjagu [ el i
citoskel et a. Pokazano je da proksi mal ni d
nisharinomi i nhi bira (™ ijsku migraciju

13



1.1.6 Ulogalmidazolinskog |1 receptora, nisharina, u hipertenziji
U PCl12 1ifelijama, hi pot eln edcept@a zavisidod k o van a

nisharina kojigear i ge p ERK1 SPRilmpeBifrK|2k kaojiisevkoristi u terapiji

hi pertenzij e, i spoljava hipotenzivbl efekte
Centralna primena rilemenidina imala je oslabljen hipotemzivhe f e k t [ sni get
pPERK1/2 kod pacova koji su imali redukovanu ekspresiju nisharj u porelenju
kontroom® Ova saznanja potvrluju J|linjenicu da

posredovanoj hipotenziji.

1.1.7 Ulogalmidazolinskog I1 receptora, nisharina, kao tumor supresora

1.1.7.1 Nisharin kao tumor supresor kancera ovarijuma

Uoleno je da je ekspruesiiejla jminmah &rainncae rsam
Smatra se da je stepen ekspresije ovog pro
tumora, metastazama limfnih grova i histologijom tumoraStudije supokazale da
pacijenti sa karcinmom jajnikakod kojih jeeksprimiran nisharin pokaguu v e | i stepe
pregi vitMatanhjm, wuloga nisharina u progresi
otkrivena i potrebnasudaljgis agi vanj a dehanzanumos supresizog me o

efekeni sharina u ovim malignim lelijama.

1.1.7.2 Nisharin kao tumor supresor kancera dojke

Poznato je da nisharin okipowahjemosignatnie mi gr a
proteina’® Ovaj protein se nalamia 3p21.1 hromozomu i zna se da su 3p regioni povezani
sarazvojem velikog broja tumora U 3 0% sl ul aj eva raka doj k¢

nedostaje NISCH lokus i samim timsgiesija nisharina je smanjetta

Gubitak nishari na i maakazdojle|mRNKinishatinbjegu u p
visoko eksprimiran u normalnom tkiraka doj ke,
doke Poznato je da visoko invazivNB2dielijske
pokazuju nizak nivo ekspresije nisharina, umerenoinvamn e [ el i j ske | inij
kao gt o7ppkezy MCR i gi n iivsoh aerkisnpar edso ki enent umor s k e

je MCR10Aimajunay el i nivo ek$&presije nisharina

Povelenjem ekspresije ni shari na u Vi sol

smanijuje 8 stepen fosforilacije fokalne adhezione kinaze (Eongal Adhesion Kinase

14



FAK) usled sanj ene e kistggnna®sReduleovath5-AK fosforilacija na taj
nalin sprelava aktivacepog ERK| i jsslofPgdopwmoeadi
T a k o L e acijelkata da tymorom dojke je pokazano da tkiva sa metastazama limfnih

| vorova i maj u engivoarisharina oegcpagentj bezimetastaza limfnih
| vor®va
1173 Ni sharin inhibira lelijsku migraciju i i nve

UtvrLlLeno je da n onsdigaamihprotein he¢ reayg u jne USa PiA
LIMK1, Rab14, LKB1 i Racli na t aj IeliskuimigradijunGikaB).i r a

Celijska
adhezija

LIMK Migracija

I, @ v

Remodelovanje
citoskeleta

A
Eh
g

y

Rast tumora
elijsko prezivljava

Jedro
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Slika8. Ul oga nisharina kao tumor supresor a

proteinim&®

Kinaza jetre Bl koju kodira genLKB1, j e t umor supresor ko
met abolizam | el i j gengankammalianrTargef ©fmRapariyfiR
signd nog puta i PMRbBcjilske i gna-dzajduajprojeie Rho G
aktivira NFk B t ranskr i pci one f aklanmatoraqg odgavara, | e mu
[ e kdg jasta i supresije apopto?eOba N i C- terminalna kraja nisharina interaguiju
sa Racl u svom akti vnom -l8Btsignalpi putiisuprmiajut a | nal
ciklin D1, promoter kji je povezan sa maligniteta?h Smanjena aktivacija Racl dodi
do smanjenog rasta tumotaTa k o L e, ni sharin direktno r e
kinazom (PAK) (eng p21 activated kinase) kignalnim proteinominhibira njegovu

kinaznu akti vnuositl ei nnaa [oeM®jj snkaul immi gr aci |

Pored navedeni h, ni sharin takolLe stupa |
proteinaina taj nalin®2UnPChRra &pep@dtbelLijskim Ii
da nisharin inhibira aktivaciju kaspa3ez nal aj nog med.fjNakbor a apo
tret mana s a citostatici ma, staurogepori nom
transferovan nisharin su pokazasenanjenu apoptotsku aktivnd8tOva inhibicija
apoptoze dovodjiskog ppvedianljjaavanj a. Do dana
inhibb ra i rast tumora i Ilelijsku apoptozu, i

i stragivanj a.

118 Terapeutski znal aj ni shari na
Jak tumor supresivni efekat nisharina na smanjenje invazivnog kapaciteta i

mi gracije tumor ski h téneijalrin targetorh i razvojuonevin| prot

l ekova za |l elenja karcinoma. Pokazano e ¢
fokal ne adhezije, citoskeletne organi zaci
pregivljavanja [ elija. rBdakovana fuskeijamshatimakinadi | a
tumorskim [ elijama, potrebno je dizajniratdi
T male mol ekul e koji e delovati kao ac
T peptidne lekove koji Ie imitirati opri
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1.2 KRVNO-MOGDANA [ERARIISPITIVANJE PERMEABILNOSTI

KROZ KMB

| majuli u vidu da velina |iganada i midaz
unutarcentralnognervnogsistema CNS)d e | uj ul i kao cenifilislal ni ani
potencijalni | eklooboljena, plocenaajihgvaipermeabisti krdzo g k i

kvnomogdanu barijeru (KMB) je od sugtinskog

1.2.1 Krvno-mogdana barijera
Dabise ol uvalo fiziologko okrugenje | obe
visoko razvijen sistema&zgtZn &®l.aj na komponent amogdbdbagnasi st

barijera koja vsnei hnaklaapziil air zanfeKMBniokgvdoma o g t K i

slogenu multicelularnu organizaciju i salin
spojene | vrsitiokaolziamal elkiajpa uk!l julujuli pe

Endotelne [elije oblagu krvne sudove i
KMB se fenotipski znalajno razl iskdovu od en

Karakteri ge odi tmain) iveziokuleand melusobno su
|l i gene su transcelularnih por a, | i me | e s m;
(Slika 9).
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Astrocitns produZetak

Slika9.Popr el ni pr esek-aklpipaperigerijig®unut ar CNS

Zarazlikuodendetl ni h [ elija, wuloga pericita u
nije razjagnjena. Smatra se da ove lelije -
nai munol ogke pr d%Aesster oucniuttiari NS znal aj nu ul
utilu na aktaiskmud satr nimihk mbd ¢ % hako leer,d op reil md ihe n
njihova znal ajna ul oga u magiflkovgrguveadokrine | ons k
funkcjeendot el a, proizvodnji a%ot oksida i osl

Ranije | e KMB ons bagdromaaok e dartasi2zna dane prostor
izmelLu KkKrvi i mo § d a mangegovu kpliopustljivasti mogu iichtia n , [
brojni lekovi kab i endogeni faktot® KMB me mbr ana omogul ava sel
potrebnim hranljivnim sastojcima i hormonima, dok ukdamepotrebne materije i
smanjuje izlogenosti jmd qdamngaegetink Optidalage otodrn ot
izl ogenost mogdanog tkiva |l eku mogla bi se
na ciljnom mestu delovanja u mozgu koja dovodi do maksimainegl  enog ef ekt

mi ni malni h negeljanih efekata tokom terapi)|j

Dva glavna mehanizma kojert e k o v i mogu pr ol KMB i ost
u CNS su:

9 aktivni transport

f pasivna difuzija kroz endotelne [eli]j
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Prolazak kroz i nt er dije (pardceutamiitranpport gt o r Iz
onemogul en, kao ¢gto je vel pomenanjao, pri
transcelularnih pora u KMBOva dva transportna mehanizma zajedno sa vezivanjem za
proteine plazme | t ki v afarmakolngetibu leRaaynatar a | aj n i
CNS!%%Slika 10)

Hidrofilni molekuli Lipofilni molekuli
I I
Transporteri Endocitoza Paracelularnil I Difuzija P-gp I
* transport
e | I | L i
* [ Y .

1|

< {vrste veze

Slika 10. Mehanizmi prolaska molekula kroz KNi#

1.2.2 Prisustvo transportera u KMB

Prolazak | ekova kroz KMB moge biti sman|j
u endot el i j adlikoprotein (RPgp ili engaMultdrug Resistance Protei,
MDR1) je aktivni efluks transporter koj | e do danas!'®maa vi ge [
fosforilisani glikoprotein pripada familiji membranskih proteina, takozvaiR binding
cassete(ABC), i eksprimiran u visokom stepenu na lmanoj strani vaskularnog
endotela mozga kao i endotelnih I[dakaija hor
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cerebrospi &PordKMB,Pepd nwes trial azi i u drugim o
gastrointestinalni trakt, jai, bubrege, testise i plaue. 1’

Smatra se da aktivni efl uks i ma mnogo
centralnom nego perifernom tkivu. Ovo se de
retko moge dostili nivoe Pgp zasilenja, pog¢

znaho ni ga nego u perifernom tkivu.

Smanjenje ¢geljene koncentraciju leka u nm
efluksa je glavni problem prilikom dizajniranja novih lekova kojima je CNS primarno
mesto dejstva. Dostupnost velikog brajavitro podatakaj e omogui il a razvoj
brojain silico pristupa za identifikovanje jedinjenja koji su potencijalni supstrati&gp
Ove in silico metode mogu biti jednostavne i bazirati sea  f hemijskink o
karakteristikama jedinjenja, a mogu predstavljati i kobmpgen e QS AR model e. T
predl ofreanvoi ljoe 4 koje sugerige da jedinjenj
ukupnim brojematoma azota i kiseonika < 4, pKa<8 verovao nel e bi t i sup
Pgp!% lako veliki broj molekula koji deluju na CNS ne ispava bar jedan od ovih
kriterjuma,Pr avi | o 4 j e kori sna <sdabaredekpvaljfgp koj u i

efluks!%®

Za razliku od efluksa,tiakni vaefekat | n&si .

mo ¢ d a n oleku, pdsdbnoaa jedinjenjaslab om pasi vnomMW¥Er mebil no

1.2.3 Metode za procenu KMB permeabilnosti

Da bi se ispitala permeabilnost novih jedinjenja kroz KMB razvijen je veliki broj
in vivo, in vitro i in silico metoda. Svaki od ovih modela ima svoje nedostatke i da bi se
upotpunost proceni o transport |l ekova kroz KMB
njihov prolazak, potrebno je kombinovati vitro i in vivo tehnike, i ne oslanjati se
i skl julivo na |jednu medlicdnadelisioguiltinkorisnga . Por e

selektovanjumanjegbrojad hi t 6 jizegtamnil baza jedinjenja

1.2.3.1 In vivo modeli
Postoji veliki brojin vivometodase koristz a pr ocenu transporta |
tkivou k1 j ul uj ul i tehni ke poj esiglencardtichipjectiom r ot i dn

technique, tehnikein-situ perfuzije, intravenske injekcione tehnike, indek® danog
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efluksai i ntracerebralna mikrodijaliza. Svaka o
logBBvr ednosti, gde BB predstavlja odnos rasp
u definisanom vremenskom periodu. lako nisu pogodne za brzi skrining jedinjenja, veliki

br oj tehni ka medi ci nskog twtlvnakaatorgdiagrafjar g ana (
magnéna rezonanca, pozitronska emisiona tomografija i kompjuterizovana tomografija

sa fotonskim emitovanjem) sea k o L ekoristi@ajpeocenu transporta leka kroz KMB.

MeLuti m, navedene metode se vige koriste u

1.2.3.2 In vitro modeli

lako je direktno merenje permgiinosti kroz KMB najpouzdanijanetod, ora
predstavlja skupidugotrajammp ces. TakolLe, veliki broj fakt
i vezivanje za tkiva ili proteine pl azme, |
da ova metoda ne daje uvek jasnu sliku o0 KMB permeabilnosti. Iz tih razloga razvijen je
veliki broj in vitro modelal!?* Prednostiin vitro met oda s u: e k onomi
jednostavnija priprema uzorka, dosta su br
jedinjenj a invivgnordeell & mjaust poaeme ikeharizma transpdrta

identifikacijaraniz nakova citotoksi |l nmodetilt ako se kor.i

Najvige korigliene metode u farmaceut skoj

novih jedinjenjakroz®KIB u r anoj f d@%4suot krila | ekova

T test permeabil nosti na a&(E@engPasallek i m par e
Artificial Membrane Permeability Assap AMPA)

1 bioparticiona micelarna hromatografija (erjopartitioning Micellar
ChromatographyBMC)!18

T hromatografij a S a i mobilisanim veg
Immobilized Artificial Membrane chron@graphy IAM)119:120

9 I el ijskeCacele MadiBar(by [ elije pseieg b
Mardin-Darby Canine Kidney MDCK) i mikrovaskularne endotes
felije govVv el eBrimamoBogre Braire Mgrovessel
Endothelial CellsBBMEC))
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1.23.21Up ot r e b akuliur kab ip gtio mbdela u ispitivanju permeabilnosti

kroz KMB
Endotelne f{elije kapilara mozga govel et :
KMB permeabil nosti. MeLut i m, prilikom ukl a

uzgajanj a mogee rafdakije tradsperaniieszima d KMB?! 1z tog

razloga ove lelije se | esto kmwiirneonatanhu sa pr
pacova. Pokazano | e da ovywp)] fpmkseti gy @s hood
karakteriske KMB bez upotrebe stimlansa Zbog problema sa gajenjem primarnih

endotelnih lelija mozga, razvijene su razl:i
njih dobijena i1z tkiva pacova. Sveiakove [ eli

formiraju monoslojevevezeime L'u nj i h ni sdabidimwiaelKMB}E | vr st e

Zbog nedovoljnih barijernih osobina besmi h endotel nih el i]j

i stragival ke svrhe se sve Vvige koriste nece

ove lelijske ¢éihe]Jej@aisunendodel porekl o iz
njihovog monosloja omogulava da vrednost.i [
| el Papa dlobr o ikvweezgutani ma. Jedna t-akva | e
Darby psel egKlifwMamde ma D@MDb @ 1*pvaDsCKj il ed u bree gs)e |
gaj e i u njih moge biti transferowan gen z.
koji dovodi do ekspresije -Bp, i stoga se mogu koristiti za procenu efekigpPna
perm@a bi | nost r aaPP|Metliuh i medismaemja se da | e
intercelularnih veza MDCK flelija vseda nego
OV O] [ elijskoj ini ji odvija i paracel ul arn
Cace2suh umane | el orgtalnogguénokartirmmak @ k sekodste
za procenu KMB permeabil nosti. MelLut i m, k a
morfologke karakteristike od endotelnih 1|el

dobijene kord gi ehj g m I akerelariju jsain vive KMB
permeah#l nogiu

Alternativnel el i j s k e koristeiz@ rocdnw KMB pesneeabilnosti su
lelije kar,ECV@tMaL bwiyiekd el i j e nemainaiu ekspr i

ogranilenu pri menl joswvjedmjenjakrozKMB®'€ni per meabi
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123221 mobi |l i zovane | elmmbiidekArtfitalivmbrarese ( en g .

IAM)
Il AM su | vrsti, nepokretni model i fluidni
permeabilnosi | ek a kr oz eVe m¢nblare, kojeesexbrr iamtee u t e |

hromatografiji pod visokim pritiskom, se sastoje od rezidua fosfatidilholina koje su
kovalentno vezane za propilamin siliku i simajir membranski lipidni dvosldf® Ova
met oda moge biti kori sna u paapeKkBbarijgouer me ab i

pasivnim mehanizmima.

12323Test ovi per meabil nosti na paralelnim ve
PAMPA se koristi kaopovoljna skrining metoda za brzu procenu pasivne

per meabil nost. kroz biologke membrane u r a

me mbr ane se mogu Kk o rnmbvitrmtestoamaj i takoakontbinowdnio g k i m

pristupi o e rgalikovanjeaaracelutamog transcéularnog transporta

jedinjenja®Jedan od glavnih nedostataka ove meto

efluksposredovan Pgger je membrana napravljena od polarnih lgprozga rastvorenih

u dodekani®!

Kensi i saradnici iz Hoffmanha Rochesu prvi ispitali permeabilnodekova
koristelid filtere obl ogene fosfolipidima,
par al el nim vegt.®3%RKians nmng neb rsaun soomd model i i ©pr
|l emu su uvedene neke nove karakteristike ko

proceni i retencijdeka u membrankaoi da sekvantifikuje efekat izepH i gradijentnih

pHuslovana per meabi l nost jonizujulih molekul a.
PAMPA testovi se zasnivaju na specijalnc
sa 96 odeljaka, pri | e mu j akceptarskiki donavsétue | | a k
Donor ska komor a&nitagsivprasa ispaicaming molekuliné je na vrhu
PAMPA si stema, dok akceptorska komora koja
(Slkall) . Ove komore su razdvojene filter memb

ovakvom sistemu se odvija difuzija ispitvarg j edi nj enja kroz vegt a
pravcu gradijenta koncentracije, if. donorske u akceptorsku komog8lika 11).134 U

PAMPA eksperimentima, proteini i drugi agensi koji vezuju supstance mogu biti dodati
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u vodeni rastvat®® Tehnologija mikrotitarsk h  pl ol a omogul ava si mul

96 permeacionih lelija, gto povelava brzinu

Pasivna difuzija

Donorska
komora

Filter obloZen
lipidima

Akceptorska
komora

Slika 11. Ispitivanje permeabilnosti primenom PAMPA testéva

U zavisnost.i od prirode vegtal ke membr al

per meabil nost kroz tri ogaunovhowégudhdonuzi bhogker

gastrointestinalnt r a k t . Neki i stragival.i biraju jJedn
vegtal ke membrane. Jedan od njih delanuf osf at. i
jer membrane sisara sadr ge ovaj i pid u vel
rastvar anthieksathekgan' ) mo g u prugi ti adekvat
testranje permeabilnost®®'Naj | egi e |1 i pi dne kompdestent ne me

koji simulira krvnemo @ml barijeru su fosfatidinholifPC), lipofogolipid (PE),

fosfatidilserin(PS)i fosfatidilinozitol (PI). Pogto se fosfolipidi na.l
koj i se nele dispergovati u fizhtastvarene obi | n
fosfolipida pre oblaganja filtera. ndgl avnor
dodekan.
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Smatrasedamaf i kasnost i rezul tate PAMPA met

i poroznost filtera. Ovaj | edmuaohetektannj j e t a
permeabilnostt®®***°U velini sprovedenih ekspe’imenat :
debljina 125 mm, a zapremina | ipida koja se

1.2.3.2.4 Bioparticiona micelarna hromatografija

Bioparticiona micelarna hromatografija (BMC) jer st a tel ne mi c e
hromatografije koja se sastoji od C18 stacionarne faze i micelarne mobilne faze koja
sadr ¢gi surfaktant u koncentraciij.i koja e

Critical Micellar Concentracion CMC). Pri ovoj koncentracijdolazi doagregacije

monomera surfaktant a 1 f or mi ranja micela, I ovakav
drugalija od kldRAk@nsi shamai RoRP kao mobil n
vodaor gansKki rastvaral . Sur f agkki ajoriski, kvitef e s e Kk

jonski i nejonski.

Glavni nedostatak ove metodee t aj gt o abmibjedinprgaupvark o hi dr

sistemima moge biti veoma spor a, [ stoga |
or gans k o gu micalarii nasavor@ryaag i rastvaral. kao gto s
i srednjih dugina |l anaca i acetonitril se d
izgled Plka i smanjil o retenciono vreme. MeLutir
organskog rastvarjaérm oar gnoms kinojagstawar al s ma

rastvora i menja strukturu micela. Stoga, dodatkom velikog procenta organskog
rastvarala moge dol i do pr omen eagmgaaoril ar ni h
broj surfaktantalbroj monomera koji obragu micelu), kao i do degradacije micela.

Maksi malna dozvoljena koncentracija zavi si

surfaktanta.
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Slika 12 Interakcije koje ostvaruju jedinjenja u BMC sistéftiu

Retencioni mehanizmi u BMC su danas dobro ptizid BMC sistemima je
sekundarna ravnotega od nneeg&kesenasppeabavi|j
mobil ne faze (voda ili smege vode i organsk
ravnotega se uspostavl j a rsaav nnoitceejlea nuat i nhoeb ivle
faktora kao gto su prniari aditiea (npr. sk pargarska t r ac i | e
modi fi katori), tempepiHat Redeng¢gionsd&vanip ¢ md g amj
jedinjenja u ovakvim si s tseostvamjasaommerimavi si o d

stacionarne faze i kao sa micelama u mobilnog'fdZSlika 12)

BMC sistem se pod odrelLenim eksperiment
procenu apsorpcije leka u gastrointestinalnom traktuper meabi | nost Kr o

distribucju kroz KMB kao i za siml aci j u drugi h particionih
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si stemi ma, jer su kar akt er i smemirtamamdd MC s i s
ekstracelularnim  fluidima!®142144 BMC sistemi koji se Kkoriste za procenu
permeabilnosti jedinjenja kroz KBl podrazumevaju upotrebu nejonskog surfaktanta,
polioksietilen(23) lauril eta (Brij35), u koncentraciji @4 M pri pH = 7,4 i temperaturi

kolone 36,5 °G#

1233 Odnos izmelLu fizilkohemijskih karakteristi k

Pokazano je da je nekolikd i zi | kohemi j skih karakter.
dizajniranje molekula sa optimamm KMB per mea b™*nogiu, a to s
T Il'ipofilnost (i zr adedlagartidionioeficierg @gP)it am okt e

logaritam oktanol/voda particioni koeficijent fiziol o gk om m@dD))7, 4 ( c |
T broj donora (HBD) i akceptora (HBA) vodc¢
1T pol arna povr giPolar Surfack ArdgekSAla ( eng.
1 jonizaciono stanje (pKa)
f broj r ot i r afhaNumber cRotamlae Bnds REN)
T mol ek ul sk aMdeeutpriWweight M\ n g .

Da bi se postigao optimalni bal ans, po
fizil kohemijske karakteristike mogu uticat

penetracije kroz KMB.

Lipofiinost. Li pofi l nost szi kkahmkarakteidtiima gni j om
|l ekova koja ima uticaj na njihovu distribu
ima pozitivan uticaj nan vitro aktivnost i KMB permeabilnodt e k o v a , al i takol
negativno uticat:i na kIl iremas mo gpdoavneal attk i vnae
dovodi do smanjenja slobodne koncentracije
da poveliana lipofilnost takole povelava r
met abol il ke stabilnosti, kao iesmai fpiolvneo gav é

vezivanja za targefe®

U studijama koje su sprovedene zam | ekovi

dasuclogP vrednosti oko 2 optifrae da b se smanjio njihov n
efekti, ali i da |je lwelCaNSl iakdfiivinmesst. pratkrod
novi indi kat or l' i pofil nost. koji -yoda fi zi ol
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distribucioni koeficijent @gD). Pokazana je dobra ket i j a | 2 vreslnbstii | o g
KMBper meabi |l nost iBB, kabirda guecto@ vrddrosti u logsegu-4

znal ajne za optimalnu permeabilnost | ekova
Pored toga, uol ena Je dobra kj@mrael aci j a
mogdano bODREPvoredmrdsti u studiji ktoh a e o

jedinjenjaGlaxoSmithKline'*’Ova zapaganj a uBBwvednpstikogsu vel e |
uol ene kod Ilipofilnijih jedinjenja su posl
mogdano tKkivo. Ova studija je takolLe pokaz
nevezanog leku plazmi fyp)ilogP vrednosti, gto ukazuje da
mogl o predstavl jati efektivnu strategiju z

mozgu I postizanja geljenog farmakokinetilKk

Vodoni | nSudije a kaiima je kor g | RARPA test su pokazale da
mol ekul i koj i ost var uj umanrjenyg permeabildostnkiozx ni h v
KMB.®Ovosedegava jer tokom formiranja ovih vez
vode koji su potrebni za membransku permeabilnost kacaisteorljivost lipida. Smatra
se da se ovaj efekat javlja 1 npoterzijalea ogki m
gralenje vodoni | niihzkeddntemkcijeaskPylt’ Shoghotenee] a v a

CNS lekovi imaju maniji brojdoma i akceptoravodon| ni uw pe®z & lElovinpau s a

kojine delujuna CN$?**Smanj enj e broja donora i akcept
uspegna strategija za optimizaciju | ekova Kk
kandi dat. i maj u manjvezad 3nadgrorma wWo ddkrcielpn i

veza u ukupan broj vodinih veza maniji od 8*°

Pol ar na .p dPwrl ggirma RPoanSurtace AraaP $A¢ motekula je
povrgina svih polarnih at oma, vogonikeveganee ga ki s
za njih. Analizomlekova kojis e nal aze na dajefPSAWwednostmanjp ok az ar

od90&Kznal ajna za optima¥nu KMB permebilnost

pKa i jonizaciono stanje Veliki broj lekova koji deluju na CNS su baznog
karaktera. Studija je pokazala da sredifa vrednost lekova koji deluju na CNS i koj

se nal aze n*Prterdjliogjteun jjee 8o, pdt.i malICNSlekovaspon p
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iiznosi 7,510,5°Ipak,i st ragi vanja pokazuju da bi gornj

pKa<8dabiseizopgenrogui e intet®akcije sa Pgp.

Mol ekul ska fleksibil Poktazanor ojte r djaulpeov
molekulske fleksibilnosti ima negativan uticeg pasivnu permeabilnost. Pretpostasa
da broj ovih veza bi trebao biti manji od 8 da bi se jedinjenjgrsmd o uspegni m C
kandidatomt*®

Mol e k ul s Kekovikejigielujuama CNSu maniji od lekova koji deluju na
periferiji. Srednja vrednost MW | ekova koji
310 Da, dok je srednja MW za lekove koji se primenjujainim putem (Ul u |l uj ul i i
CNS lekove) 377 D&®™>Smanj enj e mol ekul ske te@gane | es:
druge paramet rjeyl e awd eitgd RUA| resttior s e oV aj p
optimizaciji lekova koji deluju na CNS.

1.3 FORMIRAN JE, PROCENA KVALITETA | VALIDACIJA QSPR

MODELA

QSPR(eng. Quatitative structuré property relationshijp modeli predstavljaju
mat emati |l ke jedinaline u kojima anali ziransce
kor el stgreu kstau r nhemiskim fkiazria kktoer i sti kama ti h | e

formi deskriptora. Sam postupak formiranja
(1) i zralunavanje molekul skih deskriptor
(2) formiranje modela primenom odgovar aj

Razl il i te ir elkglresiifoinkaci one metode se kor
Regresione metode omogulavaju kvantitativno
metode omogulavaju klasifikaciju jedinjenja
vrednosti njihovogpodgov or a. Naj|legle korigieni pri st
multipla linearna regresija (enflultiple Linear RegressigrMLR) i metoda najmanijih
kvadrata (engPartial Least Square$LS). Pored ovih konvencionalnih metoda, metode
zasnovanekona unaegnMacking Learngng Toojsse koristeu razvoju
novi h QSPR model a. Neke od njih, Arffigab gt o s U
Neural NerworksANNSs) imetodapody a v a j u | i(emg.SugpérttVectoaMachine
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SVM) su veoma efikasnerazvoju prediktivnih modela, posebkoa da j e odnos i z

fiziko-hemijskih osobina ispitivaniteglinjenja i ispitivanog odgovora nelinearen

1.3.1 Molekulski deskriptori
Deskriptori predstavljajéi i z heinijske karakteristike molekula predstavljene u
numerl kom obl i ku, koje se koriste u QSPR stuc

podeliti na:
konstitucionalne (strukturne)

topol ogke

1

1

1 geometrijske
T termodinamil| ke
1

elektronske

Konstitucional ni su jednostavni, naj | eg
struktuu jedinjen a, al i ne s aogalogijemoleknold o Nma ¢ iejgé eo kor i

konstitucionalni deskriptori su broj atoma, broj veza u molekulu, vrste atooja@rstena

i mol ekul sR@apokgghkhb deskriptori se izasniva
opi suju povezanost at oma u mol ekul u. Top
mol ekul skoj velilini, obl i ku, grananj u, pr
mol ekul u. Veli ki broj ovih deskmiaptvorgae jkerd

Wiener index'*® indeks povezivanja (en@onnectivity IndicesCl),*>’ Kier oblik (eng.

Kier shape)}®® Balaban J indeks® i Zagreb indeks®® Geometrijski deskriptori pri
izralunavanju uzimaju u obzir trodimenziona
o molekul skoj veliliZa,i ormdlikmnavanijiestov da cti
potrebno je prethodno geometrijski optimizovati jedinjenja i stoga nisu jesnogia
izralunavanje. N eak su WiV, MoRIEh GETAWAX, ritd®p t o r
Tetmodi nami | ki deskriptori ukazuju na povez
f 1 z hemijske karakteristike jedinjenja. U ove deskriptore spadaju HF ey of

Formation), molRef (eng.Molar refractivity), AlogP, itd. Elektronski deskriptori se

koristech opi gu el ektronske karakteristike mol el
u ove deskriptore spadaju dipolni momenat, HOK&@g. Highest Occupied Molecular

Orbital) i LUMO (eng.Lowest Unoccupied Molecular Orbija¢nergije
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132 Odabir odgokrpwraj ul i h des

Odabir odgovar aj ul ikhpazdee spkrra wltjoermaj & zmovded li
korak u QSPR modelovanju. TakolLe, potrebno
e se koristiti potebomadikog brojamigskriptareoze lgrd mj. e U
model a povelava se rizik od slulagpgkokore
interpretirati. Sa druge stranak o j e br o] deskriptora malii,

optimalnemode e za pr edyv i Keustifegdingerjd. ] ene kar a

Selektovanje deski pt or a s e&orak pojkerakwna gsnotui prethodno
definisanih kriterijuma za FiojentehBtoremouek | j ul i v

kriterijumi). Danas su dosta u upotebi i genetdgoritmi i faktorske analiz&#164

1.3.3 Multipla linear na regresija
Multipla linearna regresijaliiMLR*®*j e naj |l egi e korigiena n
anali zama upravo zbog svoje jednostavnosti,

Opgtj edzadMlLRje a
® O O O O O O d E o @ Q)

gde je Y ispitivani odgovor ili zavisna varijablaX;, Xo,...Xn su vrednosti
deskriptora (11 nezavisne varijabl e) u
koeficijentimaay, ao, én, dokje ap konstanta modela. Doprinos svakog deskriptora
na vrednost zavisne varijable zavi si od v
koeficijent regresije px Orebalgoodaebumdege z

koriglenjem 6td testa.

Deskriptai prisutni u MLR modelu ne bi trebalda budu visoko korelisaniza
statistil ki znalaj model, odnos i zmelLu broj

da bude najmanje 118°

1.3.4 Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata
Metoda parcijalnih najmaity kvadrata ili PLSje bolji izbor od MLR u studijma
gde se modeli formiraju koristeliid manij i br o

interkorelciju.
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Pre anali ze, obilno dol azi do transf or m:
njihova distribucijabi | a si metri | na. Varijable odgovol
t ransf or sel X vaijablel ekkliraju nao dgovar aj ul i nal i n. Z ¢
modelovanju dolazi do formiranja latentnih varijabli (LV), koje predstavljaju linearne
kombinacije originalnihvai j ab | i [ koje objagnjavaju osno

prilikom modelovanja odgovar&®16®

Znal ajnost svake varijabl e ( XWariable ovoj m
Importance for the ProjectiqrVIP) parametarVIP¢ parametar se koristed uk age koj i
deskriptori najrelevantnije opisuju ispitivani odgovor jednjeNjarednost). Deskriptori
sa VIP vrednogiu velom od 1 su najznal ajni]j

nji hovog naj VYweddmg. Deskipmorasa &0 >n\dP05 imaju umeren

uticaj naYvr ednost , dok se deskriptori sa VI P
nerelevantnim i nisu uzemidelaf’ PrLe&Sz metdrnaar ji en ap r
moge izrazitd.i u istom oblgieku akaorinoBIL et it al

pojedinalnih deskriptora na odgovor.

135 Vegt al ke neu(ANNpske mrege
ANNsu matemati |l ke metode koja se zasniva

gradivne jedinice vegtal kih neuronskih mreg

povezani u kompleksmar e g e | or g a nPbka ) | u tri sl oja
! ulaznis| oj kod kog je broj | vorova jedna
1 skrivenis | 0| Opii masleni br oj | vorova odre
treniranja
1 izlaznislok oj i sadr gi | e d aigpitiianu osobink it j i pred

aktivnost jedinjenja

Ovakav tip mrege se zo Weltlayei Reeeptiogsj n i per
MLP). Svaki perceptron prihvata impuls®l ulaznih susednih perceptrona koji imaju
odgovarajuli teginskinuk wefeidmiojsent Tie gii mrealswen
faze treniranja jer mrega tada o6uli 6 kako d

se testira na novonkspu podataka
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Slika 13. Primerv e ¢ t reedrdnskenr e (\NN) sa jednim skrivenim slojem: (i)

ulazni sloj; (1) T skriveni sloj; (1IN izlazni sloj

Sam proce formiranja modela se sprovodi u dve faze (faza propagacije i faze
popravke teginskih koeficijenat aformramregi )

zadovoljavajuli model

1 Faza propagacijenapred (engFeedforward netwoiki u ovoj faz i mrega se
treniraUllididnidupodac.i se Apropugtajufn kr
pobuluju slojeve skrivenih jedinica, da
1 Faza propagacije unazad (eBackpropagéon)iu ovoj fazi se ralu
u i spitivanom odgovoru jedinjenja koji n

da generi ge.

1 Fazapopravkeegi nski h koeficijena u mregi na o
su dobijene u fazi propagacije unazad.Neje s e i spravljaju tegi
blige izlaznom sloju kreiuli se ka ul az
stvarnih i ¢geljenih rezultata, sve dok s

lako je dosta u upotrebi, ANN metoda ima svoje nedostatke. Ovadengt
osetljiva na pretreniranje (engverfitting gt o dovodi do formiranj
previge pr i lkupygiclibgepredvidia¥ wedmogina sest skupu koji mu je

nepoznat.
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136 Metoda podrgav@Muiih vektora

SVMijealgoritammg i nslkemj a s a 'aFdnkdijeeatharitmp je da
u vektorskom prostoru gde su podaci predst a
xivrednosty, pronale ravan koja Ile optimalno da
tako da se svaka klasa u@®ii nalazi na suprotnimrsinama separacione hipavni.
Ovo seposti ge povel anj em-rammattga Inak ai, zmedan ahii ph

podgavajuli vektori, koje se naSlikmdi® blizu po

podrzavajudi vektori

maksimizovati marginu

Slika 14. Primer separacione hipeavni i margine

Melutim, formiranpensepajaeciuoveé& mopgel e
nisu linearno razdvojiviOv a j probl em IS enapimmjeinepodatak® v a z i
vi sokodi menzional ni prostor kori stead. i nel i

kerne).t”? (Slika 15)
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Slika 15. Presli kavanje podat aka pliostorwnkenhje near nog

mogulie lineano razdvajanje

Jezgra koja se koriste u SVM su linearno, polinomijalno, Gausovo, Laplasijanovo

jezgro i jezgamagemiteer sadlgjmok @ajo\)i, Gausokoo rl iegniue n
jezgro koje predstavlija .funkciju slilnosti
Met oda podr gavajul i h \hekatnoarla zsae, pnoorgeed kkol

regresi oni m an adviednasthzagne aarijgblied éPv i L an

1.3.7 Validacija QSPR modela

Validacija formiranih QSPR model a je nec¢
predvi lLanja za nova iakepostejitvisokaakorelacijp e dniemijue nj a .
eksperimental nih p o d addeldma to ne ukamujehna gobre d vi L e |
sposobnost predvilanja formiranih QSPR mode
deskriptora UWSAR model i ma podebhvhaij@eSakrage &l aci j «
sttanemogui e je dohliobir omkaoe ledmengainipaacin alip
uvek postoji verovatnola da je model pretr e

potrebno uzeti u obzir i interne k&terne parametere validacije.

1.3.8 Interna validacija
Interna validacija se sprovodi na jedinjenjima iztreng s et a | sl ugi z

preciznost. predvi L anj sametiintrad validaciediaj | egl e Kk
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1 R koeficijent determinacije formiranog modela. Ovaj parametar se
ral una met odom naj manj i h kvadrat a Iz me
eksperimentalih vrednosti jedinjenja iz trening seta i ukazuje na kvaglitetd e g eno st i

modela, odnosno koliko dobro model reprodukuje eksperimentalne podatke

) B
- )

Yirening S U eksperimental no® odrse Kredmasti v r edn ¢

predvi Leneaed modwldgrnvaraj uie srednje vredno

1 @ interni val i dacioni paramet ar . 0]
predi ktivne moli modela i izral weaeeva se Kk
OneOut (LOO) gde se svako jedinjenjz trening seta po jednomelimi ge dok se

ostala jedinjenja korie za formiranje modela. Vrednost eliminisanog jedinjenja se
predvila koristeli tako formirani model . |

iz trening seta nisu eliminisana po jednom i vrednosti njihovih zavisnih varijabli

predi Lene t ak anodelmal®™{’Paedmkti vna moi model a
kori BREBY Predvi Lena is @nparameteagie;aredsthvija
razli ku i zmelLu eksp¥wedmsint al ni h i predvi L
PRESS-§ | €&, (3)

4
o7 =1 PRESS

. = 5
a. (Yobitraining) - Ytraining)

Yobstraining) SU eksperimentalno dobijene vrednosti jedinjenja iz trening séta, a
wraining j€ Njihova srednja vrednost. @R modeli s&@?v r e d rnveed litijednakom 0,5

se smatraju da imaju dobar prediktivni kapacitet.

ISE sREss 1 RMSEE je gregka predvilanja mo
SE= n trening seta.
(5)

Gde se PRESS i zr 3d))anpmedstadjabrgjedjnjengam ehingn e (

setu.
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1.3.9 Eksterna validacija

I nternom validacijom se ne moge proceni
odr e Lrmadalagza sasvinmovi set jedinjerg. Stoga se u eksternoj validacij
raspologivdebetnpetdnpenpg i test set. Mo del
dok se za eksternu validaciju koristi test setjesstj edi nj enj a koja ni su
pravljenje modela. Eksternom validag om se omogul ava da se raz
mogu koristiti u predvi Lanj unovidknetéstiranib s t i i

jedinjenjal’® Parametri eksterne validacije su:

1 RPred,eksterni validacioni parametar. Ovaj parametra ukazuje na stepen

korelacije i zmelLu eksperimentalnih mo d e |
test seta.
Reyeg=1. _ PRESS :
a (Yobitest) - Ytraining) (6)

Gde sWongtesy eksperimentalno dobijene vrednasvisno pranenljive jedinjenja

iztestseta\?trainingje njihova srednja vrednost. PRESS
j edni3) QIPR madeli s&R%reavr ednogliu veliom ili jednako

imaju dobar prediktivni kapacitet.

T RMSEP je gregka predvi LanjPRESBesedel a 1z a
i zralunava na 3)pdoknpredstavjjadmbjjedinjenja etesi setu.

Znal ajnost dobijenih modelFdesta,eaotnavkiol e pr
odrnosa MS regressy MS rezidual p- vrednosti kojaukazuje da li je model sa datdfm
viedmogidm rezultat sl ul|l aj nosp-vrednomanjuaj ni m ¢
od 0,05’

1.4 VIRTUELNI SKRINING

Metode virtuelnogkrininga (engVirtualScreeningVS) se danakoriste u ranoj

fazi potrage za novim lekovima sl uge za ppoddtakeaipmikdhn j e b a
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jedinjenja u cilju selektovapval manpeogvht ag
daispoligg el j enu bi o¥°Pvpkaj &g i & nlo patsit®g(Slikarl® pri st u

VS zasnovan na ligandeng.Ligand-Based Virtual Screenindg.BVS)
1 VS zasnovan na strukturi proteina (en§tructureBased Virtual
ScreeningSBVS)

Virtuelni skrining zasnovan na Hitjedinjenja Virtuelni skrining zasnovan na
strukturi liganda strukturi proteina

Slika 16. Shematski prikaz dva pristupa V&S zasnovan na liganduBVS) i VS

zasrovan na strukturi proteingBVYS)

LBVS se primenjuje kada kristalna struktura proteina nije dostupna i selektovanje
jedinjenja iz virtuelne biblioteke se vrgi
poznatim aktivnim jedinjenjem. Ova metoda se zasniva na princigedigenja sa
si | ni m hfeimg ijIska m karakteristikama ispoljava
Similar Property Principl®*8?

Sa druge strane, SBVS se zasniva na dokingu jedinjenja iz virtuelne biblioteke
unutar aktivnog mesta r ece gobijenerendgenskontr ukt ur e
kristalografijom il:i nukl earnom magnetnom |
struktura proteina nije poznata mogu se $titiinjihovi homologni modelt®? Za razliku
od LBVS u kom dol azi do iidgeanntaidfa,k ouv aSnB VaS sjter
selektovati jedinjenja sa novim skafoldom ili funkcionalnim grupama. U oba pristupa
jedinjenja se rangiraju na osnovu njihove

skorove.
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Pored pojedinal ni h pre thnkeV¥Ssu dostazul i | i t e
upotrebi poslednjih godina: sekw@onalne, paralelne i hibridfé®®3 Prednost
kombinovanihLBVS i SBVStehnikajetogt o uzi maju u obzir sve d

bi ol ogke infor maci j enedostatigojadiajl nn &nl'%we t e apr ev

Pored navedenih primena, metode skrininga se mogu Koristiti i za profilisanje i
anttt ar get model ovanje da bi se i zbegli nege

njihovog nespecifil nodftagaactivitgya®rj a za protein

1.4.1 Metodein silico identifikovanjanovi h bi ol ogki kengtofi-r get a | i

target9
Selektivnost Il iganda jri zmead aljjnanid ae fbe k ts1
negel jene adcraklciiyyenj ealkompl etnog twmaof il a s

jedinjenja eksperimentalnimutemn i j e mo g u In silico idéertifikovenga off-

targetaomogul avaju predvilanje novih biologkih

njihove strukture uz pomol ralunarsski h met o
T treangi e | edi nj estrikari(gngchenical $inmlarisy sedrching
1 magi ns ko unhchimejlearnige n g .
f spektar bioaktivnosti (en@ioactivity spectra
T ukrgteni «aosddacking. ( eng.

Za razliku od navedenih pristupa kojisegni vaju na | igandu, u
uzima u obzir trodimenzionalnu strukturu proteina i pokaauier e I e n e.*®®vae d no s t i
met oda daj e uvid alazaaeteptore ivd@ezinfornzadj¢ za ddlju g a n
optimizaciju vodel eagbeleadd e @ nij ek olDiok a ansase |
met ode u pr o ofdargeta)®€¥AJedna od prwihiptimena inverznog dokinga

je bilaidentifikacija proteinskih targeta za prirodpedukte!9-19

Osim za otkrivanjenoviht ar get a za v @i pripdnasjedmjpnga] e | e k ¢
ukrgteni doking se koristi da objasni polif
u pronalagenju novih alternativnih indikaci
i toksil nost jovalmettdaimai ®je Mdoktaike.iPnprema baze proteina
je dugotrajna i nemogule je uzet]i u obzir

normalizovati doking skorove za rangiranje targeta.

39



40



2 CILJ

Ciljevi ove doktorke disertacije su

1. Ispitivanje permeabilnostli i g a nadla etler gi | ki h (YA T
receptora i lekova koji deluju na CNiSoz KMB
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 Ispitivanje lipofilnosti (-adr ener gi | ki h (A I i mi da
primenomreverznd az ne t el nig podvisokimapritckpm a f

f Procena permeabilnostii gamada eter gi | ki h A T i
receptore&kroz KMB primenomin vitro tehnika (PAMPA i biopartiona
micelarna hromatografija)

§ Formiranje i validacija QSPR modela kiprd e ni & avih sklpova
deskriptora u cilju identifikacije funkcionalnih grupa najzaaijih za

permeabilnost kroz KMB

2. Razvoj i pimena kombinosnog VS pristupa zasnovanog na ligandu i
strukturi proteinau cilju identifikacijenovih I1-IR agonistak o | i e se, Kk

rilmenidin, vezivatiza nisharin i ispoljavati antiproliferativnu i proapoptotsku

aktivnost
T lzvrgi ti pretr agu stedng kvaziyalerdni brgfe nj a ko
selektovati ona kojapokazz u s | i | nos tmenidineant r ukt uri s

1 Razvoj i primenakombinovanog vitelnog skrininga zasnovang na
ligandu i na strukturiproteireoj i [ e da filtrira samo
koja pokazuju veliku slilnost sa ril

nisharinau z i maj ul i D molekulskaiinterakgi®nk polja

3. Sinteza ligaadaselektowanih primenom kombinovanog VS protokola
! Sintezaliganadpod mi kr ot al asnim usl ovima kor
reaktoraCEM Microwave Synthesiz@&iscover
f Prd i gl avanje sinteti sfeeshhromatpgefieinj enj a
odgovar ajruise vamad e
{ Potvrda hemijske strukture sintetisanih jedinjenja primefldnMNMR i

13C NMR spektroskopije i HRMS eksperimentom

4. Invitro i spi tivanje afinitet aadsriennteertgiis|akniin
receptorima
T Odrelivanj e af i nj) tligahda primenam wuesta | a ( K

kompetitivhog vezivanja
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T Odr eli vanjiagomsa (E€pitnjihavesetf i Kasnosti (i nt

aktivnosti) primenom testa vezivanja

5. Invitroi spitivanje aktivnost:i sintetisanih
1 Od r e Leimnianalne inhibitorne koncentracije @} upotrebom MTF
testa
1 Ispitivanje antiproliferativnih osobina najaktivnijeg jedinjenja kao i
sposobnosti indukcije apoptoze
a. Ispitivanje uticaja najaktivnijeg jedinjenjpa [ el i j s ki ci kIl u
[ elija

b. Ispitivanje sinergizma najaktivnijeg jedinjenja sa doksdasutom na

K562 lelijskoj liniij.i
6. Ispitivanje selektivnostil i g a nzaddar e er gi | ki h A T i
receptora | pr on alhatgrgetagve grupeo jedinjenjap ot enc

primenom inverznog dokireg
1 Identifikacija GPCRrecepoa kao potencijalnimovih targetssa kojima

l i gandi i midazolinskih receptora ostyv
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

31 Opgti podaci

3.1.1 Hemikalije i reagensi

1 Standardi ispitivanih supstanci:
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agmatinsulfat, brimonidintartarat, bromazepam, venlafaksidrohlorid,
gvanabenz, gvanfacinidrohlorid, efaroksatidrohlorid, ziprasidoshidrohlorid,
idazoksarhidrohlorid, karbamazepin, klozapin, klonazepam, klonfdarohlorid,
ksilometazolinhidrohlorid, lamotrigin, levetiracetam, levomepromahidrohlorid,
lorazepam, oksazepam, olanzapin, moksorudinohlorid, maprotilinhidrohlorid,
mianserinhidrohlorid, nafazolirhidrohlorid, oksimetazolihidrohlorid, prazepam,
rezerpin, rilmenidirfhemifumard risperidon, sertralimidrohlorid, tetrahidrozolin
hidrohlorid, tizanidirhidrohlorid, topiramat, fluoksetthidrohlorid, harman, harmin i
citalopramhidrobromid (Sigma&Aldrich, St. Louis, MO, SAD); trimazolihidrohlorid
(Zdravlje, Leskovac, Srbija); nailorid-hidrohlorid (Galenika, Beograd, Srbija);

viloksazin (Hemofarm, Vrgac, Srbija).
1 Polazne supstance za sintezu:

4-hidroksi6-metil-2-piron, izobutilamin, pentilamin, izopentilamin, benzilamin,
2-(2-hloretil)-piperidin hidrohlorid, karbazol, benzimidalz(SigmaAldrich, St. Louis,
MO, SAD).

T Supstance i rastvor.i kori gl eni u odr gav a

Lelijske linije kori glieenlei jue ohvroojnidinse rmi
leukemije (American Type Culture Collection, Rockville, MD) i CHO (rekioimantne
elije ovarijuma kineskog hr|lka) (kid) koje

adrenergi | ki receptor (American Type Cul tur

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medijum (Gibco, Grand Island,
S A D) -minimalhi esencijalni medijum (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD), 10%
inakti visani t e | eHefal CélfeSeraniF89 pH7 &;r5% imktiisam g .
goveli f et aHetalBoviseSarumRFBS) pemcdin (192 IU/ml); penicilin (50
IU/ml); streptomicin (200 pg/ml); streptomicin (50 pg/ml); G4(@0 pg/m); 4-(2-
hidroksietil}ypiperazinel-e t ansul f oni | na ki s e lgiutansine BHEPES)
mM); [PH]JRS-79948197 (GE Healthcare, London, U.K.)

1 Enzimi:
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Enzi mi kori gl en irekombioantoi humeni Sroe(Upstate; iakeu s
Placid, Njujork, SAD) i Abl Promega Biosciences, LL.@romega Fran¢®romega

Corporation, Australijagnzimi.

f Met anol HPLC -Aldrich,tSb liogis, NICG& 8ADm a
T Acetoni tril H RPAld@ch,|Si LeuispMOe SAD)S i g ma
f Trietilamin HPLC |istole (Merck, Dar mst a
T 85 % ortofosforna kiselina (Merck, Dar ms
1 Sirietna ki sel iArch, StQoud,MOBSAR) ( Si g ma
1 25 % Amonijum hidroksid (Carlo Erba, Milano, Italija)
 Dodeka9d% (Sigmaldrich, St. Louis, MO, SAD)
f Dimetilsul foksid, -Ad®SSt Lods, M@ SAD) % ( Si gma
f Natrijumh!l orid, O 99,0 % (J.T. Baker, Devent
{ Dinatrjumhi drogenfosfat, O 99,0 % ( Mer c k,
f Kalijum-dihidrogei osf at, O 99,5 % (Merck, Dar mst
f Natrjumdi hi drogenfosfat, dihidrat, O 99,0
f Natrijum hidroksid, O 99,0 % (Merck,
f Kaljum-ni trat, O 99,0 % ( Mer c k, Dar mstadt
1 Dimetoksietan (Sigmaldrich, St. Louis, MO, SAD)
71 Polarni lipidi mozga svinje (engporcine Polar Brain Lipid PBL) (catalog no.

141101C), Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL)
T Polioksietilen(23) 1l auril et ar , Brij

1 [*H]RS-79948197 (GEHealthcare, London, UK)

3.1.2 Oprema
 HPLC aparat Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Germering,
Nemal ka)

1 HPLC aparat Agilent Technologies 1200 Series sistem (Santa Klara, KA, SAD)
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https://www.google.rs/search?dcr=0&q=Promega+Biosciences,+Inc.&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4tVP1zc0TDasMMmKN6rS0swot9JPzs_JSU0uyczP088vSk_My6xKBHGKrYpLk4ozUzITizJTiwEa6i9ZRwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjMtue4q4nWAhVjB8AKHT6XAtwQmxMIpAEoATAW
https://www.google.rs/search?dcr=0&q=Promega+France&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4tVP1zc0TLcoMyqqNKnU0swot9JPzs_JSU0uyczP088vSk_My6xKBHGKrYpLk4ozUzITizJTiwEkUDf_RwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjMtue4q4nWAhVjB8AKHT6XAtwQmxMIpQEoAjAW
https://www.google.rs/search?dcr=0&q=Promega+Corporation+(Australia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4tVP1zc0TDZNMkvJykjT0swot9JPzs_JSU0uyczP088vSk_My6xKBHGKrYpLk4ozUzITizJTiwGlSQNyRwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjMtue4q4nWAhVjB8AKHT6XAtwQmxMIpgEoAzAW
https://www.google.rs/search?dcr=0&q=Promega+Corporation+(Australia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4tVP1zc0TDZNMkvJykjT0swot9JPzs_JSU0uyczP088vSk_My6xKBHGKrYpLk4ozUzITizJTiwGlSQNyRwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjMtue4q4nWAhVjB8AKHT6XAtwQmxMIpgEoAzAW

= =2 =4 =4 =4

UHPLC-MS-MS aparati t e | ni hr omat ogr af spmmegnut
masenim detektorom (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD)

Agilent 11000 HPLC sistem sa Applied Biosystem/MDS SCIEX MS detektorom
opremljen sa AP1 150EX jonizacionim izvorom (Agilent Technologies, Palo Alto,

CA, SAD)

Mikrotalasni reaktor CEM Mrowave Synthesizddiscover model Netjuz,

Severna Karolina, SAD)

NMR BRUKER AVANCE (Bruker Biospin GmbH,

LTQ ORBITRAP XL (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD) za

odrelivanje preciznih masa

Kolona Zorbax Eclipse Ple€18 250 x 46 mmili j amet ar | estica 5
Tachnologies, Palolfo, CA, SAD)

Kolona Zorbax Extend© 18 150 x 4, 6 mm; dijametar !
Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

Anal itilka vaga METLLER (Cirih, Gvajcars
Anal i til| ka v a-Bra(Okads\Cerpotation, ®inelBMok, SAD)
Ultrazvul n& kEpadNi o NBg, Srbija)

TKA sistem za preliglavanje vode (Nieder
pH metar Radiometer model PHM 240 pH/I@nieter (Radiometer, Kopenhagen,

Danska)

Ultra-Turrax homogenizator

Protol ni citometar Fl uor elFAC® rCalibur Acti v a

(BectonDickinson, San Diego, CA, USA)

Svetl osni brojal Wallac 1450 MicroBet a
Vakuumski kolektor Millipore MultiScreen (Millipore Corporation, Bedford,

MA, SAD)

Hidrofilne PVDF (eng.Polyvinylidene Fluoride mi kr of i | t r9& ci one
odeljaka MultiScreeidV Filter Plate, 0,45 pum (catalog no. MAHVN4510)

(Millipore Corporation, Bedford, MA, SAD)

Filtracione plole od staklenih vlakana

MSFBN (Millipore Corporation, Bedford, MA, SAD)
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3.1.3

= =4 a4 —a 2

=

Mi kr ot i tsaaravnirp tnormh ga 96 odeljaka, NUNC (Thermo Scientific,
Roskilde, Danska)

Al umini jumske folije oblogene si-lika ge
Aldrich)

BD Falcon 12 x 75 mm polistirenske epruvete, 5 mL

Petri golje (dimenzije 60 I 15 mm, NUNC)

Ral un gnogaki

ChemBioDraw Ultra 3.0 (CambridgeSoft Corporation,
http://www.cambridgesoft.comn

ChemBio3D Ultra 13.0 (CambridgeSoft Corporation,
http://www.cambridgsoft.con

MarvinSketch 6.1.0 (ChemAxon, 2018tp://www.chemaxon.com
Dragon 6.0 (TALETE srl, 201(ttp://www.talete.mi.ix

ADMET Predictor 6.5 (Simulation Plus In@013 http://www.simulations
plus.con)

STATISTICA 4.0 (StatSoft Inc., 1998itp://www.statsoft.com
SIMCA P+ 12.0 (Umetrics AB, 2008tp://www.umetrics.com
Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, 2010,

http://www.microsoft.com
ACD/i-Lab softver (ACD/labs, Advanced Chemistry Development,

http://www.acdlabs. coin

AQVN/EIIP Calculator (Centre for Mulitidisciplinary Research Institute of
Nuclear Sciences VINCAttp://www.vin.bg.ac.rs/180/tools/formcalc.ghp

SmiLib 2.0 (Modlab grouphttp://gecco.org.chemie.ufiankfurt.de
FLAP 1.0.0 (Molecular Discovery Ltd, 2008tp://www.moldiscovery.coin
GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software, htps://www.graphpé.con)

CalcuSyn softver (Biosofhttp://www.biosoft.com/w/calcusyn.him

CellQuest softever (Department of flow and image cytometry,

http: /www.rpciflow.org/analysis software.htinl

Aggregator AdvisorHttp://advisor.bkslab.org/seargh/

Maestro softver (Schrodinger 20:B5https://www.schrodingecom/glide
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http://www.cambridgesoft.com/
http://www.cambridgesoft.com/
http://www.chemaxon.com/
http://www.talete.mi.it/
http://www.simulations-plus.com/
http://www.simulations-plus.com/
http://www.statsoft.com/
http://www.umetrics.com/
http://www.microsoft.com/
http://www.vin.bg.ac.rs/180/tools/formcalc.php
http://gecco.org.chemie.uni-frankfurt.de/
https://www.graphpad.com/
http://www.biosoft.com/w/calcusyn.htm
http://www.rpciflow.org/analysis_software.html
http://advisor.bkslab.org/search/
https://www.schrodinger.com/glide

1 Glide softver (Schrédinger 2043 https://www.schrodinger.com/glijle

3.2 Procena permeabilnosti krozkrvnemo g danu bari jeru pri menonmn
testa

3.2.1 Priprema rastvora
Fosfatom pufer ovan fRastvoriose @,88kgidinatriphet v o r p
hidrogenfosfata (N&1PQy), 0,19 g kalijumdihidrogenfosfata (KEPQy) i 8,0 g natrijur
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hlorida (NaC) u vodi. Dopuni se do 1000,0mLs t i m r ast varal em. Pode:

je potrebno.

Osnovni rastvor ispitivanih jedinjenja DMSO (¢ = 05 mg/mL). U odmerni sud
od 5 mLprenese se masa koja odgovara 2,5 mg ispitivanog jedinjenja i dopuni DdMSO d

oznake.

Radni rastvor ispitivanih jedinjenja ¢ = 2 b U edmérmsud od 10 mL
prenese se 0,5 mbnovnog rastvora u DMSO idopdnio s f at om puf erovanim

rastvorom pH7,4 do crte.

Rastvor membrane u dodekaf@0 mg/mL). Pipetom se odmesimL polarnih
lipida mozga svinje koncentracije 25 mg/mprenese u odmerni sud od 10 niNlakon

toga odmerni sud se dopuni dodekanom do oznake.

322 1l zvolLenje PAMPA test a

Ef ekti vne permeabil nostis>adbeneerdginljkeinh ai
imidazolinskihr e cept or a i 22 leka koja deluju na C
PAMPA test, po protokolukj i j e vel 8%isan u l|literatur.i

Permeabilnosti ahl jedinjenja su analizirane nahidrofiinim PVDF
mi krofiltracionim pl ol amaU ksoy &k is eo dsaalsjt aok ed m!
s e pr en e sradnqy st iBpitigahih jedinjenjaok se u odeljke akceptorske
pl ole prenesezipol 3Pkloge Lr ast vor a .pRltérer ovano
membrana koja razdvaja ova dva tipa odeljka se ighpré r a rastvoradmemmbrane
udodekanu Akceptorska plola se pagljivo stavi
PAMPA sistem koji se pokl opi parafil mom i

rastvarala i ostavi 18 sati na sobnoj tempe

Nakon ovog perioda inkubacije PAMPA sistem se rastavlja, i koncentracije
i spitivanih jedinjenja u akceptorskim i dor
se odrelLuju primenom standardne analitil ke

jedinjenja koja n@psorbuju u UV oblasti su analizirani S metodom.
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323 Hromat ografske metode odrelivanja koncen

Di onex Ul ti mat e 3000 opremljen s a uv/ \

odrelivanje koncentracija icepttaorakiim pledlia
kao i u polaznim rastvori ma. Il spitivanje | e
(250 x 4,6 mm; 5 &em). Il njekciona zapremina
minti jedinjenja su det ekt ov2&adi 280 mrmaOptinvalnit al as ni
usl ovi za separadirjgmen@i |lkiighaniadial iU i mi daz
dobijeni kori ¢l e-migtilamin fesfatei guser (pH =4t 25MM) kao i |

mobilne faze na 25 °@lok su 22 leka kojadelujunaCNSis@ina kori st el i kao

f azu s me é¢monijue acatatnd dufdpH = 3,9; 5 mM) na 224 °C!

Uzorci jedinjenja kao gto su ril menidin
slabo apsorbuju ili ne apsorbuju u UV oblasti, su analizirani na UHRBOMS aparatu

telnom hromatografu spregnutim sa triplkvad

324 1 zralunavanje PAMPA parametara
Uzorci su analizirani u triplikatu [ z

Efektivna permeabilnost ispitivanih jedinjenf)jeizral unat a prli m@imaom | ed

8uzi maj ul i-pHuslowveizadgyavaaoj e jedi:FHj enja u membr
w6 0 w6 0 wd mp Y )

5 8 s

0 — aé¢ P — — (8)

Va1 zapremina rastwa u akceptorskim odeljcima (mL300 € L ;

Va1 zapremina rstvora u donorskim odeljcima (M3 0 0 € L ;
Aifiltracion?p Op%cwtr gi na (cm

t1 period inkubacije (s) 64 800s;

Ca (t) T koncentracija jedinjenja u akceptorskom odeljku nakon perioda inkulbacije

Cq () T koncentracijgedinjenja u donorskom odeljku nakon perioda inkubécije
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CiO)ikoncentracija jedinjenja u dignorskom od:
Rifrakcija jedinjenja koja se zadrgava u me
rvi odnos zapremina donoskég3 0 O i akcépjorskog odeljkéd 3 0 0-VagMaF 1 ;

Ukg 7 vreme potrebno da se membrana zasiti ispitivanom supstancom. Relativno je kratko
ako se uporedi sa periodom inkubatijje t ako da u eksperi menti ma

20 minuta za eksperimente ukana ne ma mul klaonl3) PAMPA p

Uzi maj ul i u obzir sve navedene konstant
|l i gande pokazano da se ne zadrgavaju u mem

KMB permeabilnosti je:

0 phomr@maé M ¢z (9)

3.2.5 Odabir dominantnih tautomernih oblika i optimizacija jedinjenja
Dvodimenzionalnestrukture ispitivanih jedinjenja su generisane primenom
ChemBioDraw Ultra 13.0 softverdjihovi dominantni molekulski/kgonski oblici na
pH = 7,4 su cenh Mantin8ketch 6K.6 softvgt® @enmetrija odabranih
molekulskih/katjonskih oblika ispitivanih jedinjenja je optimizovana primenom B3LYP
/6-31G (d,p) nivoaDensity Functional TheoryDTF)!%41% y ChemBio3D Ultra 13.0

programu®®

Pojedini ddrgeameardgi | &i h i /il i midazol in
moksonidin, klonidin, tizanidin, rilmenidin i brimonidin na ovoj pH vrednosti mogu biti
prisutni u dva tautomerna oblika, amino i imino. Da bi se dobili precizniji rezoldabir
domi nantnih tautomernih oblika je izvrgen
energija (engSelf Consistent Field Energyakon optimizacije. Tako su moksonidin
imin i tizanidmami n odabr ani kao dominantni tauto
vrednosti njihovih SCF energija. Za amino i imino tautomere brimonidina, klonidina i
rilmenidinadobijene vrednosti SCF energga bile ekvivalentne pa su oba tautomera

oblika ovih jedinjenja bila ukljulena u gr a
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3.2.6 Molekulski deskriptori

Geomet i j s ki , k 0o n s hemijski, ct¢ mme & i n a nélektanski k o0
deskriptori optimizovanih struktura 1ispiti:
Ultra 13.0, Dragon 618’ i ADMET Predictor 65 pr ogr ami ma. Takole,
LUMO energj e | edi nj emuj aChieanBa|loBmatlel tra 13. 0 s
izralunavéerejm jkswkamt mol ekul ski h deskriptora
(e), el ekt r ohardngss(t a tvphaorsintos(tc)na t rsofiness er el e
(hemijska reaktivnst, sposobnost delokalizacije naelektrisanja) (S) i indeks

elektrofilnostj19%201

Da bi se izbeglo pretreniranje QSPR modela, deskriptori sa konstantnim
viednostima nisu ukl jul eni u njihovo for mi
izmelutdoeskr iParovi mol ekul ski h deskriptora
(za PLS analizu) i 0,90 (z@ostupnuMLR i ANN analizu) su ispitani i oni koji imaju
velu uticaj na mavswnkiorviagligmiblaa (droglenij e
ostali elimin s an i iz grupe. Na kraj u, ukupan br o]
studiji je bio 1101.

3.2.7 QSPR modelovanje

Kvantitativnim odnosom strukture i permeabilnosti (eQgantitative Structure
Permeability Relationship QS P R) i spi tana gaetmakefektvnd aci | a
KMB permeabilnosti (l0Be) testiranih j edi nj eijskih,a [ iz
geometrijshkinmi, skKiilzilikoel ektronskih deskrip
statistil kiptstupnatRoidANN). odPLjSe, kor i gl evarijaBllmo zavi
(YY), dok su izralunat:i mol ekul sk i X)uQ8RRa met r i
studiji. PLS regresiona analiza je izvedene
su MLR i PLS modeli formirani u STATISTICA Neural Network 4.0.

Analiza glavnih komponenti (engPrincipal Component AnalysisPCA) je
sprovedena mii majyveli zonabbnate deskriptore
rezerpin, leetiracetam, agmatin i amilorid sdentifikovana kaooutlier-i. Na osnovu
PCA plotai uzimaj | i u [ brednostj sét odgreostalih 36 jedinjenja je podeljen
na trening set koj i j -@SPR(lo@Pe)i i PILSEBPR@E0FP:) f or mi r ¢
modela (23 jedinjenjdromazepam, karbamazepin, citalopram, klonazepam, klozapin,
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efaroksan, gvanabenharman, harmin, klonidin, lamotrigin, maprotilin, moksonidin,

oksazepam, oksimetazolin, prazepam, risperidon, tizanidinyatogt, trimazolin,

venlafaksin i vil oksazin) [ test set koriglien z
brimonidin, fluoksetin, gwafacin, idazoksan, ksilometazolin, levomepromazin,
lorazepam, nafazolin, olanzapin, rilmeinid sertralin, tetrahidrozolin ziprasidon).
Prilikom formiranja trening I test seta v
homogeno distribuirana na PCAotu, kao i da pokrivaju isti opseg IByrednosti.

Naj znal aj ni ji dposthpnoniplt o rme tsoed oenk tsow aknor i ¢
ulazne varijable (engnputy za ANN model ovanj e. Jedinjenj

MLR-QSPR(lodPe) i PLSQSPR(lode) moddima, su u ANN studiji podeljena u dve
grupe: verifikacioni set (7 jedinjenjarimonidin, fluoksetin, idazoksan, ksilometazolin,
lorazepam, nafazolin i tetrahidrozolin) i test set (6 jedinjgu@nfacin,

levomepromazin, olanzapin, sertralin, rilmenidiniprasidon), dok je trening set ostao

isti.

0

3.3 Procena permeabilnostikrozkrvnaomo gdanu barijeru primenon

bioparticione micelarne hromatografije

3.3.1 Priprema rastvora
Osnovni rastvor ispitivanih jedinjenja (1 mg/mU)odmerni sud od 5 mprenese

se masa koja odgovara 5 mg ispitivanog jedinjenja i dapetanolom do oznake.

Radni rastvor ispitivanih jedinjenjg0,1 mg/mL).U odmerni sud od 10 mL

prenese se 1mL osnovnog rastvora i dopuni metanolom do crte.
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Priprema rastvora pufera pH 7,4 odmerni sud od 500 mrrenese se 0,68466
g natrijumdihidrogenbsfata, monohidrata (NaRQsxH20) i 3,77 mL rastvora 1M
natrijum hidroksida (NaOH) [ gdeoqy vastvorav o d o m

iznosi 25 mmol/L

Rastvor 0,04 M Brij 35 u puferu pH = 7,40dmeri se 48 g Brij 35 u 1000 mL

pufera pH = 7,4 | rastvor.i uz zagrevanje na

332 Odrelivanje optimalnog sadrgaja metanol a

Da bi se formirale micele u BMC sistemu,
retenciona vremena i izgled PiKva potrebno je voditd.i ral un
organske komponente u molmin fazi . Visok procenat organ

dovede do rspadanja micela u ovom sisteftliKada se kao surfaktant koristi negativno
naelektrisan natrijum dodecil sulfat (erapdium dodecysulfate SDS), dezintegracija
micela se javlja u prisustvl-propanola u koncentraciji 22%, etanola u koncentraciji 30%

i metanola u koncentraciji 40% kao argskih komponenti mobilne faz#'202

Opti mal ni sadr gaj metanola u sistemu ko
Brij 35 odr el en viogtesta koji $8 easrovannajmerenju smaseé 30 kapi
smega koje sadrge razliliti odnos metanol a
pH 7,4 (10%, 20%, 30%, 40% i 5096}-2°3Dobijeni rezultati su prikazani rilici 17.

1.45

s
4

masa 50 kapi

—
W

1.25

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
% metanola
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Slikal7Z.Mase 50 & akpd|j e nmeeaymtnog metanotaz rhidelhrnog rastvora
0,04 M Brij 35 u puferu pH 7,4

Koncentracija metanol a pri koj o] dol azi
koncentraciju ovog rastvarala koja dovodi |
reultata mo dperi keneentmajikmietpnold od t10 % do 40% u mobilnoj
fazi BMC sistema dol azi do formiranja mice

simuliranje biologkih uslova KMB prilikom i

333 l zvolLenje BBC ispitivanj

Agil ent Technol ogi es 12 (fitivaGeretenei@ogsi st em
pong@ani gathmeadmedgi | ki h i /il i midazolinskih
CNS. |l spitivanje | e I zCvir8g e(nlo5 On ax k4o, 160 nmm; Z 05

protoku mobilne faze 1 mL mih temperaturi 36,5 °C i UV detekciji na 210 nm. Mobilna
faza koja sadrgi met anol i 0,04 M micelarn
20:80 (VW) kori gl ena .M°Retendoji faktdri ssgtivania jedjapja su

izralunati: prema for mul i

~

0 — (10)

tr T retenciono vreme ispitivanog jedinjenja;

toi Amr tvv @ nZeal o dr eAlnirtavmjge vr ememaf gk @am mar k ars

kalijum-nitrata (KNGQ@) u met anol u, jer se ova supstanca

334 Optimizacija jedinjenja I izralunavanje

Odabir dominantnih tautomernih oblika, pes minimizacije energije ispitivanih
jedinjenja [ izralunavanje gohemiskilt rii j s ki h,
elektronskih deskriptora optimizovanih struktura je opisano u pogla®lpi5 Odabir

dominantnih tautomernih oblika i optimizacija jedinj@n

3.3.5 QSPR modelovanje

Kvantitativnim odnosom strukture i retencije (enQuantitative structure

retention relationship QSRR) wutvrlLene su matematil ke ve
i spitivani h jedinjenja u BMC si bogagitanu i i zr
retencionih faktora (ldgmc) | i gmandardean el gi | ki h/ i mi dazol i nsk
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|l ekova je koriglien kaozraVvusaai vaoi pahbl aki
selektovani kao nezavisne varijable (X) u QSRR studiji. PLS model jerfmrkoi st e | i

SIMCA P+ 120 program dok je STATISTICA Neur al Net\
postupnuMLR, SVM and ANN analizu.

Na osnovu PCA plota, uzi maj uli u obzir
identifikovan kaooutlier. Set od preostalih 30 jedarjja je podeljen na trening set od 20
jedinjenja (bromazepam, klonazepam, efaroksan, fluoksetin, gvanabenz, harmin,
idazoksan, klonidin, ksilometazolin, moksonidin, nafazolin, oksazepam, olanzapin,
prazepam, rilmenidin, risperidon, tizanidin, trimazolidpksazin i ziprasidon) i test set
od 10 jedinjenja (brimonidin, karbamazepin, citalopram, klozapin, gvanfacin, harman,
l amotrigin, | orazepam, mianserin i tetrahid
seta homogeno distribuirana na PCA plotu i da pokrivaju isti opségMeyredndcsti.
| st trening i test set sQSAREIStUpNIGELR,i za gr
SVM i ANN modela. Kod ANN modelovanja test set je dodatno podeljen na verifikacioni
(brimonidin, citalopram, klozapin, harman, lorazepam i tetrahidrozolin) i test s

(karbamazepin, gvanfacin, lamotrigin i mianserin).

3.4 Procena lipofilnosti primenom reverznaf azne t el ne hr-omatogr af
HPLC)

3.4.1 Priprema rastvora
Pripremaosnovnih (1 mg/mL) i radnih rastvo(@,1 mg/mLjspitivanih jedinjenja

je opisana u pglavlju 3.3.1 Priprema rastvora

342 | zv oL e-HPLE ispiPanja

Agil ent Technologies 1200 Series sistem
ponaganj axaldirgamreada | Wi h/ i midazolinskih rece
CNS u reverznd az noj t e | nijo pod VWsokanmitiskom.r Ispitivanje je
izvrgeno na ko-CaBi (Z560b a x)d4pk@dtoaunmbbilie fazem
1 mL/min, temperaturi 36,5 °C i UV detekciji 210 nm, kao i u BMC sistemu. Najmanje
pet mobilnih faza metangufer sa udelom metala od 5575 % j e kori gl en
odrelivanj e r &}ispintciivoannoigh fjaekdtionrjldegjosnovp r e ma |
linearne zavisngdi logaritma retencionog faktora lkg zapreminskog udela metanola u

mobilnojfazii) i zr al unat a ke vrednost |l og
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l ogk=1 8&gkw (11)

U datoj | edn&idpirreid svuraerd  aas to dis®smdgavéra d ok Kk
nagibu linearne krive. ldg predstavlja hwmatografski dobijen parametar lipofilnosti i
moge se koristiti za procenu |lipofilnost:i [
(logkw) inagiba® i zr al unat | e i) kojizkazuje mathislrkfobnopta r a me t

ispitivanih jedinjenja®

S (12)

3.5 Kombinovani VS protokol zasnovan na ligandu i strukturi proteina za

identifikaciju novih liganada imi dazolinskih (l1) receptora
3.5.1 Set jedinjenja

Baza jedinjenj& o r i ¢ insilicas kzrai ni ng | e s &ncholeual a vi ge
Bazu su Jlinila virtuel na fjlLabdsoftugra®rkpoai gener i
jedinjenjakojae I bi | a s i nna%°Kao slazme aarijable @aoSshabus@iver
kori glene swcirjpalndi deskomee pol azne supst a

generisani novi molekuli.

352 Hemi nf ormati |l ki skrining

Virtuel ni sk ovojdisertagiji de aasnivep koebinagi i razl i | iti
met oda. Na poletku ovog vVvigestepenog skri.:
jedinjenja po slilnosti u strukturi sa rilr

brojaZ* (eng.average quasvalence numberAQVN) i selektivange 3005 pdinjenja
U prethodnim studijama |je pokazano da pos
aktivnosti organskih moleka i njihovih AQVN vrednostii potencijal elektroron
interakcija (engelectronion interaction potentialE11P).2°” Molekulski deskripbr Z* je

izralunat kor iogipgrujteem shkoer mCait’®ke prema jedn:
S -B £ (13)
Zi i valentni broj atora koji jei-ta komponenta molekula;

nii broj atoma-te komponente;
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mi broj komponenti molekula;

N7 ukupan broj atoma u molekulu.

l zralunavanje EIIP vrednost.i za organske
bruto hemijsko] f oma deusl EIIP vrgdhosti dzaazonpea sxék@gd i ¢ u
organskog molekula jednak&* vrednosti rilmenidina i 28 agonistall R su kor i gi er

da bi se definisali domeni za filtriranje hit jedinjenja.

3.5.3 Virtuelni skrining zasnovan na ligandu i strukturi proteina
Nakon hem nf or mati | kog skrininga i filtrirar
njihovog srednjeg kvazivalentnog, softver FLAP 1.0.0 (&ggerprint for Ligands and

Proteing?®?j e kori gl en za izvolenje virtuelnog
strukturi  proteina u cillu pronaska novih {-IR liganada sa
antiproliferativnom/ proapoptotskom aktivnog

FLAP metode omoguleno je pronalagenje novi

geljenom biologkom aktivnogli u.

3.5.3.1 Formiranje FLAP baze
Pored molekula prethodno selektovani h h

bazije doda21 agonistaitl R s a ek s per i me rviednostina vieoi dnm eolde n i m

6 (Tabelagp . Ovi agonisti su u VS protokolu ozna
Geometrija sviljedinjenja je optimizovana primenom molekul no mehani | ko
MM3 poljasile**pri | emu je za svaki |ligand generi s

kvadr at nom gootengaasouare deeatian, RMSD) manjom od 0.3 A. Za

svaki konformersu i zr al unata GRI D mol e kMpolewllera i nt er
Interaction Fields MI F) koristeli 4 razlil|li®% probe (
1 H proba- sterne interakcijegganda sa receptorom
1 Oprobai nt erakcije sa akceptorima vodoni /| ni
1 Nlprobai nt erakcije sa donorima vodoni| nih
1 DRY proba- hidrofobne interakcije
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3.5.3.2 FLAP virtuelni skrining

U skriningu zasnovanom na ligandu (enggand Based Virtual Screening
LBVS), jedinjenja iz FLAP bazeudsruktunsangi r an:
rilmenidinom (ChEMBL289480), dok su u skriningusgavanom na strukturi proteina
(eng. Structure Based Virtual ScreeningBVS) rangirana na oshovu njihovog
poklapanja sa aktivnim mestomi s har i na uzi majuli u obzir
interakcona polla.Po gt o kristalografska struktura n
disertaciji je koriglien®VYWemoj wigini dinegepr ot

identi fi kovFRLAPsiteagoritng| emj eémt el®i ju dgepova

Dva tipa skoraoviaa shui ksoe i lanti fi koval a
uk | j u|Puwpeudkdrove koji predstavijaju stepen preklapanja molekulskih
interakcionih polja za svaku kaaionphove poj edi I
kombinacije,i Distanceskorove koji seasnivaju se nRrobeskorovima i predstavljaju
ukupnu razlilitost iinpempegaktivnogl mesgfaapnotem&oied mod e | a
toga, FLAP i zr al unGobRBrodkoj seldabijasabieanjdmaskorogpat o s u
svih pojedinal Globl SumBdj IsDdolpjamniona einj em skor ova
pojedinal ni Blika@8.l D proba (
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