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IZVESTAJ

1 PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija Jelice Vuci¢evi¢, magistra farmacije, pod nazivom
»Heminformati¢ka analiza, dizajn i ispitivanje proapoptotske aktivnosti novih liganada
imidazolinskih receptora“ napisana je na 153 strane standardnog formata (prored 1,5; font
Times New Roman - 12). Doktorska disertacija sadrzi Rezime na srpskom i Abstract na
engleskom jeziku, a sastoji se iz slede¢ih poglavlja: 1. Uvod, 2. Cilj rada, 3. Eksperimentalni
deo, 4. Rezultati i diskusija, 5. Zakljucak, 6. Literatura.

Disertacija sadrzi 36 slika, 11 tabela i 250 literaturnih navoda.

2 OPISPOSTIGNUTIH REZULTATA

U ovoj doktorakoj disertaciji ispitana je permeabilnost 18 liganda o,-adrenergickih i/ili
imidazolinskih receptora i 22 leka koja deluju na Centralni Nervni Sistem (CNS) kroz krvno-
mozdanu barijeru (KMB) primenom paralelnog testa permeabilnosti na veStackim
membranama (eng. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA) i
bioparticione micelarne hromatografije (eng. Biopartitioning Micellar Chromatography,
BMC) (Di et al., 2003).

Na osnovu dobijnih PAMPA rezultata ispitivani imidazolini su klasifikovani u 3

grupe:

e jedinjenja sa visokom permeabilnos¢éu kroz KMB (efaroksan, gvanabenz,
gvanfacin, harman, harmin, idazoksan, ksilometazolin, nafazolin i rilmenidin)

¢ jedinjenja sa niskom permeabilnos¢u kroz KMB (brimonidin, moksonidin,
agmatin i amilorid)

e jedinjenja koja se ne mogu Klasifikovanti ni u jednu od ove dve grupe

(klonidin, oksimetazolin, tetrahidrozolin, tizanidin i tramazolin)



Vrednosti dobijene PAMPA (logPe) i BMC (logksmc) metodama su dalje analizirane
kvantitativnim odnosom strukture i permeabilnosti jedinjenja (eng. Quantitative Structure-
Permeability Relationship, QSPR). Dvodimenzionalne strukture ispitivanih jedinjenja su
generisane  primenom ChemBioDraw Ultra 13.0 softvera. Njihovi dominantni
molekulski/katjonski oblici na pH = 7,4 su odredeni koris¢enjem MarvinSketch 6.1.0 softvera
(ChemAXxon, 2013), dok je konformacija odabranih molekulskih/katjonskih oblika ispitivanih
jedinjenja optimizovana primenom B3LYP /6-31G (d,p) nivoa Density Functional Theory
(DTF) ((Becke, 1993); (Lee et al., 1988)) u ChemBio3D Ultra 13.0 programu
(CambridgeSoft Corporation, 2013). Geometrijski, konstitucijski, fizickohemijski,
termodinamicki i elektronski deskriptori optimizovanih struktura ispitivanih jedinjenja su
izraunati u ChemBio3D Ultra 13.0, Dragon 6.0 (Talete srl, 2010) i ADMET Predictor 6.5
(Simulation Plus, Inc., 2013) programima.

Da bi se formirali pouzdani QSPR modela, iskljuceni su deskriptori sa konstantnim
vrednostima. Takode, izraunata je interkorelacija izmedu deskriptora. Parovi molekulskih
deskriptora sa interkorelacijom vec¢om od 0,99 (kod metode najmanjih kvadrata, eng. Partial
Least Squares - PLS) i 0,90 (kod multiple linearne regresije, eng. Multiple Linear Regression
- MLR i vestackih neuronskih mreza, eng. Artificial Neural Nerworks - ANNs analizu) su
ispitani 1 oni koji imaju vecu uticaj na zavisnu varijablu (logPe) su koriS¢eni za gradenje
QSPR modela, dok su ostali eliminisani iz grupe.

PAMPA efektivne permeabilnosti ispitivanih jedinjenja (logPe) i njihove logksmc
vrednosti su koriS¢ene kao zavisne varijable (Y), dok su izracunati molekulski parametri
predstavljali nezavisne varijable (X) u QSPR studiji. Metoda najmanjih kvadrata (PLS) je
izvedena koris¢enjem SIMCA P+ 12.0 programa, dok su modeli dobijeni multiplom
linearoma regresijom (MLR) i vestackim neuronskim mrezma (ANNs) formirani u
STATISTICA Neural Network 4.0.

Analizom glavnih komponenti (eng. Principal Component Analysis, PCA) koja je
sprovedena uzimajuci u obzir sve izracunate deskriptore set ispitivanih jedinjenja je podeljen
na trening set koji je koris¢en za formiranje modela i test set za eksternu validaciju modela.

Pokazano je da promene koje bi trebalo da poboljsaju permeabilnost su: (1) uvodenje
elektronegativnih atoma u aromati¢nu strukturu, (2) supstitucija atoma broma ili hidroksilnih
grupa njihovim izosterima (npr. fluorom ili hlorom), (3) uvodenje voluminoznijih grupa kao i
atoma koji imaju visoku Sanderson elektronegativnost. Sa druge strane, prisustvo gvanidinske
ili aminogvanidinske grupe, kao i metil i izobutil grupa pokazano je da ima negativan uticaj

na KMB permeabilnost.



Pored PAMPA i BMC metoda, retenciono ponasanje liganada ap-adrenergickih i/ili
imidazolinskih receptora i lekova koji deluju na CNS je ispitano primenom konvencionalne
reverzno fazne hromatografije visokih performansi (eng. Reversed Phase High-Performance
Liquid Chromatography-RP-HPLC). lako su retencioni faktori dobijeni u ovom sistemu
pokazali nisku korelaciju sa eksperimentalnim logBB vrednostima, uocena je Visoka
korelacija sa eksperimentalno dobijenim logP vrednostima i logP vrednostima dobijenim
koriste¢i ACD/i-Lab softver. Stoga se smatra da se ovaj retencioni faktor moze koristiti kao
pouzdan parametar lipofilnosti liganada ap-adrenergickih i/ili imidazolinskih receptora i
lekova koji deluju na CNS.

Novije studije su potvrdile da imidazolinski derivati pored kardiovaskularne
regulacije, ispoljavaju i druge bioloske efekte kao Sto su kontrola apoptoze i proliferacije
¢elija. Pokazano je da samo rilmenidin, koji je snazan |;-IR agonista, ispoljava proapoptotsku
aktivnost na K562 celijskoj liniji blasti¢ne faze hroni¢ne mijeloidne leukemije vezujuci se za
I1-IR kandidat, nisharin, dok su moksonidin (umereno efikasni I;-IR agonista) i efaroksan
(antagonista I;-IR) neaktivni.

U ovoj disertaciji dodatno je ispitan i odnos izmedu strukture i proapoptotske
aktivnosti rimenidina i njegovih derivata. Identifikovana su nova jedinjenja sa drugacijom
hemijskom strukturom, a koja pokazuju aktivnost i mehanizam dejstva kao i rilmenidin. U
cilju identifikacije novih jedinjenja primenjena je metoda virtuelnog skrininga (eng.
VirtualScreening, VS) koja ukljucuje filtriranje baze na osnovu vrednosti AQVN deskriptora
(eng. Average Quasivalence Number) koji se ra¢una za dalekodoseZzne medumolekulske
interakcije organskih molekula i primenu kombinovanih metoda virtuelnog skrininga koje
uzimaju u obzir sli¢nost izmedu GRID molekulskih interakcionih polja ispitivanih jedinjenja i
rilmenidina, odnosno aktivnog mesta nisharina) ((Veljkovic et al., 2007) (Cross et al., 2010);
(Baroni et al., 2007)).

U skriningu zasnovanom na ligandu (eng. Ligand Based Virtual Screening, LBVS),
jedinjenja iz baze su rangirana na osnovu njihove sli¢nosti u strukturi sa rilmenidinom
(ChEMBL289480), dok su u skriningu zasnovanom na strukturi proteina (eng. Structure
Based Virtual Screening, SBVS) rangirana na osnovu njihovog poklapanja sa aktivnim
mestom nisharina uzimaju¢i u obzir GRID molekulska interakciona polja. Posto
kristalografska struktura nisharina nije poznata, u ovoj disertaciji je koris¢en homologi model
ovog proteina (Nikolic et al., 2013). Vezujuc¢i dzep proteina je identifikovan koris¢enjem
FLAPsite algoritma za detekciju dzepova (Sirci et al., 2012).



Baza jedinjenja koris¢ena za in silico skrining je sadrzala vise od 9 x 10° molekula.
Bazu su ¢inila virtuelna jedinjenja generisana primenom Smi-Lab softvera (Schuller et al.,
2003), kao i jedinjenja koja su bila ispitivana u okviru drugih istrazivanja (Radi et al., 2013).
Kao ulazne varijable za Smi-Lab softver kori$¢ene su razli¢ite komarcijalno dostupne polazne

supstance, ¢ijim kombinovanjem su generisani novi molekuli.

Ovom kombinacijom razliitih tehnika selektovano je jedanaest jedinjenja koja su se
strukurno razlikovala od ve¢ poznatih I;-IR agonista. Izabrani ligandi su sintetisani pod
mikrotalasnim uslovima kori§¢enjem mikrotalasnog reaktora CEM Microwave Synthesizer-
Discover i bioloski ispitani. In vitro testiranjima pokazano je da je jedinjenje 5 najaktivnije i
da je njegova citotoksi¢na aktivnost na K562 celijskoj liniji sli¢na aktivnosti rilmenidina.
Citometrijskom analizom je utvrdeno da ovo jedinjenje dovodi do akumulacije ¢elija u sub-
G1 fazi i smanjenja procenta ¢elija u G1 i S fazi ¢elijskog ciklusa. Pored apoptotske aktivnosti
ispitana je i antiproliferativna aktivnost jedinjenja 5 gde je uofena znacajna inhibicija
formiranja kolonija K562 ¢elija na dozno zavistan nacin.

Takode, ni jedno od jedanaest selektovanih i sintetisanih jedinjenja nije pokazalo
znacajan afinitet na rekombinantnim humanim a,a adrenergickim receptorima, $to ukazuje na
njihovu selektivnost ka imidazolinskim 11-R.

K562 celijska linija je relativno neosetljiva na apoptozu indukovanu lekovima koji
oste¢uju DNK, kao $to je doksorubicin. U ovoj disetaciji je pokazano da kombinovana
primena jedinjenja 5 i doksorubicina dovodi do snaznije apoptoze u poredenju sa samom
primenom doksorubicina (64% u odnosu na 20%) Sto ukazuje na potencijal koriS¢enja
jedinjenja 5 i njegovih derivata kao adjuvantnih agenasa u konvecionalnim terapijama za
leCenje tumora koji imaju smanjenu osetljivost na lekove slicne doksorubicinu i izraZene
nezeljene efekte.

Integrisani medicinsko hemijski pristup predstavljen u ovoj desertaciji je doveo do
identifikovanja novog jedinjenja (jedinjenja 5) koje se moze iskoristiti za dalje ispitivanje I;-
IR signalnog puta, kao i za razvoj adjuvantnih agenasa koji se mogu Koristiti u terapiji
hroni¢ne mijeloidne leukemije koja ima smanjenu osetljivnost na lekove slicne doksorubicinu.

Imajuéi u vidu da se imidazolinski ligandi pored imidazolinskih receptora, Koji su
ciljno mesto njihovog dejstva, vezuju i za G-protein kuplovane receptore (eng. G-protein
coupled receptors, GPCR), u ovoj disertciji je primenjena metoda virtuelnog skriniga u cilju
identifikacije novih ‘off targets’ ove grupe jedinjenja. Ispitivani set jedinjenja se sastojao od

59 liganda op-adrenergickih i/ili imidazolinskih receptora sa pKi (I1-IR i/ili 1,-IR) vrednoscu



ve¢om od 5 i jedinjenja 5, prethodno selektovanog VS protokolom, koje je pokazalo znac¢ajnu
antiproliferativnu/proapoptotsku aktivnost deluju¢i na nisharin. Strukture ispitivanih
jedinjenja su minimizovane u LigPrep, Maestro (Schrodinger Release 201-1) koriste¢i OPLS3
(eng. Optimized Potentials for Liquid Simulations) polje sile i njihova moguca naclektrisanja i
tautomerni oblici na pH 7 + 2 su generisani koriste¢i Epik algoritam. Sa druge strane, set od
399 humanih GPCR koji obuhvata kristalne strukure i homologe modele je preuzet sa GPCR
baze podataka (gpcrdb.org). 3D strukture ovih proteina su optimizovane (PROKA pH =7) i
minimizovane koriste¢i OPLS3 polje sile u Maestro programu. Takode, molekuli vode su
uklonjeni iz proteina i dodati su polarni vodonici ((Jorgensen and Tirado-Rives, 1988);
(Jorgensen et al., 1996)).

Vezivanje liganada op-adrenergickih i/ili imidazolinskih receptora za GPCRs je
ispitano primenom Glide softvera (eng. Grid-based Ligand Interaction Docking with
Energetics), Schrodinger 2015-3 ((Halgren et al., 2004); (Friesner et al., 2004)). Glide je
koriS¢en za pripremu koordinata vezujuc¢eg mesta proteina i automatizaciju in silico dokinga.

Beta adrenergicki, dopaminski i muskarinski receptori su selektovani kao potencijalni
‘off targeti’ za odredene ligande imidazolinskih i/ili ay-adrenergickih receptora kao §to su
BDF6143, BU224, BU226, ksilometazolin i jedinjenje 5. Dobijeni rezultati mogu biti korisni
u razumevanju potencijalnih nezeljenih efekata ovih jedinjenja ili u pronalazenju njihovih

novih terapijskih primena.



3 UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERATURE

Imidazolini predstavljaju veliku grupu bioloski aktivnih jedinjenja koja imaju Siroku
terapijsku primenu. Ova heterogena grupa liganada svoju aktivnost ostvaruje delovanjem na
imidazolinske receptore (I-IR) ((Eglen et al., 1998); (Head and Mayorov, 2006)) i na a;-
adrenergicke receptore (02-AR) (Bousquet et al., 1984); (Tibirica et al., 1988)). Brojnim
biohemijskim i fizioloSkim studijama do danas su identifikovana tri tipa imidazolinskih

receptora (Ruiz et al., 2002):

e |;-imidazolinski receptori (1:-IR)
e |,-imidazolinski receptori (I>-IR)

e Is-imidazolinski receptori (I3-IR).

Ovi receptori su prisutni i u centralnom i u perifernom nervnom sistemu i zastupljeni
su u razli¢itim organima kao $to su bubreg, stomak, prostata, pluca i srce. l; imidazolinski
receptori su ukljuceni u regulaciju nekoliko bioloskih sistema, pri ¢emu je glavni centralna
regulacija krvnog pritiska (Head and Mayorov, 2006). Sekvenca l,-imidazolinskog receptora
pokazuje znac¢ajan stepen homologije sa MAO enzimom 1 smatra se da ovaj tip receptora ima
ulogu u neuroprotekciji, analgeziji, odgovoru na stres i nastanku konvulzija ((Tesson et al.,
1995), (Tesson et al., 1991)). Is-IRs imaju ulogu u indukciju sekrecije insulina iz B-éelija
pankreasa i odrZzavanje homeostaze glukoze (Clews et al., 2010).

Osim navedenih, intenzivna istrazivanja 0 imidazolinskim receptorima ukazuju i na
druge primene imidazlinskih liganada kao Sto su:

e leCenje razli¢itih vrsta tumora (Aceros et al., 2014); (Dupuy et al., 2004);
(Separovic et al.,, 1996); (McLean et al., 2014); (Nikolic et al., 2013);
(Srdic-Rajic et al., 2016)

e prevencija relapsa simptoma kokainske zavisnosti upotrebom 1; agonista
(Smith and Aston-Jones, 2011)

e Modulatorni efekti I, liganadi u analgeziji indukovanoj upotebom opioida
(Boronat et al., 1998)

o dijagnostifikovanju glioma upotrebom I,-IR liganada (Callado et al., 2004).

Imajuéi u vidu da vecina liganada imidazolinskih receptora svoje efekate ostvaruje

unutar centralnog nervnog sistema (CNS) deluju¢i kao centralni antihipertenzivi i/ili su



potencijalni lekovi u le€enju neuroloskih oboljenja, procena njihove permeabilnosti kroz
krvno-mozdanu barijeru (KMB) je od sustinskog znacaja u ranom otkricu lekova.

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 u
potpunosti procenio transport lekova kroz KMB 1 razumeli mehanizmi uklju¢eni u njihov
prolazak, potrebno je kombinovati in vitro i in vivo tehnike, i ne oslanjati se isklju¢ivo na
jednu metodu. Pored toga, in silico modeli mogu biti korisni u smanjenju velikog broja
kandidat jedinjenja u manji broj ’hit’ jedinjenja. lako je direktno merenje permeabilnosti kroz
KMB najpouzdanija metoda, ona predstavlja skup i dugotrajan proces. Takode, veliki broj
faktora, kao $to su metabolizam i vezivanje za tkiva ili proteine plazme, utice na distribuciju
ispitivanih jedinjenja, tako da ova metoda ne daje uvek jasnu sliku o KMB permeabilnosti. 1z
tih razloga razvijen je veliki broj in vitro modela ((Abbott et al., 2006); (Abbott, 2004);
(Gumbleton and Audus, 2001)). Prednosti in vitro metoda su: ekonomiénost, jednostavnija
priprema uzorka, dosta su brze i istovremeno se moze ispitati veci broj jedinjenja u poredenju
sa in vivo modelima, moguénost procene mehanizma transporta, i identifikacija ranih znakova
citotoksi¢nosti ako se koriste ¢elijski modeli.

Najvise koris¢ene metode u farmaceutskoj industriji za predvidanje penetracije novih
jedinjenja kroz KMB u ranoj fazi otkri¢a lekova ((Terasaki et al., 2003); (Garberg et al.,
2005)) su:

e test permeabilnosti na veStackim paralelnim membranama (eng. Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA)

e bioparticiona micelarna hromatografija ~ (eng. Biopartitioning Micellar
Chromatography, BMC) (Escuder-Gilabert et al., 2004)

e hromatografija sa imobilisanim veStackim membranama (eng. Immobilized
Artificial Membrane chromatography, IAM) (Yoon et al., 2006)

o Celijske metode (Caco-2, Madin-Darby celije pse¢eg bubrega (eng. Mardin-
Darby Canine Kidney, MDCK) i mikorovaskularne endotelne ¢elije govedeg

mozga (eng. Primary Bovine Brain Microvessel Endothelial Cells, BBMEC))

Svega nekoliko studija je sprovedeno do danas sa ciljem da se ispita permeabilnost
liganada imidazolinskih receptora kroz KMB i ispita kvantitativna veza izmedu strukture i
stepena permeabilnosti (Vucicevic et al., 2009). Medutim, u ovoj disertaciji prvi put je
ispitana permeabilnost ovih jedinjenja koriste¢i dve razli¢ite in vitro tehnike (PAMPA i
BMC) i na osnovu dobijenih vrednosti formirani su QSPR modeli za predvidanje



permeabilnosti liganada oy-adrenergickih i/ili imidazolinskih receptora i strukturno sli¢nih
jedinjenja kroz KMB. Ovi modeli omoguéavaju optimizaciju strukture novih potencijalnih
lekova, derivate ispitivanih jedinjenja, i eliminaciju jedinjenja sa niskom permeabilnos¢u pre
sinteze. Pokazano je da promene koje bi trebalo da poboljsaju KMB permeabilnost su: (1)
uvodenje elektronegativnih atoma u aromati¢nu strukturu, (2) supstitucija atoma broma ili
hidroksilnih grupa njihovim izosterima (npr. fluorom ili hlorom), (3) uvodenje voluminoznijih
grupa kao i atoma koji imaju visoku Sanderson elektronegativnost. Sa druge strane, prisustvo
gvanidinske ili aminogvanidinske grupe, kao i metil i izobutil grupa pokazano je da ima
negativan uticaj na KMB permeabilnost.

Nikolic i saradnici ((Nikolic et al., 2013)(Srdic-Rajic et al., 2016)) su ispitali
antitumorski potencijal agonista i antagonista I; imidazolinskog receptora na K562 ¢elijskoj
liniji. K562, ¢elijska linija blasti¢ne faze hroni¢ne mijeloidne leukemije (Chronic Myeloid
leukemia, CML), je neosetljiva na apoptozu indukovanu imatinibom i lekovima koji ostecuju
DNK kao $to je doksorubicin (De Oliveira et al., 2006). Pokazano je da samo rilmenidin,
koji je snazan |;-IR agonista, pokazuje proapoptotsku aktivnost na ovom tipu celije, dok su
moksonidin, umereno efikasni I-IR agonista, i efaroksan, antagonista I:-IR, neaktivni
(Nikolic et al., 2013). Smatra se da rilmenidin inhibira rast K562 ¢elija i dovodi do apoptoze
kroz perturbaciju mitohondrijalnog puta. Ovaj lek znacajno indukuje oSte¢enje membrane i
deaktivira Ras/MAP kinazu ERK, p38 i JNK u K562 ¢elijama (Srdic-Rajic et al., 2016).
Uporedivanjem efekta jedinjenja 5, selektovanog VS razvijenim u ovoj disertaciji, sa efektom
rilmenidina (agoniste I;-imidazolinskog receptora) na vijabilitet ((Aceros et al., 2014);
(Srdic-Rajic et al., 2016)) i apoptozu K562 celija (Tabela 1), jedinjenje 5 je identifikovano
kao novo hit jedinjenje.

Tabela 1. IC50 koncentracije liganada imidazolinskih receptora koji indukuju smrt Celija

K562 ¢elijske linije
Jedinjenje Antiproliferativna{!:’roapoptotska
koncentracija (uM)
Rilmenidin 50
Moksonidin >300
Efaroksan -
Jedinjenje 5 70

Proapoptotska aktivnost jedinjenja 5 se manifestuje povecanjem broja ranih
apoptotskih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu. Nakon 48 h kontinuiranog tretmana K562

¢elija uoceno je da je jedinjenje 5 (40%) dvostruko efikasnije od rilmenidina (20%) u



indukovanju ¢elijske smrti. Citometrijskom analizom je primeéeno da jedinjenje 5 dovodi do
akumulacije ¢elija u sub-G1 fazi, smanjenja procenta celija u G1 i S fazi ¢elijskog ciklusa,
kao i do znacajnog smanjenja udela ¢elija u S i G2/M fazi u odnosu na netretiranje celije
(kontrolu).

Takode, u prethodnim studijama je pokazano da kombinovani tretman rilmenidina i
doksorubicina poveéava stepen depolarizacije membrana, a samim tim i osetljivost K562
¢elija na apoptozu, kao i da rilmenidin svoju aktivnost ispoljava vezivanjem za nisharin i
Racl signalni protein ((Srdic-Rajic et al., 2016)). Uoceni sinergisticki efekat je znacajan jer
kombinova terapija ova dva leka znatno povecava procenat apopti¢nih ¢éelija nego kada se
koristi doksorubicin sam (44% u odnosu na 10%). Medutim, za razliku od doksorubicina
rilemenidin je bezbedan lek bez ozbiljnih neZeljenih efekata ¢ak i pri dozama mogo veéim od
terapijskih ((de Visser et al., 2001),(de Visser et al., 2002)).

Jedinjenjem 5 koje je kandidatkinja selektovala i sintetisala u okviru ove disertacije je
koriSc¢eno za tretiranje K562 ¢elija, kao i doksorubicin pri ICsp 1 uM i njihova kombinacija,
nakon Cega je odreden procenat apoptoticnih ¢elija proto¢nom citometrijom. Rezultati
pokazuju da primena samo doksorubicina dovela jedino do povecanja procenta rano-
apoptoti¢nih ¢elija i to 20%, dok tretman K562 ¢elija kombinovanom primenom jedinjenja 5 i
doksorubicina dovodi do znacajnog poveéanja populacije rano-apoptoti¢nih ¢éelija i to 64%
dok su populacije kasno-apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija skoro nestale.

Pored studije sprovedene na K562 celijskoj liniji, pokazano je da imidazolini
antitumorsku aktivnost mogu ispoljiti i na drugim celijskim linijama. Zabelezena su
proapoptotska dejstva moksonidina u fibroblastima i antiapoptotska u kardiomiocitima
((Aceros et al., 2014)). Takode, in vitro studija na PC12 ¢elijama je pokazala da benazolin,
selektivni 1; agonista, dovodi do apoptoze koja je izazvana deprivacijom seruma delujuéi na
I1-IR i PC-PLC transdukcioni put, ali i da inhibira ¢elijsku smrt indukovanu TNFa (Dupuy et
al., 2004). Imidazolinsko jedinjenje RX871024 indukuje smrt MING6 celija koje luc¢e insulin
(Zaitseva et al., 2008). Drugi selektivni ligand 1:-IR, S43126, dovodi do dozno zavisne
¢elijske smrti i formiranja apoptotskih tela u PC12 ¢elijama nakon 72 h tretmana (McLean et
al., 2014).

Ovi efekti ukazuju na potencijalne nove primene liganada imidazolinskih receptora u
terapiji razli¢itih maligniteta.

Prvobitne studije o I;-IR signalnim putevima su se bazirale na hipotezi da ovaj
receptor pripada familiji G protein kuplovanih receptora (eng. G-Protein Coupled Receptors,

GPCRs). Ipak pokazano je da stimulisanjem govedih ¢elija nadbubrezne Zlezde klonidinom
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ne dolazi do akumulacije ni CAMP ni inozitol fosfata ¢ime je ova tvrdnja opovrgnuta
(Regunathan et al., 1991). Kasnije su Wu i saradnici uocili da I; ima uticaj na signalizaciju
p opioidnih receptora (MOR) koji su GPCR i koji kada se aktiviraju smanjuju aktivnost
cAMP i ERK1/2 kao i ulazak Ca®* u éelije (Wu et al., 2006). Zanimljivo je da agmatin,
endogeni ligand Iy receptora, inhibira naloksonom, antagonistom MOR, indukovano
poveéanje cAMP i Ca?* u opiodnim receptorima. Takode, zabelezeno je da imidazolinski
ligandi mogu da interaguju sa pojedinim podtipovima GPCR lipofosfolipidnih receptora i
smatra se da dejstvo imidazolinskih receptora u PC12 ¢elijama se deSava upravo aktiviranjem
ovog tipa receptora (Molderings et al., 2007). Imajuéi u vidu da se imidazolinski ligandi
pored imidazolinskih receptora koji su ciljno mesto njihovog dejstva vezuju i za GPCR
receptore, u ovoj disertciji je po prvi put primenjena metoda virtuelnog skriniga targeta (eng.
virtual target screening) u cilju identifikacije novih ’off targets’ ove grupe jedinjenja kao i
jedinjenja 5 prethodno identifikovanog kao ’hit’za nisharin. Na osnovu dobijenih in silico
rezultata beta adreneregicki, dopaminski i1 muskarinski receptori su selektovani kao

potencijalni ‘off targeti’ za odredene ligande imidazolinskih i/ili ay-adrenergickih receptora.
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4  OBJAVLJENI I SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE SASTAVNI DEO
DOKTORSKE DISERTACIJE

Spisak radova objavljenih u medunarodnim ¢asopisima:

1.

2.

3.

Jelica Vucicevic, Katarina Nikolic, Vladimir Dobrici¢, Danica Agbaba. Prediction of
Blood-Brain Barrier Permeation of a-Adrenergic and Imidazoline Receptor Ligands
using PAMPA technique and Quantitative-Structure Permeability Relationship
analysis. European Journal of Pharmaceutical Sciences 12/2014; 68,
DOI:10.1016/j.ejps.2014.12.014 M21

Jelica Vucicevic, Tatjana Srdic-Rajic, Marco Pieroni, Jonne MM Laurila, Vladimir
Perovic, Sabrina Tassini, Elisa Azzali, Gabriele Costantino, Sanja Glisic, Danica
Agbaba, Mika Scheinin, Katarina Nikolic, Marco Radi, Nevena Veljkovic. A
Combined Ligand- and Structure-Based approach for the identification of rilmenidine-
derived compounds which synergize the antitumor effects of doxorubicin. Bioorganic
& Medicinal Chemistry 05/2016; 24(14)., DOI:10.1016/j.bmc.2016.05.043 M21
Jelica Vucicevic, Marija Popovic, Katarina Nikolic, Slavica Filipic, Darija Obradovic,
Danica Agbaba. Use of biopartitioning micellar chromatography and RP-HPLC for the
determination of blood—brain barrier penetration of a-adrenergic/imidazoline receptor
ligands, and QSPR analysis. SAR and QSAR in Environmental Research 03/2017;
28(3):235-252., DOI:10.1080/1062936X.2017.1302506 M21

5 ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Ovu doktorsku disertaciju Cine tri celine ¢iji ¢e rezultati imati potencijalni znacaj za razvoj

novih liganda imidazolinskih receptora koji se mogu koristi u razlicite terapijske svrhe.

Prvu celinu ¢ini in vitro procena permeabilnosti kroz KMB liganada a;-adrenergickih

i/ili imidazolinskih receptora i CNS lekova primenom PAMPA i bioparticione micelarne

hromatografije. QSPR/QSRR analizom ovih rezultata formirani su modeli koji se mogu

koristiti kao brze skrining alatke za procenu KMB permeabilnosti novih jedinjenja pre njihove

sinteze. Na osnovu modela identifikovane su i funkcionalne grupe jedinjenja koje imaju

najveci uticaj na njthovu KMB permeabilnost. Pokazano je da promene koje bi trebalo da

poboljsaju permeabilnost su: (1) uvodenje elektronegativnih atoma u aromati¢nu strukturu, (2)

16



supstitucija atoma broma ili hidroksilnih grupa njihovim izosterima (npr. fluorom ili hlorom),
(3) wuvodenje voluminoznijih grupa kao 1 atoma koji imaju visoku Sanderson
elektronegativnost. Sa druge, strane prisustvo gvanidinske ili aminogvanidinske grupe, kao i

metil i izobutil grupa pokazano je da ima negativan uticaj na KMB permeabilnost.

Na osnovu dobijnih PAMPA rezultata imidazolini su klasifikovani u 3 grupe:

e jedinjenja sa visokom permeabilnos¢u kroz KMB (efaroksan, gvanabenz,
gvanfacin, harman, harmin, idazoksan, ksilometazolin, nafazolin i rilmenidin)

e jedinjenja sa niskom permeabilnoséu kroz KMB (brimonidin, moksonidin,
agmatin i amilorid)

e jedinjenja koja se ne mogu Klasifikovanti ni u jednu od ove dve grupe

(klonidin, oksimetazolin, tetrahidrozolin, tizanidin i tramazolin)

Pored PAMPA i BMC metoda, retenciono ponasanje liganada ap-adrenergickih i/ili
imidazolinskih receptora i lekova koji deluju na CNS je ispitano primenom konvencionalne
RP-HPLC metode. lako su retencioni faktori dobijeni u ovom sistemu pokazali nisku
korelaciju sa eksperimentalnim logBB vrednostima, uocCena je visoka Kkorelacija sa
eksperimentalno dobijenim logP vrednostima i logP vrednostima dobijenim koriste¢i ACD/i-
Lab softver. Stoga se smatra da se ovaj retencioni faktor moze koristiti kao pouzdan
parametar lipofilnosti liganada op-adrenergickih i/ili imidazolinskih receptora i lekova koji
deluju na CNS.

Drugu celinu ¢ini ispitivanje odnosa izmedu strukture jedinjenja i aktivnosti koji lezi u
osnovi proapoptotske aktivnosti rimenidina. Identifikovana su nova jedinjenja sa drugacijom
hemijskom strukturom, a koja pokazuju aktivnost i mehanizam dejstva kao i rilmenidin. U
cilju identifikacije novih jedinjenja razvijen je VS protokol koji ukljucuje filtriranje baze na
osnovu vrednosti AQVN deskriptora koji se racuna za dalekodosezne medumolekulske
interakcije organskih molekula i primenu kombinovanih metoda virtuelnog skrininga koje su

zasnovane na ligandu (rilmenidinu) i strukturi proteina (nisharina).
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Od 11 kandidata selektovanih ovom metodom, in vitro testiranjima je pokazano je da
jedinjenje 5 najaktivnije i da je njegova citotoksi¢na aktivnost slicna rilmenidinu. Ovo
jedinjenje dovodi do akumulacije ¢elija u sub-G1 fazi i smanjenja procenta ¢elija u G1 i S fazi
¢elijskog ciklusa. Pored apoptotske aktivnosti ispitana je 1 antiproliferativna aktivnost
jedinjenja 5 gde je uoCena znacajna inhibicija formiranja kolonija K562 ¢elija na dozno
zavisan nacin. Ni jedno od 11 selektovanih i sintetisanih jedinjenja nije pokazalo znacajan
afinitet na rekombinantnim humanim aya adrenergickim receptorima, §to ukazuje na njihovu

selektivnost.

Jedinjenje 5 je pokazalo i jaku sinergistiCku aktivnost sa doksorubicinom u
indukovanju apoptoze u poredenju sa samim doksorubicinom. Ovo ukazuje na moguénost
koriS¢enja jedinjenja 5 i njegovih derivata u daljim ispitivanjima slabo poznatih I;-IR
signalnih puteva ili kao polaznih jedinjenja za razvoj adjuvantnih agenasa koji se mogu
korititi u konvecionalnim terapijama za le¢enje tumora koju imaju smanjenu osetljivost na

lekove sli¢ne doksorubicinu.

Trecu celinu disertacije ¢ini otkrivanje novih off-targeta liganada ay-adrenergickih i/ili
imidazolinskih receptora primenom inverznog dokinga. Identifikovano je nekoliko GPCR
recepora koji su potencijalni ‘off target-i’ imidazolinskih liganada. Beta adrenergicki,
dopaminski i muskarinski receptori su selektovani kao potencijalni ‘off targeti’ za odredene
ligande imidazolinskih i/ili ap-adrenergickih receptora kao §to su BDF6143, BU224, BU226,
ksilometazolin i jedinjenje 5. Dobijeni rezultati mogu biti korisni u razumevanju potencijalnih

nezeljenih efekata ovih jedinjenja, ili u pronalazenju njihovih novih terapijskih primena.
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liganada imidazolinskih receptora“

Clanovi Komisije:

1.
Dr sc. Katarina Nikoli¢, vanredni profesor, mentor,
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

2.
Dr Nevena Veljkovi¢, nau¢ni savetnik, mentor,
Institut za nuklearne nauke Vinca

3.
Dr sc. Danica Agbaba, redovni profesor,
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

4.

Dr. sc. Tatjana Srdi¢-Raji¢, nauc¢ni savetnik,
Institut za onkologiju i radiologiju Srbije
U Beogradu, 10.10.2019.
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