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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mag. farm. DuSana RuZi¢a, pod nazivom ,Racionalni dizajn,
sinteza i in vitro ispitivanja selektivnih inhibitora histon deacetilaze 6 “, napisana
je na 209 strana sa jednostrukim proredom i organizovana u sledecih 7 celina: Uvod
(57 strana), Ciljevi rada (1 strana), Eksperimentalni deo (20 strana), Rezultati i
diskusija (73 strane), Zaklju¢ak (4 strane), Literatura (21 strana) i Prilozi (26 strana).
Na pocetku, doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku i
sadrzaj poglavlja/podpoglavlja, a na kraju kratku biografiju kandidata i potpisane izjave
kandidata o autorstvu, istovetnosti Stampane i elektronske verzije i koriS¢enju doktorske
disertacije. Disertacija je napisana jasnim i preglednim stilom i sadrzi 69 slika/grafika i
23 tabele. Pregled literature sadrzi 316 navoda.

Uvod doktorske disertacije sadrzi detaljan pregled metoda racionalnog dizajna
lekova, sa posebnim osvrtom na teorijske koncepte metoda dizajniranja lekova
zasnovanih na trodimenzionalnim strukturama liganada, fragmenata i ciljnih mesta
dejstva inhibitora histon deacetilaza. U drugom delu uvoda su prikazani osnovni
pojmovi u vezi sa epigenetikom, kao i razvojem lekova u oblasti epigenetike.
Prikazane su detaljne informacije o histon deacetilazama i izdvojeni podaci o
strukturnoj biologiji, fizioloSkim i patoloSkim ulogama izoforme histon deacetilaze 6
(HDACSG). Prikazan je literaturni pregled poznatih selektivnih inhibitora HDACG, kao i
razmatranje strategija dizajniranja selektivnih HDACG6 inhibitora na osnovu
trodimenzionalne strukture katalitickog dzepa HDACG6 enzima. U treCem delu uvoda
su prikazane sintetske strategije za dobijanje derivata hidroksamskih kiselina, kao i
mogucénosti sinteze zastiCenih derivata hidroksamskih kiselina. U poslednjem,
Cetvrtom delu uvoda su prikazani bioloSki in vitro modeli za ispitivanje efekata
novosintetisanih HDACG6 inhibitora, polazeéi od in vitro enzimskih testova za
odredivanje polovine maksimalne inhibitorne koncentracije, ICso. Dodatno, prikazani
su modeli ispitivanja uticaja jedinjenja na vijabilnost tumorskih ¢elija, na indukciju
apoptoze, promene u Celijskom ciklusu, kao i na promene u migratornim i invazivnim
osobinama tumorskih Celija dojke.

Osnovni cilj doktorske disertacije je sinteza i bioloSka karakterizacija novih,
nanomolarnih i selektivnih HDACG inhibitora koji pokazuju antikancerske efekte na in
vitro modelima karcinoma dojke. Prikazano je Sest medusobno sledljivin podciljeva
disertacije. Prvi podcilj je priprema validnih i prediktivnih modela kvantitativhog



odnosa trodimenzionalne strukture i inhibitorne aktivnosti (3D-QSAR) za dva skupa
jedinjenja, inhibitora humane histon deacetilaze 1 (HDAC1) i histon deacetilaze 6
(HDACS®). Drugi podcilj je bio kompjutersko dizajniranje novih, selektivnih inhibitora
histon deacetilaze 6. Drugi podcilj je podrazumevao integraciju saznanja dobijenih
tumacenjem 3D-QSAR modela i pretragom novih fragmenata (cink-vezivnih grupa,
kao i heterociklicnin i karbociklicnih jedinjenja) sa ciljiem dizajniranja novih,
selektivnih HDACG6 inhibitora. Treci podcilj su bile sinteze odabranih jedinjenja na
osnovu racunarskog dizajniranja HDACG inhibitora (derivati 1-difenilmetil piperazina i
derivati  5,5-difenil-imidazolidin-2,4-diona). Cetvrti podcilj je bio odredivanje
inhibitornih koncentracija (ICsp) novosintetisanih jedinjenja na humanim HDAC1,
HDAC3, HDACG6 i HDACS izoenzimima u bioluminogenim testovima. Peti podcilj je
bio ispitivanje uticaja novosintetisanih i identifikovanih potentnih neselektivnih i
selektivnih HDACG6 inhibitora na proapoptotske promene i promene u celijskom
ciklusu celija tumora dojke (MDA-MB-231 i MCF-7) pri in vitro uslovima. Kao
poslednji, Sesti cilj je bio usmeren ka ispitivanjima uticaja izdvojenih jedinjenja na
migratorne i invazivnhe osobine c¢elija tumora dojke (MDA-MB-231 i MCF-7) u
dvodimenzionalnim (transwell) testovima.

Materijali i metode su prikazani kroz detaljne opise raCunarskih i eksperimentalnih
metodologija, kao i pregleda koriScenih softverskih paketa, laboratorijske opreme i
hemikalija. Materijali i metode su organizovani u Sest podpoglavlija. Prvo
podpoglavlje sadrzi opise raCunarskih tehnika i metoda za pripremu 3D-QSAR
modela za HDAC1 i HDACS6 inhibitornu aktivnost, kao i tehniku molekulskog dokinga
za pripremu bioaktivnih konformacija ispitivanih HDAC inhibitora. Drugopodpoglavije
prikazuje protokol za odabir fragmenata, kao hetero- i karbocikli¢nih jedinjenja za
dizajn novih, selektivnih HDACG6 inhibitora. U treCem podpoglavlju je prikazana
priprema biblioteke fragmenata za virtuelnu pretragu novih cink-vezivnih grupa koje
sluze za dizajn selektivnih HDACG6 inhibitora. U Cetvrtom i petom podpoglavlju su
prikazane procedure za sintezu derivata 1-(difenilmetil)-piperazina i derivata 5,5-
difenil-imidazolidin-2,4-diona. U Sestom podpoglavlju su dati detaljni opisi protokola
ispitivanja in vitro antikancerskih osobina novosintetisanih inhibitora histon
deacetilaza na ¢elijama tumora dojke (MDA-MB-231 i MCF-7).

U prvom podpoglavlju je dat opis pripreme dva 3D-QSAR modela pomocu poznatih
inhibitora humanih histon deacetilaze i histon deacetilaze 6. Molekulskim dokingom
u program GOLD 5.6.0. pripremljene su bioaktivne konformacije jedinjenja i
izdvojene za pripremu 3D-QSAR modela koji opisuju HDAC1 i HDACG inhibitorne
aktivnosti.



U drugom podpoglavlju je prikazan protokol pretrage novih fragmenata sli¢nih 1,8-
naftalimidu iz dve virtuelne biblioteke u okviru baze jedinjenja Life Chemicals.
lzraCunati su deskriptori u Dragon softverskom paketu (McGowan zapremina, Vi,
Moriguchi particioni koeficijent oktanol-voda, MLogP i ukupna povrSina fragmenta
izraCunata iz van der Waals-ovih pre€nika Sai:) i uporedeni sa vrednostima 1,8-
naftalimida. Cilj pretrage novih heterociklicnih i karbocikli¢nih fragmenata koriscen je
u strategiji zamene naftalimidnog skeleta (,,swapping cores“) poznatog HDACG6
inhibitora skriptaida. Ovom strategijom su dizajnirana nova jedinjenja za raCunarska
predvidanja i identifikaciju potencijalnih selektivnih HDACG6 inhibitora za sinteze.

U trecem podpoglavlju su koriS¢ene biblioteke koje sadrze poznate cink-vezivne
fragmenate (Otava Chemicals i ZINC baza) ili malih organskih molekula, da bi se
identifikovale nove, nehidroksamske helatorske grupe. Ovakve cink-vezivne grupe
mogu da posluze u dizajnu novih selektivnih HDACG6 inhibitora koji ne sadrze
hidroksamsku kiselinu, kao najceSce sintetisanu cink-vezivnu grupu. Primenjen je
virtuelni skrining zasnovan na trodimenzionalnoj strukturi katalitickog dzepa enzima
HDAC6 u programu FLAP za izdvajanje potencijalnih cink-vezivnih grupa.
Molekulskim dokingom u programu GOLD 5.6.0 su ispitane vezivne poze,
orijentacija fragmenata i uspostavljanje cink-fragment interakcija u katalitiCkim
dZepovima HDAC1, HDAC6, HDACG6 i HDACS8 izoformi. Vodeéi se navedenim
kriterijumima, najbolji kandidati su identifikovani i ispitana je njihova stabilnost u
HDACG6 izoformi tehnikom molekulske dinamike.

U Cetvrtom podpoglavlju je dat opis koris¢enih sintetskih prekursora, reagenasa,
rastvaraCa i opreme za sintezu derivata 1-(difenilmetil)-piperazina. Prikazane su
detaljne sintetske procedure za alkilaciju 1-(difenilmetil)-piperazina razli¢itim bromo-
metilestrima (Procedura A) i sintezu hidroksamskih kiselina (Procedura B).

U petom podpoglavlju je dat opis koriS¢enih sintetskih prekursora, reagenasa,
rastvaraCa i opreme za sintezu derivata 5,5-difenil-imidazolidina. Prikazane su
detaljne sintetske procedure za sintezu 5,5-difenil-imidazolidin-2,4-diona (korak 1),
opsta procedura za alkilaciju 5,5-difenil imidazolidin-2,4-diona sa tri razliCita bromo
metilestra (korak 2), opsta procedura za hidrolizu metil estara (korak 3), opsta
procedura za sintezu zasti¢enih (cikli¢nih) derivata hidroksamske kiseline (korak 4) i
opSta procedura za sintezu finalnih derivata hidroksamske kiseline.

U Sestom podpoglavlju su detaljino navedeni oprema, enzimi, Celijske kulture,
standardi, hemikalije i rastvaraCi za izvodenje enzimskih i Celijskih testova, kao i
uslovi gajenja celija tumora dojke. Opisan je protokol za izvodenje in vitro
bioluminogenih testova za ispitivanje polovine maksimalne inhibitorne koncentracije



(ICs0) na Cetiri izoforme histon deacetilaza (HDAC1, HDAC3, HDACG6 i HDACS).
Prikazani su protokoli ispitivanja na tumorskim celijama dojke, i to za ispitivanje
uticaja novosintetisanih jedinjenja na vijabilnost Celija kancera dojke (MTT test), na
indukciju apoptoze celija kancera dojke (citometrijski test koriS¢enjem aneksina i
7AAD boje), na promene u mitohondrijskom membranskom potencijalu (citometrijski
test koris¢enjem JC-1 boje), na promene u cCelijskom ciklusu (citometrijski test
koriS¢enjem propidijum jodida). Na kraju ovog podpoglavlja dati su opisi
dvodimenzionalnih protokola za ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na
inhibiciju migracije i invazije Celija kancera dojke (transwell migracioni i invazivni
testovi, kao i wound healing test za ispitivanje migracije MCF-7 cCelija) .

Navedene raCunarske i eksperimentalne metode su u potpunosti adekvatne za
ispunjavanje predlozenih ciljeva doktorske disertacije.

Rezultati i diskusija doktorske disertacije prikazani su pregledno, koriS¢enjem
originalnih grafickih i tabelarnih prikaza (41 slika i 12 tabela). Rezultati su grupisani u
deset celina. U prvoj celini je prikazana interpretacija 3D-QSAR modela za HDAC1
inhibitornu aktivnost, dok je u drugoj celini prikazana interpretacija 3D-QSAR modela
za HDACEG inhibitornu aktivnost. U tre¢oj celini je uporedno prikazana interpretacija
najznacajnijin GRIND promenljivih zastupljenih u oba 3D-QSAR modela, dok je u
Cetvrtoj celini prikazan rezultat ispitivanja domena primenljivosti generisanih 3D-
QSAR modela. U petoj celini je prikazan nacin odabira potencijalnih selektivnih
HDACSG inhibitora razmatranjem racunarskih predvidanja, isplativnosti sinteze, kao i
fiziCko-hemijskih osobina novodizajniranih jedinjenja. U Sestoj celini je prikazano
odredivanje odnosa hemijske strukture i selektivne HDACG inhibicije primenom
molekulskog dokinga. U sedmoj celini su prikazani rezultati in silico pretrage novih,
nehidroksamskih cink-vezivnih grupa. U osmoj i devetoj celini su prikazani rezultati
strukturne analize i fiziCko-hemijska karakterizacije novosintetisanih derivata 1-
(difenilmetil)-piperazina i 5,5-difenil-imidazolidin-2,4-diona. U desetoj celini su
prikazani rezultati in vitro enzimskih i Celijskih testiranja novosintetisanih HDACG6
inhibitora.

Zaklju€ak doktorske disertacije je prikazan sazeto, isticanjem inovativnosti rezultata
i analizom najvaznijih rezultata koji su u skladu sa definisanim ciljevima istrazivanja.

U poglavlju Literatura u okviru doktorske disertacije navedeno je 316 referenci.



2. Opis postignutih rezultata

Rezultati ove doktorske disertacije podeljeni su u deset podpoglavlja i u skladu su sa
postavljenim ciljevima istrazivanja.

U podpoglavlju 4.1. prikazani su i prodiskutovani rezultati formiranog 3D-QSAR modela
koji opisuje HDAC1 inhibitornu aktivnost. Dobijeni 3D-QSAR model ima dobra
prediktivha svojstva, Sto je okarakterisano statistiCkim parametrima interne validacije (R2
=0,9, Q?=0,61, RMSEE=0,302), kao i eksterne validacije (R%yeq=0,744, parametri r?
metrike — r’m, rm, 'm? koji su veéi od 0,5 i &ija je greska predvidanja RMSEP=0,276). Na
osnovu PLS regresione analize, izdvojeno je Sest grupa GRIND promenljivih kao
najuticajnijin na pKinpaci. Te GRIND promenljive su: N1-N1 promenljiva (var211), TIP-
TIP promenljive (var242, var281 i var293), DRY-TIP promenljiva (var503), O-N1
promenljiva (var583), O-TIP promenljiva (var 645) i N1-TIP promenljiva (var741).

U podpoglavlju 4.2. prikazani su i prodiskutovani rezultati formiranog 3D-QSAR modela
koji opisuje HDACG6 inhibitornu aktivnhost. Dobijeni 3D-QSAR model ima dobra
prediktivna svojstva, Sto je okarakterisano statistickim parametrima interne validacije (R2
=0,91, Q*=0,75, RMSEE=0,261), kao i eksterne validacije (R%es=0,859, parametri r?
metrike — r’m, ¥, r2 koji su veéi od 0,5 i ¢ija je greska predvidanja RMSEP=0,341).
Tumacenjem rezultata PLS regresione analize, izdvojeno je sedam najznacajnijih klasa
GRIND deskriptora: O-O promenljive (var99 i var109), TIP-TIP promenljive (var234 i
var246), DRY-O promenljiva (var303), DRY-N1 (var335), DRY-TIP promenljiva
(var440), O-TIP promenljiva (var572) i N1-TIP (var630 i var641).

U podpoglaviju 4.3. je prikazana komparativha analiza najznacajnijih GRIND nezavisnih
promenljivih koje su zastupljene u oba 3D-QSAR modela (za HDAC1 i HDACG6
inhibitornu aktivnost). Zaklju€eno je da promenljive DRY-TIP (var440) i DRY-O (var303)
iz HDAC6 3D-QSAR modela definisu hidrofobnost CAP grupe kao vaznu determinantu
za povecanje selektivnosti ka HDACG6 izoformi, odnosno pokazano je da hidrofobne
CAP grupe uti€u na smanjenje enzimske inhibicije jedarne HDAC1 izoforme. Pored
hidrobobnosti, tumacenjem deskriptora iz grupe TIP-TIP u oba modela je sugerisano da
i molekulska voluminoznost CAP grupe diktira selektivnost inhibitora ka HDACG6
izoformi. Na osnovu tri vazne klase GRIND deskriptora (DRY-TIP, DRY-O i TIP-TIP)
istaknuto je da identifikacija novih hidrofobnih i voluminoznih CAP grupa (u poredenju
sa vodecim jedinjenjem skriptaidom) treba da bude ciljana strategija u dizajniranju novih
HDACG6 selektivnih inhibitora. Tumacenjem DRY-O deskriptora u oba modela,



zakljuCeno je da duzina alifatichnog ugljovodoni¢nog niza predstavlja strukturnu
karakteristiku koju je vazno optimizovati sa ciljiem da se dobiju selektivni HDACG6
inhibitori. Na osnovu analize najznacajnijin DRY-O deksriptora, predlozeno je da u
sintezi novih inhibitora budu sintetisani inhibitori i sa alifati¢cnim (broj ugljenikovih atoma
od 1 — 7) i aromatinim linkerom, kako bi se dobila ideja o odnosima strukture i
selektivne HDACSG inhibitorne aktivnosti (SAR selektivnin HDACSG inhibitora).

U podpoglavlju 4.4. je prikazan domen primenljivosti pripremljenih 3D-QSAR modela
pomocu Williams-ovog dijagrama. Zaklju€eno je da jedinjenja koja Cine fraining i test set
u 3D-QSAR oba modela imaju leverage vrednosti koje su ispod graniéne (h*) i ujedno
njihovi standardizovani reziduali su u opsegu 3 standardne devijacije. Sa Williams-ovih
dijagrama se moze uociti da ne postoje outlier jedinjenja (ona Cija je hemijska struktura
znacajno razliCita od ostalih molekula koji definiSu 3D-QSAR modele). Definisan je
hemijski prostor u kome je moguée u buduéim studijama dizajniranja novih HDACG6
inhibitora validno predvideti i izdvojiti potencijalne kandidate za sintezu.

U podpoglaviju 4.5. je prikazana metoda za identifikaciju novih fragmenata, kao CAP
grupa, u poredenju sa vrednostima deskriptora McGowan zapremina (Vx), Moriguchi
particioni koeficijenta oktanol-voda (MLogP) i ukupne povrsina fragmenta izraCunate iz
van der Waals-ovih pre¢nika (Saiwt) 1,8-naftalimida u strukturi skriptaida, kao Sablona. S
obzirom da nije moguée dodati fragmente u program Pentacle i izraCunati njihove
GRIND deskriptore, iskoriséen je program Dragon za raCunanje deskriptora koji imaju
isti fiziCko-hemijski zna€aj kao najuticajniji GRIND deskriptori (TIP-TIP, DRY-TIP, DRY-
O). Konacni izbor fragmenata za sinteze je zasnovan i na proceni odnosa troSkova za
nabavku ili sintezu fragmenta i dostupne polazne mase fragmenta. Odabrana su dva
fragmenta: 1-(difenilmetil)-piperazin (sinonim: 1-benzhidrilni piperazin) i 5,5-difenil-
imidazolidin-2,4-dion (koji je ujedno i lek fenitoin). Metoda pretrage fragmenata na
osnovu deskriptorske sli¢nosti sa 1,8-naftalimidom, uz analizu troSkovne isplativnosti
fragmenata predstavlja jedan od stubova racionalnog dizajniranja selektivnih HDACG6
inhibitora u ovoj doktorskoj disertaciji.

U podpoglavlju 4.6. je prikazana studija sluCaja racionalizacije selektivnog HDACG6
inhibitornog profila derivata hidroksamske kiseline (jedinjenje B18), sintetisanog u
saradnji sa istrazivaCima na Univerzitetu Poitiers, Francuska. Jedinjenje B18 predstavlja
metil 1-((8-(hidroksiamino)-8-oksooktil)oksi)-2-naftoat i ispitivanjima enzimske HDAC
inhibicije pokazano je da selektivho inhibira HDACG6 izoformu (IC5=95 nM). Studijom
molekulskog dokinga je objasnjen selektivan profil inhibicije drugog katalitickog dzepa
HDACG6 izoforme u odnosu na sve ostale izoforme. Smatra se da je jedinjenje B18
selektivni inhibitor zbog voluminozne CAP grupe (naftalenski prsten intereguje
hidrofobnim T11-11 interakcijama sa povrSinskim fenilalaninskim bo¢nim ostacima) i
dodatno se stabilizuje na povrSini dZzepa 1-sumpor interakcijom sa metioninom 682.
Hidroksamska kiselina kooridinira kataliticki jon cinka Zn®* bidentatno u aktivnom dZepu
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HDACSG6. Pripremom doking protokola za ispitivanje vezivnih poza i orijentacija jedinjenja
B18 u ostalim HDAC izoformama, dobijena je jedinstvena platforma za predvidanje
vezivnih afiniteta novih derivata hidroksamskih kiselina na svih 11 metal-zavisnin HDAC
izoformi.

U podpoglaviju 4.7. je prikazana integrativna racunarska studija identifikacije novih cink-
vezivnih grupa koje mogu da unaprede strategije dizajniranja selektivnin HDACG6
inhibitora. Kombinacijom tehnika virtuelnog skrininga zasnovanog na trodimenzionalnoj
strukturi ciljnog mesta (HDAC6 enzima), molekulskog dokinga i molekulske dinamike
identifikovana je nova nehidroksamska cink-vezivna grupa, 2-aminometil-benzimidazol.
Predvideno je da 2-aminometil-benzimidazol bidentatno koordinira kataliti¢ki jon Zn®* u
katalitickom dzepu HDACG6 izoforme, dok je koordinacija jona Zn%" u ostalim izoformama
(HDAC1, HDAC4 i HDACS8) predvidena sa znaCajno manjim vrednostima funkcija
vrednovanja (CSFF). Razmatrajué¢i hemijsku strukturu predloZzene nove cink-vezivne
grupe, zaklju€eno je da ona predstavlja hibridni fragment koji sadrzi aromati¢ni linker i
cink-vezivnu grupu u strukturi.

U podpoglavljima 4.8. i 4.9. je prikazana strukturna analiza i fiziCko-hemijska
karakterizacija novosintetisanih derivata 1-(difenilmetil)-piperazina i 5,5-difenil-
imidazolidin-2,4-diona. Metode koje su koriS¢ene za reSavanje strukture
novosintetisanih jedinjenja su NMR spektroskopije (‘*H NMR i *C NMR eksperimenti),
kao i masena analiza visoke rezolucije (LC/ESI ToF masena spektrometrija). UspesSno
je sintetisano svih 11 predlozenih derivata na maloj sintetskoj skali (od polaznog
materijala prose¢ne mase 100 mg), u zadovoljavajuéim prinosima u opsegu od 17,86%
do 64,03%.

U podpoglavlju 4.10. je dat prikaz in vitro i in vivo biohemijskih testiranja i farmakolo$ke
karakterizacije antikancerske aktivnosti novisitetisanih derivate. Rezultati in vitro
odredivanja inhibitorne koncentracije (ICso) sintetisanih jedinjenja na Cetiri izoforme
(HDAC1, HDAC3, HDACG6 i HDACS) su izdvojila 7 nanomolarnin HDACG inhibitora od
ukupno 11 derivata hidroksamskih kiselina sintetisanih u ovoj doktorskoj disertaciji
(uspesnost, odnosno hit rate pri dobijanju HDACG6 inhibitora je 64%). Detaljnim
tumacenjem profila HDAC inhibicije, identifikovana su tri jedinjenja (BDR-6, BDR-9 i
FDR-2) koja imaju veCe indekse selektivnosti nego polazno jedinjenje skriptaid (indeksi
selektivnosti HDAC1/6 su redom 25,4; 47,5 i 73) u odnosu na indeks selektivnosti
skriptaida HDAC1/HDAC6=6,5. Projekat racionalnog dizajniranja novih inhibitora je
uspesno doprineo otkricu novih, malih organskih molekula, kao selektivnih HDAC6
inhibitora. Skriningom citotoksicnih aktivnosti novosintetisanih jedinjenja na dve celijske
linije (trostruko negativne celije kancera dojke MDA-MB-231 i estrogeni receptor
pozitivne Celije kancera dojke MCF-7) pronadeno je da jedinjenja BDR-6, BDR-8, BP-8,
BDR-9 i FDR-4 imaju umerene citotoksic¢ne efekte na ispitivanim ¢elijama kancera dojke
(srednja vrednost ICsp oko 50 pM). Najprominentniji efekat na indukciju apoptoze
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kancerskih ¢elija ima neselektivni, nanomolarni HDAC inhibitor BDR-8, dok selektivni
HDACSG inhibitori BDR-6 i BDR-9 dovode do indukcije apoptoze tek nakon 72 ¢asa od
tretiranja celija. Inhibitor BDR-8 (pri koncentracijama ispod njegove ICso vrednosti 10 i
20 pyM) koncentraciono i vremenski zavisno indukuje ranu apoptozu, u obe celijske linije
(preko 50% u MDA-MB-231 celijama i preko 30% u MCF-7 ¢elijama nakon 72 sata).
Smatra se da je najverovatniji mehanizam indukcije apoptotske kaskade u obe Celijske
kulture kancera dojke unutrasnji put apoptoze (promenom mitohondrijskog
membranskog potencijala, A¥m). Jedinjenje BDR-8 pokazuje najdramaticniji pad A¥m
nakon tretiranja obe kancerske linije.

U pokusSajima da se dodatno rasvetle mehanizmi antikancerskog efekta jedinjenja BDR-
8, ispitivanjima promena u progresiji Celijskog ciklusa na MCF-7 c¢elija doslo se do
zakljuCka da postoji zastoj u S i G2/M fazama ciklusa, uz koncentraciono zavisni porast
nakupljanja MCF-7 celija u G2/M fazi. Tretiranjem MDA-MB-231 ¢elija BDR-8
inhibitorom primecéen je najveci procenat ¢elija u sub-G1 fazi (pri koncentracijama od 10
i 20 uM, celije su apoptoti¢ne), zbog €ega se smatra da je primarni mehanizam BDR-8
jedinjenja indukcija apoptoze pri testiranim koncentracijama, nego zastoj u celijskom
ciklusu.

Ispitivanjem antimigratornih i antiinvazivnih osobina jedinjenja BDR-8 u testovima
transwell migration i matrigel invasion na MDA-MB-231 celijjama, zaklju¢eno je da
neselektivni nanomolarni BDR-8 inhibitor inhibira u visokim procentima migratorna
(68%) i invazivna (59%) svojstva ovih trostruko-negativnih celija kancera dojke.
Iznenadujuce, selektivni HDACG6 inhibitor, jedinjenje BDR-9 na istim c¢elijama ne
pokazuje antimigratorne osobine. U migracionom testu (wound-healing) na MCF-7
Celijama je dokazan znaCajan antimigratorni potencijal BDR-9 selektivnog HDACG6
inhibitora, Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima o efektima selektivne inhibicije
HDACEG6 izoforme.

Kao glavni rezultat ove doktorske disertacije izdvaja se jedinstvena in silico platforma za
identifikaciju i dizajn novih, selektivnih HDACS6 inhibitora kao malih organskih molekula.
Ova platforma je u daljim istrazivanjima translirana na sintetske strategije za
ekonomic¢no dobijanje novih, selektivnin HDACG inhibitora koji mogu da posluze kao
hemijske probe za ispitivanje odnosa ciljino mesto delovanja-modulacija bolesti u
buducim istrazivanjima.



3. Uporedna analiza rezultata disertacije sa podacima iz literature

U okviru poglavlja Rezultati i diskusija, dobijeni rezultati istrazivanja su detaljno
analizirani i razmatrani u kontekstu dostupnih literaturnih podataka.

U prvom delu doktorske disertacije je obrazlozena teorijska osnova i znacCaj pripreme
3D-QSAR modela u dizajniranju novih inhibitora. U periodu kad je autor disertacije
objavio studiju dizajniranja selektivnih HDACG6 inhibitora (Ruzic et al., 2019), nisu
postojale komparativne QSAR studije u kojima je prikazano poredenje strukturnih
determinantni koje defeiniSu selektivnost ka odgovaraju¢oj HDAC izoformi. Uvidom u
bazu PubMed, pronadene su 64 publikacije u kojima su objavljene 3D-QSAR studije
koje definiSu HDAC inhibitornu aktivnost. Medu pronadenim radovima, postoji 6 radova
u kojima je pomocu 3D-QSAR studija spregnutim sa drugim in silico tehnikama
pristupljeno problemu selektivnosti ka odredenoj HDAC izoformi. Prvi pokus$aji 3D-
QSAR modelovanja inhibitora selektivnih za klasu Il HDAC-ova su publikovani 2008.
godine (Ragno et al., 2008). Nakon skoro jednu deceniju, publikovane su studije koje
ispituju kvantitativne odnose strukture i HDAC2 (Pham-The et al., 2017), HDACS8
(Kashyap & Kakkar, 2020a, 2020b) i HDAC1 inhibicitorne aktivnosti (Sirous et al.,
2020). Medu navedenim publikacijama, ne postoje studije u kojima su pripremljeni 3D-
QSAR modeli za dve ili viSe HDAC izoenzimskih inhibitora. U skladu sa navedenim
informacijama, u ovoj disertaciji je prvi put prikazano poredenje dva 3D-QSAR modela
za grupe inhibitora jedarne izoforme HDAC1 i citoplazmatske izoforme HDACG6 i
izvedeni su zakljucci o strukturnim osobinama koje treba da poseduju jedinjenja da bi se
povecala inhibitorna aktivhost ka HDAC6 enzimu, a smanijila inhibitorna aktivnost na
HDAC1 izoformi. Konac¢no, zaklju¢eno je da su hidrofobnost i molekulska zapremina
CAP grupe, kao i priroda (alifaticni i/ili aromati¢ni) i duzina alifaticnog ugljovodoni¢nog
linkera (optimalno 5 ugljenikovih atoma) glavne strukturne determinante koje treba da
budu smernice za dizajniranje selektivnih HDACG6 inhibitora.

Problem dizajniranja selektivnih HDACG6 inhibitora se i dalje u krugovima medicinskih

hemiCara razmatra kao ambivalentan. Razlozi za sintezu i dizajniranje selektivnih
HDACSG inhibitora su:
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e Bezbedniji profil selektivnih HDACG6 inhibitora u odnosu na neselektivne HDAC
inhibitore (Shah, 2019).

e Zbog citoplazmatske lokalizacije, inhibitori HDACG6 izoforme ne pripadaju grupi
citotoksiCninh hemioterapeutika kada se primene u selektivnim koncentracijama
(Gaisina et al., 2016).

Koristeéi biofizicke metode, dve istrazivaCke grupe su 2016. godine priloZile prve
kristalografske strukture HDACG6 izoforme (Hai & Christianson, 2016; Miyake et al.,
2016). Tada su istrazivaci Christianson i Hai deponovali nekoliko kristalnih struktura
kompleksa HDACG6-inhibitor Cije je poreklo bilo iz zebrica (Danio rerio, zebrafish). Zbog
problema sa kristalizacijom miSje i humane HDACG6 izoforme u radu istih autora
objavljena je i struktura humanog drugog katalitickog domena (CD2) u kompleksu sa
trihostatinom A (PDB:5EDU). Zbog visokih procenata identiteta i slicnosti u amino-
kiselinskoj sekvenci izmedu humane izoforme i izoforme dobijene iz zebrica, smatra se
da je izuCavanje kompleksa HDACG6—-inhibitor iz zebrica validan i pouzdan model za
racunarske studije dizajniranja HDACG inhibitora (Hai & Christianson, 2016).

Poznato je na osnovu biofizi¢kih istrazivanja (kistalografije zasnovana na X-zracima) da
hidrofobne CAP grupe intereaguju sa manjim dzZepovima na povrSini HDAC6 enzima,
Ciju povrSinu odreduju hidrofobne bo¢ne rezidue amino kiselina (Roche & Bertrand,
2016). U saglasnosti sa prethodno definisanim osobinama povrSine katalitickog dzepa
HDACG6 izoforme, u in silico istrazivanjima u ovoj doktorskoj disertaciji je takode pre i
nakon objavljivanja kristalnih struktura pokazano da je hidrofobnost CAP grupe vazna
strukturna determinanta koja doprinosi selektivnosti ka HDACG6 izoformi (Ruzic et al.,
2019). Dodatno, nakon primene tehnike molekulskog dokinga, potvrdeno je da su
izabrane hidrofobone CAP grupe u strukturama novodizajniranih inhibitora
komplementarne sa malim, hidrofobnim dZepovima na obodu katalitickog HDAC6 dzZepa
(Bouchet et al., 2019).

Sinteza novodizajniranih jedinjenja (derivata 1-difenilmetil piperazina) je izvedena
najcesce koriScenom reakcijom za dobijanje derivata hidroksamskih kiselina, u kojoj se
odgovarajuci metil estri u baznoj sredini u metanolu kao rastvaracu konvertuju do
derivata hidroksamske kiseline ( Reddy et al., 2000; Butler et al., 2010).

Sinteza novodizajniranih derivata hidroksamskih kiselina iz klase derivata 5,5-difenil-
imidazolidin-2,4-diona je zbog nestabilnosti heterociklusa imidazolidin-2,4-diona
(imidska grupa u strukturi je nestabilna u prisustvu hidroksilamina) izvedena koristeci
komercijalno dostupan donor hidroksilamina. Derivat koji je koriS¢en u ovoj doktorskoj
disertaciji je O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)hidoksilamin, slichom sintetskom procedurom
koja je opisana za sintezu skriptaida, koji takode sadrzi imidsku grupu u strukturi
(Fleming et al., 2015). Sinteza supstituisanih hidroksamata zasniva se na aktivaciji
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karboksilne  kiseline  kuplujuéim reagensima (najce$¢e EDC, 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid u obliku hidrohloridne soli) uz hidroksibenzotriazol
(HOBt) u odgovaraju¢em rastvaracu (DCM, DMF). Intermedijerdni hidroksamat je Cesto
lipofilniji, pa ga je moguce hromatografijom na koloni izolovati i ukloniti polaznu
karboksilnu kiselinu. Deprotekcija zasti¢enog hidroksamata se izvodi uz koriS¢enje p-
toluensulfonske kiseline (p-TsOH) (Alam, 2019).

Sintetisanih 11 derivata hidroksamskih kiselina u ovoj doktorskoj disertaciji su nova
jedinjenja, koja ne mogu biti pronadena u dostupnim bibliotekama organskih jedinjenja,
kao $to su Enamine (Enamine database), SciFinder (CAS SciFinder"), Life Chemicals
(Life Chemicals). Uspesnost racunarske studije dizajniranja inhibitora izoforme histon
deacetilaze 6 moze se statistiCki opravdati kroz koncep hit rate-a u otkricu lekova (Zhu
et al., 2013) koji u ovoj disertaciji iznosi 64% (broj jedinjenja koja imaju nanomolarne
vrednosti IC5p na HDACG6 izoformi je 7 u odnosu na ukupan broj sintetisanih jedinjenja
11).

Zbog prethodno opisane citoplazmatske lokalizacije HDACG izoforme i implikacija u
deacetilaciji proteina koji ulaze u sastav citoskeleta, o¢ekivano je da inhibicija HDAC6
interferira sa procesima progresije tumora. Drugim rec€ima, selektivni HDACG6 inhibitori
predstavljalju obecavajucu klasu inhibitora koji u precizno definisanim koncentracijama
pri in vitro i in vivo uslovima treba da inhibiraju nastanak i diseminaciju metastatskog
fenotipa maligne bolesti, pre nego da indukuju citotoksi¢ni efekat (Haggarty et al.,
2003; Ling et al., 2018).

Razmatrajuéi in vitro enzimske rezultate, pokazano je da derivati koji sadrze alifaticni
linker (broj ugljenikovih atoma >5) i aromaticni linker u strukturi jedinjenja doprinose
nanomolarnom afinitetu jedinjenja ka HDACG izoformi (Porter et al., 2017; Wang et al.,
2018). U saglasnosti sa rezultatima istrazivaCke grupe profesora Alana Kozikowskog
(Gaisina et al., 2016) sintetisani selektivni HDACG inhibitori u ovoj doktorskoj disertaciji
ne pokazuju izrazen citotoksi¢ni efekat na celijama kancera dojke (jedinjenja BDR-6,
BDR-9, tubastatin A) u poredenju sa potentnim neselektivnim HDAC inhibitorom (BDR-
8). Male strukturne perturbacije u strukturi derivata 1-benzhidrilnog piperazina (promena
duzine alifaticnog linkera) su doprinele razjasnjavanju odnosa hemijske strukture HDAC
inhibitora i njihovog citotoksi¢nog efekta.

Konacno, za razliku od neselektivnog inhibitora BDR-8, selektivni inhibitori sintetisani i
prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju proapoptotski efekat pri tretmanu celija
kancera dojke na visokim koncentracijama. Koncentracije inhibitora koriS¢ene u ovim
istrazivanjima su u rasponu od 10 — 75 pyM, za koje se smatra da neselektivno inhibiraju
i ostale HDAC izoforme u ispitivanim celijama (Depetter et al., 2019). Zbog toga
selektivni HDACG inhibitori, pri navedenim eksperimentalnim uslovima, pokazuju
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klasi¢ne epigeneticke antikancerske efekte (indukcija rane faze apoptoze preko
unutradnjeg puta, zastoj u Celijskom ciklusu), sa posebnim akcentom da se ovi efekti ne
uoCavaju ranije od 72 sata nakon tretiranja kancerskih c¢elija. Zbog svega navedenog,
potrebno je u buducim istrazivanjima tehnikom western blot-a odrediti selektivhe
koncentracije HDACG inhibitora in vivo pri kojima ne dolazi do hiperacetilacije histona
H3 i H4, kao biomarkera inhibicije jedarnih HDAC izoformi (Beyer et al., 2017).

Konacno, u ovoj doktorskoj disertaciji su sintetisani selektivni HDACG inhibitori, kao
jedinjenja sa antimigratornim osobinama u testu zarastanja rana (wound-healing). Za
razliku od selektivnih HDACG6 inhibitora, snazan antimigratorni i antiinvazivni efekat na
MDA-MB-231 ¢elijama (u testovima transwell migration i matrigel invasion) pokazalo je
jedinjenje BDR-8, kao neselektivni HDAC inhibitor. Ovi rezultati su u skladu sa
prethodno objavljenim rezultatima o povezanosti inhibicije histon deacetilaza sa
redukcijom migratornog i invazivnog fenotipa kancera dojke (Park et al., 2011).
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histone-deacetylase 6 inhibitor, COST conference CM1406 EpiChemBio, September
28-29, 2015, Budapest, Hungary (oral presentation)

Ruzic D, Nikolic K, Agbaba D, Ganesan A. Molecular docking studies into new
crystal second catalytic domain of HDAC6. CM1406 — Epigenetic Chemical Biology
(EPICHEMBIO) — COST CM1406. WG1 Scientific Workshop — EPIGENETIC
CHEMICAL PROBES. Belgrade, 16. January 2017. page 16. (oral presentation)
Ruzic D, Agbaba D., Nikolic K. Ganesan A. Molecular modelling — design of
selective Histone Deacetylase 6 epigenetic inhibitors, Department of Biophysical
Chemistry, Max Planck University, Goettingen, Germany (August 19, 2016) p.15
(oral presentation)
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4.

Ruzic D, Djokovic N, Petkovic M, Agbaba D, Lahtela-Kakkonen M, Nikolic K, A.
Ganesan. Computer aided design of histone deacetylase inhibitors. Epigenetic
Chemical Biology — Action CM1406, Computational Methods in Drug Design.
Training School 22 — 24 March 2018, Istanbul, Turkey (oral presentation)

D. Ruzié, N. Djokovi¢, M. Petkovi¢, D. Agbaba, M. Lahtela-Kakkonen, A. Ganesan
and K. Nikolic. Rational design of selective histone deacetylase inhibitors. 14th
International Conference on Fundamental and Applied Aspects of Physical
Chemistry), September 26-30, 2018, Belgrade, Serbia. PHYSICAL CHEMISTRY
2016 (oral presentation), Volume 1, 923-929p.

Ruzic, D., Djokovic, N., Petkovic, M., Agbaba, D., Gul, S., Lahtela-Kakkonen, M.,
Ganesan, A., and Nikolic, K. Rational design and evaluation of selective HDAC

inhibitors. EpiChemBio WG1 meeting, Salerno, 4-5 March 2019, (oral presentation)

Spisak medunarodnih saopstenja Stampanih u izvodu M34:

1.

Ruzic D., Nikolic K, Agbaba D. A theoretical study of interaction between HDAC-1
and HDAC-6 enzymes and in silico designed inhibitors, Fourth Conference of Young
Chemists of Serbia, Belgrade, Serbia, November 5, 2016. 101p.

Ruzic D, Nikolic K. Agbaba D, Gansesan A. Computer aided drug design — a step
closer to selective HDAC-6 inhibitor? 3rd Freiburg Epigenetic Spring Meeting and
COST Action EpiChemBio CM1406, Freiburg (10-13. April 2016)

Ruzic D, Sencanski M, Nikolic K, Agbaba D, Ganesan A. Structural insight in HDAC-
6 inhibition: Molecular docking studies of naphthalimide based HDAC inhibitors,
COST Action EpiChemBio CM1406, Groningen (15-16. September 2016), 27-28p.

. L. A. Alves Avelar, D. Ruzic, K. Nikolic, T. Kurz. Design and synthesis of novel

Histone Deacetylase 6 zinc binding groups, EpiChemBio (CM1406) and MuTaLig
(CA15135) COST actions joint meeting 2017 Porto (PT), Sept 22-24 2017

D. Ruzic, M. Petkovic, D. Agbaba, K. Nikolic and A. Ganesan. HyDroxAmiC acid in
HDAC inhibitors — Valuable, though not irreplaceable Zinc Binding Group, COST
Action EpiChemBio CM1406, The Many Faces of Epigenetics. Multidisciplinary
Perspectives "over" Genetics, 6-8 December 2017, Maison Francaise d'Oxford

K. Nikolic, D. Ruzic, N. Djokovic, M. Petkovic, D. Agbaba, M. L. Kakkonen and A.
Ganesan. Computer-aided drug design of selective histone deacetylase inhibitors, J
Org Inorg Chem 2018, European Congress on Advanced Chemistry July 12-13 2018
Paris, France, Volume: 4 DOI: 10.21767/2472-1123-C2-005

Dusan Ruzic, Katarina Nikolic, Milos Petkovic, A. Ganesan, Danica Agbaba.
Rational drug design of histone deacetylase 6 inhibitors, International Symposium on
Medicinal Chemistry (EFMC), Ljubljana, Slovenia, 2-6. 2018

D. Ruzic, D. Agbaba, K. Nikolic. Medicinska hemija inhibitora histon deacetilaze 6 —
in silico pristup dizajnu lekova, Arh.farm 2018;68: 380-381 (FHA-P3)
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10.

11

12.

Katarina Nikolic, Dusan Ruzic, Milan Beljkas, Milos Petkovic, Sheraz Gul, Juan F.
Santibanez and Tatjana Srdic-Rajic. Is there a borderline between cytotoxic and
antimetastatic effects of selective Histone deacetylase 6 inhibitors in solid
malignancies? 56™ Cancerology week, Hotel Crowne plaza, November, 6 - 9. 2019,
Belgrade, Serbia

Ruzic, D., Petkovic, M., Gul, S., Santibanez, J.F., Srdic-Rajic, T., Nikolic, K. (2021).
Novel 1-benzhydryl piperazine derivative inhibits the migration and invasiveness of
breast cancer cells: Synthesis, molecular modelling and biological characterization.
EACR 2021 Congress, Innovative Cancer Science: Better Outcomes Through
Research, Virtual Congress, 9 — 12 June, 2021.

.Ruzic, D., Djokovic, N., Petkovic, M., Agbaba, D., Gul, S., Lahtela-Kakkonen, M.,

Ganesan, A., Santibanez, J.F., Srdic-Rajic, T., Nikolic, K. (2021). Rational design,
synthesis and in vitro testing of selective HDAC6 and SIRT2 inhibitors, EFMC-ICMS
International Symposium on Medicinal Chemistry, Virtual Event, Aug. 29-
Sept.2,2021, T021(360).

Ruzic, D., Petkovic, M., Bernhard, E., Gul, S., Santibanez, J.F., Srdic-Rajic, T.,
Nikolic, K. (2021). Synthesis, molecular modelling and biological characterization of
novel antimigratory and anti-invasive 1-benzhydryl piperazine derivatives. EFMC-
ICMS International Symposium on Medicinal Chemistry, Virtual Event, Aug. 29-
Sept.2,2021, TO33(372).
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6. Zakljuéak — obrazlozenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

U okviru doktorske disertacije kandidata magistra farmacije DuSana B. RuZica
prikazane su tri koordinisane studije: in silico racionalni dizajn selektivnih HDACG6
inhibitora, sinteza odabranih dizajniranih inhibitora, kao i in vitro (enzimska i Celijska)
bioloSka ispitivanja novodizajniranih jedinjenja na ¢elijama kancera dojke (MDA-MB-231
i MCF-7).

U prvom delu doktorske disertacije kandidat Dusan Ruzi¢ je prikazao komparativhe
modele kvantitativnih odnosa trodimenzionalne strukture i aktivnosti (3D-QSAR) za
inhibitore dve izoforme histon deacetilaza (HDAC1 i HDACG). Skup jedinjenja koriS¢en
za pripremu oba modela sadrzZi preko 80% zajednickih inhibitora, zbog Cega je bilo
neophodno pripremiti bioaktivne konformacije inhibitora u studiji molekulskog dokinga
na obe izoforme. lzdvajanjem konformacija inhibitora nakon molekulskog dokinga
umesto geometrijskih optimizacija inhibitora, preciznije je definisan hemijski prostor
inhibicije HDAC1, odnosno HDAC6 enzima. Analiza rezultata oba 3D-QSAR modela
(interpretacije  GRIND deskriptora) posluzila je za pretragu novih, heterocikli¢nih
fragmenata iz dostupnih virtuelnih baza jedinjenja. Za sinteze su odabrane najisplativije
heterociklicne CAP grupe sa slicnhim fiziCko-hemijskim osobinama kao i poznati
selektivni HDACG inhibitori.

U drugom delu doktorske disertacije je prikazana sinteza i strukturna analiza derivata 1-
(difenilmetil)-piperazina i 5,5-difenil-imidazolidin-2,4-diona. Pomenuti derivati nisu do
sada poznati u naucnoj literaturi i sadrze nove hemijske skelete u okviru hemijskog
prostora selektivnih HDACG inhibitora.

U tre¢em delu doktorske disertacije kandidat je prikazao in vitro enzimsko profilisanje
sintetisanih jedinjenja, pri ¢emu su izdvojena dva nanomolarna selektivna HDAC6
inhibitora i jedan nanomolarni dualni HDACG6/8 inhibitor. U poredenju sa selektivnim
HDACG6 inhibitorima u ovoj doktorskoj disertaciji, testiran je i neselektivni HDAC
inhibitor, jedinjenje BDR-8 koji potentno inhibira Cetiri izoforme (HDAC1, HDACS,
HDAC6 i HDAC8) u nanomolarnim koncentracijama. Ispitivanjem uticaja sintetisanih
HDAC inhibitora na indukciju apoptoze, promenu mitohondrijskog membranskog
potencijala, zastoja u celijskom ciklusu, kao i na procese migracije i invazije cCelija
kancera dojke, izdvojen je BDR-8 inhibitor kao obecéavaju¢i antikancerski
hemioterapeutik. Poredenjem efekata BDR-8 inhibitora sa efektima dva nova, selektivha
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HDACG6 inhibitora (BDR-6 i BDR-8), zakljuteno je da BDR-8 ima najpotentniji
antikancerski i antimetastatski profil.

7. Provera originalnosti doktorske disertacije

OCENA IZVESTAJA O PROVERI ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se
brane na Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izveStaju iz programa iThenticate kojim je
izvrSena provera originalnosti doktorske disertacije:

,Racionalni dizajn, sinteza i in vitro ispitivanja selektivnih inhibitora histon
deacetilaze 6°, kandidata magistra farmacije Dusana Ruzi¢a, konstatujem da
utvrdeno podudaranje teksta iznosi 5 %.

Ovaj stepen podudarnosti posledica je citata, licnih imena, bibliografskih podataka o
koriSéenoj literaturi, opstih mesta i podataka, kao i prethodno publikovanih
rezultata doktorandovih istrazivanja, koji su proistekli iz njegove disertacije, sto je
u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika.

Na osnovu svega iznetog, a u skladu sa ¢lanom 8. stav 2. Pravilnika o postupku provere
originalnosti doktorskih disertiija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu, izjavljujem
da izveStaj ukazuje na originalnost doktorske disertacije, te se propisani postupak
pripreme za njenu odbranu moZze nastaviti.

Datum

17. 03. 2022. godine

Mentor

Prof. dr. Katarina Nikoli¢

Katedra za farmaceutsku hemiju

21



Farmaceutski Fakultet, Univerzitet u Beogradu

8. Predlog komisije za ocenu zavrSene doktorske disertacije

Na osnovu izlozenog, Komisija zakljuCuje da je kandidat magistar farmacije DuSan
Ruzi¢ uspesno realizovao postavljene ciljeve istrazivanja i da rezultati prikazani u ovoj
doktorskoj disertaciji predstavljaju znacajan nauéni doprinos u oblasti Farmaceutske-
medicinske hemije i strukturne analize.

Rezultati doktorske disertacije publikovani su u 2 rada u vrhunskim medunarodnim
Casopisima (M21), 1 radu u istaknutom medunarodnom &asopisu (M22), 6 usmenih
saopstenja (M32) i 12 saopStenja na medunarodnim naucnim skupovima Stampana u
izvodu (M34).

Komisija u navedenom sastavu pozitivho ocenjuje doktorsku disertaciju magistra
farmacije DuSana Ruzic¢a i predlaze Nastavno-nau¢nom veéu Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj lzveStaj o zavrSenoj doktorskoj disertaciji i
uputi ga Vecu naucCnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu
odbranu doktorske disertacije pod nazivom:

,Racionalni dizajn, sinteza i in vitro ispitivanja selektivnih inhibitora histon
deacetilaze 6,

Clanovi Komisije

Dr sc. Olivera Cudina, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr sc. Milo$ Petkovi¢, vanredni profesor,

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet
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Dr sc. Tatjana Srdi¢-Raji¢, nau€ni savetnik,

Institut za onkologiju i radiologiju Srbije



