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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farm. Vladimira Doéida pod nazivom Dizajniranje,
sinteza, fiziko-hemijske i bioloSke osobine amida Kkortienskih Ildelina
antiinflamatornih steroida“ napisana je na 212 stransadrzi 43 slika3 Seme i30



tabela.Sastoji se od sledi poglavlja: Uvod, Cilj radaEksperimentalni deo, Rezultati i
diskusija, Zaklj¢ak, Literatura, Prilozi i BiografijaU doktorskoj disertaciji citirano je
245literaturnih referenci.

Za izvalenje eksperimenata na zivotinjama dobijena je sagkt Etkog Komiteta

Vojnomedicinske akademije u Beogradu (broj dozvog10-2013).

2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je sintezeadeset dva I¥karboksamidna
derivata glukokortikoida. Sintetisani derivati pséavljaju amide kortienskih kiselina iz
pet glukokortikoida (hidrokortizon, prednizolon, titgrednizolon, deksametazon i
betametazon) sa metil i etil estrima aminokiseliKartienske kiseline su metaboliti
glukokortikoida koji ne poseduju antiinflamatornktignost. 1zbor aminokiselina koje su
koris&¢ene u sintezi amida je izvrSen primenalocking studija. Ispitano je vezivanje
osamnaest P¥karboksamidnih derivata glukokortikoida (amidi #enskih kiselina iz
hidrokortizona, prednizolona i metilprednizolonansetil i etil estrima Sest aminokiselina
- L-glicin, L-alanin, B-alanin, L-serin, L-histidin i L-fenilalanin) za w@kokortikoidni
receptor (GR). Energije vezivanja i efikasnost ida ovih derivata su upalene sa
deksametazonom i kortienskom kiselinom iz predoizal Odabrane swetiri
aminokiseline (L-glicin, L-alaninp-alanin i L-fenilalanin), a njihovi metil i etil &3 su
iskorig&eni za sintezu I3¥karboksamidnih derivata konvencionalnih glukoKarida.
Formiran je i troparametarski eksponencijalni mod#lejim je izvrSeno preddanje
afiniteta odabranih jedinjenja za GR.

Sinteza amida kortienskih kiselina je izvrSena & daze. Prva faza je perjodna
oksidacija  glukokortikoida  (hidrokortizona, predoliana, metilprednizolona,
deksametazona i betametazona) do odgowadjortienske kiseline. U ovoj reakciji je
upotrebljen vodeni rastvor perjodne kiseline, atikoske kiseline su sintetisane u
visokom prinosu (90 - 97,5%). U drugoj fazi izvrage sinteza amida reakcijom izdue

kortienskih kiselina i metil, odnosno etil estardabranih aminokiselina. Amidi su



sintetisani primenom kuplugeg reagensa (N,N’-dicikloheksilkarbodiimid (DCCj 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)) i -hidroksibenzotriazola (HOBt) u
prisustvu trietilamina (TEA) prema sledm postupcima:

1. jednostepeni postupak, uz upotrebu EDC, HOEEAT
2. dvostepeni postupak, uz upotrebu DCC, HOBt i TEA

Dvostepenim postupkom su sintetisani amidi wajre boljem prinosu (31,8 — 83,5
%) u odnosu na jednostepeni postupak (15,3 - 61S¥ukture icistoca sintetisanih
jedinjenja potvéene su hromatografskim tehnikama (TLC i HPLC), dok@njem
temperature topljenja i spektroskopskim metodam&/\S, FT-IR, *H NMR, *C
NMR, MS TOF i MS-MS).

Lipofilnost sintetisanih jedinjenja je ispitanampenom konvencionalnghake-flask
metode i izrédunati su particioni koeficijenti oktanol/voda (logPNa osnovu dobre
korelacije izmdu logP i izr&unatih hromatografskih parametara, predlozen jeTRE-
sistem za jednostavnu i brzu procenu lipofilnodibrimirani su matematki modeli za
predvitanje logP vrednosti novosintetisanih amida kortiéngiselina.

In vitro procena permeabilnosti i retencije u kozi sintatia amida je izvrSena
primenom paralelnog testa permeabilnosti na vkBta membrana €ng. Parallel
Artificial Membrane Permeability AssayPAMPA) i bioparticione micelarne
hromatografije (BMC). Svi derivati metil estra Lnaigalanina i amid kortienske kiseline
iz metilprednizolona sa etil estrofialanina (MPEA) imaju v&l retenciju u odnosu na
polazne glukokortikoide, a od ovih derivata jediDdPEA nema zn&jno veu
permeabilnost u odnosu na polazni metilprednizokto, ga izdvaja kao derivat sa
potencijalno najpovoljnijim osobinama za lokalnunmenu na kozi. Isti zaklgak o
permeabilnosti je dobijen i primenom BMC hromatdgkag sistema, kojim se
simuliraju uslovi u kozi. Ispitan je kvantitativnodnos strukture i osobina (eng.
Quantitative Structure Property RelationshipQSPR) i kvantitativni odnos strukture i
retencije (eng.Quantitative Structure- Retention RelationshipQSRR) ispitivanih
jedinjenja. Formirani su QSPR i QSRR modeli kopastavljaju funkcionalnu zavisnost

izmedu geometrijskih, termodinakih, fizicko-hemijskih i elektronskih molekulskih



deskriptora i odgovarafih PAMPA (logP: i R) i BMC (k) parametara. Na osnovu
odgovarajdeg QSPRR) modela, predloZzene su strukturne promene kojeebialo da
poboljSaju retenciju u kozi ispitivanih jedinjenja.

Lokalna antiinflamatorna aktivnost sintetisanihifgenja je ispitana primenom testa
inhibicije edema izazvanog krotonskim uljem na ytacova. Vrednosti maksimalne
inhibicije edema za sve derivate metil estra Lidanina, kao i za amide kortienske
kiseline iz hidrokortizona sa metil estrom L-alamietil estronf3-alanina i etil estrom L-
glicina (HA, HEA i HEG) su nize, dok su za ostaleridate skne ili viSe u odnosu na
maksimalnu inhibiciju edema odienu za deksametazon. Maksimalna inhibicija edema
se kod svih jedinjenja postize sa znatno nizim kotr@cijama u odnosu na
deksametazon (4,58 uM, u odnosu na 45,8 puM), Stoojerdeno za véinu derivata
zn&ajno nizom EGy vrednogu u odnosu na deksametazon. Derivati sa najboljom
lokalnom aktivno&u (najnizim vrednostima Ef i najviSim vrednostima maksimalne
inhibicije edema) su MPEA i amidi kortienske kiseliiz betametazona sa etil estrom L-
glicina (BEG), odnosno metil estrom L-glicina (B&istemski nezeljeni efekti ova tri
derivata su zn@mjno nizi u odnosu na sistemske nezeljene efekiesateetazona.
Metabolizam jedinjenja sa najnizom &Grrednogu (MPEA) predvien je primenom
programaMetabolizer Primenomdockingstudija predwiena je mogénost vezivanja za
GR i potencijalna glukokortikoidna aktivnost najeeatnijeg metabolita MPEA. Na
osnovu visokih vrednosti energije vezivanja i efikasti liganda, kao i odsustva
interakcije C3-karbonilne grupe sa GR, moze sekiwati slaba glukokortikoidna
aktivnost nastalog metabolita. Na osnovu toga, meeepretpostaviti da na bolju
sistemsku podnosljivost ovih jedinjenja quti metabolizam i slaba aktivnost glavnih
metabolita.

3D analizom kvantitativnog odnosa strukture i aktisti (eng.3D Quantitative
Structure - Activity Relationship 3D-QSAR) ispitivanih jedinjenja definisane su
farmakofore sa najéam uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivhdsormiran je 3D-
QSAR model i predlozene su struktukturne promeng ko trebalo da dovedu do
poboljSanja lokalne antiinflamatorne aktivnosti. ZaredloZzena nova jedinjenja,
predvilena je maksimalna inhibicija edema (3D-QSAR modglorafinitet za

glukokortikoidni receptor (troparametarskim ekspmiglnim modelom), kao i vrednosti



PAMPA parametara Idge i R (odgovarajaim QSPR modelima) i izdvojen je derivat sa

potencijalno najboljim osobinama za primenu na kozi

3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sgpodacima iz

literature

Lokalni glukokortikoidi su lekovi izbora u ¢enju inflamatornih i alergijskih
oboljenja razlkite etiologije u dermatologiji, pulmologiji, oftalohogiji, reumatologiji i
gastroenterologiji. Dugotrajna primena ovih lekawaze dovesti do ozbiljnih lokalnih i
sistemskih neZeljenih efekata, $to ogtama njihovu upotrebd.

U cilju dobijanja glukokortikoida sa visokom anfimmatornom aktivno&i i
minimalnim neZeljenim efektima, krajem osamdesegbdina sintetisani susoft
glukokortikoidi. Softglukokortikoidi nastaju modifikacijom Boog niza glukokortikoida
na polozaju C1f3. Ova modifikacija moze da ide u dva pravca: pergpdksidacija celog
boinog niza,&ime nastaje kortienska kiselifaili oksidacija primarnog alkohola na
poloZaju C21 do odgovaraje karboksilne kiselind.Soft glukokortikoidi su estri ili
amidi ovako sintetisanih kiselifd. Primeri soft glukokortikoida derivata kortienske
kiseline su loteprednoletabonat i etiprednoldikitat™® Biotransformacijom ovih
jedinjenja nastaju kortienske kiseline, koje suktigai i netokséni metaboliti.

Osim estara, sintetisan je i odem broj amida kortienskih kiselina sa alkil,
cijanoalkil, oksialkil, aminoalkil i aromathim aminima’® Prisustvo grupa u Boom
nizu na polozaju CI¥ koje grade vodotihne veze sa GR je neophodno za
glukokortikoidnu aktivnost® Formstecher i saradnici su sintetisali serijup-17
karboksamidnih derivata deksametazona sa ¢li aminima i ispitali nihovu
antiglukokortikoidnu  aktivnost. Jedinjenja sa najboljom antiglukokortikoidnom
aktivnofu su derivati alifatinih i aromatétnih amina koji nemaju funkcionalne grupe
koje mogu da grade voda@nie veze sa GR. Ovi rezultati ukazuju nacajaodonénih
veza ovog dela strukture za glukokortikoidnu aktism



Za sintezu novih 1F-karboksamidnih derivata glukokortikoida (amida tiemskih
kiselina) kao potencijalnitsoft lekova odabrane su aminokiseline. Aminokiseline su
netokséne i predstavljaju potencijalne metabolite ovihipgehja. Pored toga, u CR7
bocnom nizu ovih derivata je prisutna estarska gruga ima moganost da gradi
vodonine veze sa GR. Izbor aminokiselina je izvrSen naows rezultatadocking
studija, u kojima je simulirana interakcija osanstad P-karboksamidnih derivata
glukokortikoida sa GR. Ova jedinjenja su derivatidlukokortikoida (hidrokortizona,
prednizolona i metilprednizolona) i Sest aminokisel(metil estra L-glicina, metil estra
L-alanina, metil estra L-fenilalanina, metil estréhistidina, metil estra L-serina i etil
estraB-alanina). Na osnovu energije vezivanja i efikasinaganda (EL)***?kao i sltne
orijentacije u receptoru i interakcija sa receptora porgenju sa deksametazonom,
mogla bi se &ekivati izvesna glukokortikoidna aktivnost svih itsganih jedinjenja.
Jedinjenja sa velikim molekulskim masama i velikinojem nevodonikovih atom&esto
daju lazno pozitivni rezultat wocking studijama. Zbog toga se EL koristi kao bolji
kriterijum za rangiranje jedinjenf&.NajniZe vrednosti EL su iz¢anate za derivate metil
estra L-glicina, metil estra L-alanina i etil esfalanina, te se od ovih jedinjenja moze
ocekivati dobra lokalna antiinflamatorna aktivnost.

Sinteza kortienskih kiselina vrSi se perjodnom d&sijom glukokortikoida, uz
upotrebu perjodne kiseline ili natrijum-perjodata? za oksidaciju glukokortikoida
odabranih u ovoj studiji, primenjena su oba okdml@@ sredstva. Oksidacija
betametazona i deksametazona natrijum-perjodatgenbiia potpuna, Sto je otezavalo
postupak pré&scavanja ovih kortienskih kiselina i smanjivalo princeakcije. S druge
strane, upotrebom perjodne kiseline postize seupatpksidacija svih glukokortikoida
odabranih za sintezu amida kortienskih kiselina. ddaovu toga, perjodna kiselina je
odabrana kao oksidaciono sredstvo, a kortienskelikkés su sintetisane u visokim
prinosima (90 - 97,5%). Pored perjodne oksidagikokortikoidi se mogu oksidisati do
odgovarajdih kortienskih kiselina uvdenjem vazduha u reakcionu smeSu u prisustvu
kalijum-karbonatd® odnosno upotrebom kalijum superokstlaOva oksidaciona
sredstva se n&&e koriste za oksidaciju glukokortikoida koji sadraeetonid na
poloZzajima C16 i Cl7a (npr. fluocinolonacetonid), jer obezhgu bolji prinos

kortienske kiseline u odnosu na perjodnu oksidaciju



Sinteza amida kortienskih kiselina se vrsi primeriamplujuih reagenasa — EDC ili
DCC. Reakcija moze biti jednostepena ili dvostepedadnostepeni postupak
podrazumeva dodatak EDC, HOBt i TEA u reakcionu &mkoja sadrzi kortiensku
kiselinu i amin? U prvom koraku dvostepenog postupka, kortienskelkia reaguje sa
DCC i HOBt, pricemu nastaje estar kortienske kiseline sa HOBt.Uda@jrfazi, dodaje se
amin, pricemu nastaje amid kortienske kiseliieZa sintezu amida kortienskih kiselina
odabranih na osnovu rezultatackingstudija, primenjena su oba postupka. Dvostepeni
postupak omogtuje sintezu odabranih amida u Zapo boljem prinosu (31,8 - 83,5%) u
odnosu na jednostepeni postupak (15,3 - 61%). t&ate amidi su pr&sceni primenom
preparativne hromatografije na gravitacionoj kolonpreparativne TLC. Strukture i
cistoca sintetisanih jedinjenja potiene su hromatografskim tehnikama (TLC i HPLC),
odraiivanjem temperature topljenja i spektroskopskimadama (UV/VIS, FT-IR*H
NMR, 2°C NMR, MS TOF i MS-MS).

Particioni koeficijenti oktanol/voda (logP) sintdnih amida oddeni su primenom
konvencionalne shake-flask metode. Shake-flask metoda se smatra standardnom
metodom za ispitivanje lipofilnosti jedinjenja, @i odlikuju izvesni nedostaci. Za ovo
ispitivanje je potrebna relativno velika kitha rastvar&a i ispitivanih supstanci visokog
stepen&istoce, a vreme izvidenja je relativno dugdShake-flaskmetoda je u mnogim
sluiéajevima uspesSno zamenjena hromatografskim tehnikarfaLC i TLC (normalno-
fazna (NP) i, mnogoe&e, reverzno-fazna (RP) TLEJ®**°Maes i saradnici su odredili
logP grupe 1B-karboksamidnih derivata deksametazoshake-flask metodom i
predlozili RP-HPLC metodu kao alternativu za pracehpofilnosti ove grupe
jedinjenja’® Pregledom dostupne literature, TLC metoda nije erijivana za procenu
lipofilnosti amida kortienskih kiselina. U ovoj sliji ispitano je pet RP-TLC sistema,
koji predstavljaju binarne smeSe vode i organskegtvarga (metanola, etanola,
acetonitrila, tetrahidrofurana i acetona). Najbollorelacija izmdu izraunatih
hromatografskih parametara i logP vrednosti je jdoli u sistemu etanol/voda.
Formirani su i matematki modeli kojima je mogée jednostavno i pouzdano
predvitanje logP vrednosti novosintetisanih amida korténiselina primenom RP-

TLC sistema etanol/voda.



PAMPA test omogéuje brzu procenu permeabilnosti jedinjenja krozldske
barijere. Za procenu permeabilnosti i retencijeoii rimenjuju se dva PAMPA modela,
koji se razlikuju po hemijskom sastavu veékg® membrane. Prvi model predstavija
smesu silikonskog ulja i izopropilmiristata, kojisa prirodni sastojci humane koZea
drugi smesu certramida, holesterola i stearinskelikie?” Prvi model primenjen je za
procenu permeabilnosti i retencije u koZi C21 estgtukokortikoida> Isti model
primenjen je i u ovoj studiji. Za razliku od nafeg broja ispitanin C21 estara
glukokortikoida, koji pripadaju klasi 1ll permeamat (visoka retencija, niska
permeabilnost), svi amidi kortienskih kiselina ilggmi glukokortikoidi pripadaju klasi |
permeanata (niska retencija, niska permeabilndstyivati metil estra L-fenilalanina
(HF, PF, MPF i DF) i MPEA imaju zgajno veu retenciju u odnosu na polazne
glukokortikoide, dok derivat MPEA nema z@no veu permeabilnost u odnosu na
polazni metilprednizolon, Sto ga izdvaja kao derisa potencijalno najboljim odnosom
retencija/permeabilnost kroz kozu.

BMC predstavljain vitro tehniku za brzu procenu permeabilnosti jedinjeajaz
bioloSke membrane. Hromatografski sistem kojim iseubraju uslovi u ljudskoj kozi
¢ine C18 kolona (stacionarna faza) 1 rastvor nejogsk surfaktanta
polioksietilen(23)lauril etra (Brij35) u puferu p& 5,5 (mobilna faza), na temperaturi od
36,5C.** Retenciono pona3anje sintetisanih amida kortiendti#elina i polaznih
glukokortikoida ispitano je u ovom BMC sistemu. Xafe vrednosti retencionog faktora
(k) imaju derivati metil estra L—fenilalanina (HF, R¥PF i DF), te se od ovih jedinjenja
oc¢ekuje najvéa permeabilnost kroz kozu.

Primenom QSPR i QSRR analize rezultata PAMPA tastAMC ispitivanja
identifikovane su funkcionalne grupe koje bi trebada imaju najvé& uticaj na
permeabilnost i retenciju u kozi. Formirani su modeji se mogu Kkoristiti za
predvidanje permeabilnosti i retencije u kozi novih amkdatienskih kiselina.

Ispitivanje lokalne antiinflamatorne aktivnosti geno je modifikovanim testom
inhibicije edema izazvanog krotonskim uljem na plagova, koji su predlozili Tonelli i
saradnic> Svi sintetisani amidi dostizu maksimalnu inhibicgadlema u znatno nizoj
koncentraciji (4,58/M) u odnosu na deksametazon (4GN3), Sto je za v&nu derivata

potvideno zna&ajno nizim EG, vrednostima (0,72 - 22,9240M) u odnosu na



deksametazon (37,18M). Amid kortienske kiseline iz metilprednizolona satinestrom
L-glicina (MPG), MPEA, BG i BEG imaju ziajno viSe, dok ostali derivati imaju &the

ili nize vrednosti maksimalne inhibicije edema unogu na deksametazon. Sistemski
nezeljeni efekti glukokortikoida i njihovih deriatukljutujuci soft glukokortikoide) se
javljaju zbog interakcije ovih jedinjenja sa glukoikoidnim receptorima u organizmu
(npr. u timusu i slezini). Kim i saradnici su sitgali nekoliko 20-karboksamidnih
derivata prednizolona, ispitali njihovu lokalnu iarftamatornu aktivnost i sistemske
neZeljene efekt® Derivati sa najboljom lokalnom antiinflamatornortiano&u su
imali i najizraZzenije sistemske neZeljene efekietpdstavlja se da je brza metabkdi
inaktivacija ovih jedinjenja onemogena zbog hidrolitike stabilnosti amidne grugé.
Procena sistemskih nezeljenih efekata jedinjemgaivanih u ovoj disertaciji je izvrSena
nakon jednokratne primene krotonskog ulja i petwdee primene tri derivata sa
najboljom lokalnom antiinflamatornom aktivies (MPEA, BEG i BG). Sistemski
nezeljeni efekti su izrazeni kao procenat smanjemgge timusa i slezine u odnosu na
kontrolnu grupu. Sistemski nezeljeni efekti ovilridata su zn&jno nizi u odnosu na
deksametazon. Metabolizam i uticaj metabolita stesiske nezeljene efekte procenjeni
su in silico na derivatu sa najnizom EBLvrednosu (MPEA), primenom softvera
Metabolize”® Metabolit sa naju®m verovatnéom nastanka u organizmu je kiselina
koja nastaje hidrolizom estarske grupe u bicnom nizu ovih derivata. Interakcija
ovog metabolita sa glukokortikoidnim receptoromsjeitana primenonadockingstudija.
Na osnovu visokih vrednosti energije vezivanja i, Bbhoze se &ekivati slaba
glukokortikoidna aktivnost ovog metabolita, Sto tiebalo da zn&jno doprinosi
eksperimentalno poti#tenim nizim stepenom sistemskih nezeljenih efekath derivata

u odnosu na deksametazon.
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1. V. Dobri¢ié, B. Markovi, K. Nikolic, S. Vladimirov, O.Cudina, 1B-carboxamide
steroids — in vitro prediction of human skin periigty and retention using PAMPA
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2. V. Dobri¢ié, K. Nikolic, S. Vladimirov, O. Cudina, Biopartitioning micellar
chromatography as a predictive tool for skin andneal permeability of newly
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(2014) 56, 105-11®121

3. V. Dobri¢i¢, B. Markovi, N. Milenkovi, V. Save, V. J&evi¢, N. Rari¢, S.
Vladimirov, O. Cudina, Design, Synthesis and Local Anti-inflammatory Adtijvof
17B-carboxamide Derivatives of Glucocorticoidgrchiv der Pharmazie, DOI:
10.1002/ardp.20140016M22

Usmeno saopStenje sa ndenarodnog skupa Stampano u izvodu (M32)

1. V. Dobri¢i¢, B. Markovi, N. Milenkovi, V. Savt, V. J&evi¢, N. Rari¢, S.
Vladimirov, O. Cudina, Design, synthesis and local anti-inflammatory atytivof
novel 1PB-carboxamide steroidd™ Meeting of the Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD
Network, Hradec Kralove, Czech Republic, June 202224.

SaopsStenja sa méunarodnih skupova Stampana u celini (M33)

1. Dobricic, V; Markovic, B; Savic, V; Milenkovic, N; VladimirovS; Cudina, O.,

Molecular docking studies, synthesis and structcinaracterization of two novel soft
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corticosteroids11™ International Conference on Fundamental and Appisiects of
Physical Chemistry, Belgrade, Serbia, Septemb&&4012.

2. V. Dobri¢i¢, A. Stanis, B. Markovi, S. Vladimirov, O.Cudina, Development of
reversed-phase thin-layer chromatography (RP-TLG&saw for lipophilicity
assessment of B7carboxamide derivatives of prednisolone and detaasene, 12
International Conference on Fundamental and Applispects of Physical
Chemistry, Belgrade, Serbia, September 22-26, 2rdvaceno za poster sekciju).

SaopStenja sa méunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34)

1. V. Dobricic, N. Milenkovic, B. Markovic, S. Vladimirov, O. Cumh, Molecular
docking as a predictive tool in rational designsoft corticosteroids derived from
prednisolone,znd Meeting of the Paul Ehrlich MedChem Euro-PhD Netwyo
Ljubljana, Slovenia, September 9-11, 2012.

2. Vladimir Dobri ¢&i¢, Bojan Markové, Sote Vladimirov, Olivera udina, Evaluation of
passive human skin permeability and human skimtiete of newly synthesized 7
carboxamide derivatives of methylprednisolone ustgvPA test 8" International
Conference of the Chemical Societies of the Sowtst-EEuropean Countries,
Belgrade, Serbia, June 27-29, 2013.

5. Obrazlozenje nawnog doprinosa doktorske disertacije

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je sintezavadeset dva nova [(7
karboksamidna derivata glukokortikoid&intetisana jedinjenja su amidi kortienskih

kiselina iz hidrokortizona, prednizolona, metilpnezblona, deksametazona i
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betametazona sa metil i etil estrima L-glicina, laréna, 3-alanina i L-fenilalanina. Na
osnovuin vivo, in vitro i in silico rezultata prikazanih u ovoj disertaciji, moze se
zakljwiti da sintetisana jedinjenja predstavljaju pot@inb novesoft lekove sa boljom
lokalnom antiinflamatornom aktivnéd u odnosu na konvencionalne glukokortikoide.

Docking studije su omogiile izdvajanje derivata sa potencijalno najboljom
lokalnom antiinflamatornom aktivné§ i identifikaciju kljuénih interakcija izméu
glukokortikoidnog receptora (GR) i ispitivanih jegknja. Na osnovu energija vezivanja,
efikasnosti liganda i rezultaten vivo ispitivanja lokalne antiinflamatorne aktivnosti
sintetisanih jedinjenja, moZze se zakijuda uvaienje voluminoznih i aromatnih grupa
u C1PB baeni niz ima negativan, a udenje manje voluminoznih supstituenata ima
pozitivan efekat na vezivanje za GR i lokalnu arfi@matornu aktivnost. Vazan
preduslov za dobru lokalnu antiinflamatornu aktisnje prisustvo grupe u Cgbatnom
nizu koja gradi vodowine veze sa GR, a to je u &hju ispitivanih derivata omogaeno
prisustvom estarske grupe aminokiselina. Tropararskin eksponencijalnim modelom
je izvrSeno preddianje afiniteta odabranih jedinjenja za GR.

Predlozen je najoptimalniji postupak za sintezu damkortienskih kiselina, koji
podrazumeva oksidaciju glukokortikoida perjodnomseknom u prvoj, odnosno
dvostepeni postupak gt@anja amida upotrebom kuplégeg reagensa DCC u drugoj fazi
sinteze. Na ovaj @, sintetisani su amidi visokog steperisstoce (potvideno
hromatografskim tehnikama - TLC i HPLC) u zadovadjjcem prinosu (31,8 - 83,5%).

Procena lipofilnosti jedinjenja koja se primenjlgpkalno na kozu predstavlja vazno
fizicko-hemijsko ispitivanje, jer lipofilnost ui na permeabilnost i retenciju u kozi, kao i
na bioloSku aktivnost. Lipofilnost se kafe ispituje shake-flaskmetodom, ali se
poslednjih godina u ovu svrhu s¥ee koriste hromatografske tehnike (TLC i HPLC).
U ovoj disertaciji je predlozena RP-TLC metodarinfiorani su matematki modeli koji
se mogu koristiti za jednostavno i brzo prédwije logP vrednosti novih amida
kortienskih kiselina.

QSPR i QSRR analizama dobijenih rezultata PAMPAateasBMC ispitivanja
identifikovane su najvaznije funkcionalne grupeekaficu na permeabilnost i retenciju

ovih derivata u kozi. Formirani QSPR i QSRR modedipostavljaju funkcionalnu
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zavisnost izméu geometrijskih, termodinarkih, fizicko-hemijskih i elektronskih
molekulskih deskriptora i odgovargjh PAMPA (logPe i R) i BMC (k) parametara.

Primenom testa inhibicije edema izazvanog krotonskiljem na uhu pacova
utvrdeno je da se maksimalna inhibicija edema kod sethnjenja postize na znatno
nizoj koncentraciji u odnosu na deksametazon (@agno nize EGy vrednosti). Lokalna
antiinflamatorna aktivnost je zadiau derivata stina ili viSa u odnosu na deksametazon.
Sistemski nezeljeni efekti derivata sa najboljokalaom antiinflamatornom aktivnés
(MPEA, BEG i BG) su zn&jno nizi u pordenju sa deksametazonom. 3D-QSAR
analizom definisane su farmakofore sa néjweuticajem na lokalnu antiinflamatornu
aktivnost i formiran je 3D-QSAR model.

Zakljucci izvedeni izdocking studija, troparametarski eksponencijalni model za
predvitanje afiniteta za GR, QSPR, QSRR i 3D-QSAR modelimogu upotrebiti kao
polazna t&ka u dizajniranju novih amida kortienskih kiselisa povoljnim odnosom

retencija/permeabilnost kroz kozu i dobrom lokalnamtinflamatornom aktivna@s.

6. Zaklju ¢ak i predlog Komisije

Doktorska disertacija, koja je obuhvatila dizajnjg sintezu, ispitivanje fizko-
hemijskih i bioloSkih osobina dvadeset dva amiddi&oskih kiselina konvencionalnih
glukokortikoida, predstavlja zn&jan nadni doprinos za oblast Farmaceutska-
medicinska hemija i strukturna analiza. Rezultaktdrske disertacije publikovani su3u
rada u casopisima od miinarodnog zn#ja (2 u vrhunskom ndenarodnoméasopisu
M21 i 1 u istaknutom miunarodnomcasopisuM22), kao i u vidul usmenog
saopStenja sa méunarodnog skupa Stampanog u izvoM32), 2 saopStenjasa
medunarodnih skupova Stampana u celiM3@) i 2 saopStenjasa meéunarodnih

skupova Stampana u izvodd34).

15



Uzimajwi u obzir sve Sto je izlozeno, predlazemo Nastava@gnom veu
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradypritavati ovaj lzveStaj i uputi e
nawnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja sagtssti za javnu odbranu doktorske

disertacije kandidata dipl. farm. Vladimira Dabéa pod nazivom:

»Dizajniranje, sinteza, fizicko-hemijske i bioloSke osobine amida kortienskih
kiselina antiinflamatornih steroida“

1.

Dr sc. OliveraCudina (mentor, predsednik komisije),
vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu —
Farmaceutski fakultet

2

Dr sc. Bojan Markond, docent, Univerzitet u
Beogradu — Farmaceutski fakultet

3

Dr sc. Katarina Nikodi, docent, Univerzitet u
Beogradu — Farmaceutski fakultet

4

Dr sc. Sote Vladimirov, redovni profesor, Unixiget
u Beogradu — Farmaceutski fakultet

5.

Dr sc. Vesna gavi¢, viSi nagni saradnik, Centar za
kontrolu trovanja, Vojnomedicinska akademija,
Beograd

U Beogradu, 18.07.2014.

16



17



