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Racionalni dizajn i sinteza jedinjenja sa strukturnim skeletom amida aroilakrilnih
kiselina koja ispoljavaju antiholinesteraznu, antitubulinsku i antiproliferativhu
aktivnost

Rezime

U ovoj tezi su opisane razli¢ite strukturne modifikacije aroilakrilnih kiselina, zasnovane na
relativno jednostavnim sintetickim procedurama. Bioloska aktivnost dobijenih novih jedinjenja
(sa oznakama 1a-29a, 1b-38b, 151c, 152¢ i 156¢) je ispitana prema nekoliko bioloskih meta

relevantnih za maligna oboljenja i Alchajmerovu bolest.

Dizajnirana je i sintetizovana kongenerna serija dvadeset i devet amida (E)-4-aril-4-okso-2-
butenskih kiselina, u nameri da se ispita njihova antiproliferativna aktivhost i moguci
mehanizam dejstva. Antiproliferativna aktivnost je ispitana prema tri Celijske linije humanih
tumora (Hela, FemX, K562). Jedinjenja su ispoljavala antiproliferativou aktivnost u niskim
mikromolarnim ili submikromolarnim koncentracijama. Najjace dejstvo su pokazala alkil-
supstituisana jedinjenja na aroil-delu molekula. Cetrnaest jedinjenja je inhibiralo polimerizaciju
tubulina u koncentracijama nizim od 20 #M. Jedinjenje sa najvecom jacinom antitubulinskog
dejstva je derivat sa nesupstituisanim aroil-fenil- i nesupstituisanim fenilamidnim prstenom, 1a,
sa 1C;,=2,9 uM. Testirana je i akutna toksicnost 7z vivo, na albino misevima (NMRI Hann).
LDy, za fluoro-derivat 23a iznosila je 45 mg/kg. Ovo ukazuje na znacajnu toksi¢nost amida
aroilakrilnih kiselina (1a-29a). Analiza Celijskog ciklusa, uradena na K562 celijama, pokazala je
da derivati 1a, 2a i 23a izazivaju porast broja celija u G2/M fazi, medutim, inhibicija
polimerizacije tubulina nije jedini mehanizam dejstva ovih jedinjenja. Uprkos tome, jedinjenja

1a-29a predstavljaju dobre vodece strukture za dizajn nove klase antitubulinskih agenasa.

Amidi aroilakrilnih kiselina su dalje modifikovani Majklovom adicijom odabranih
sekundarnih ciklicnih amina na aktiviranu dvostruku vezu, u nameri da se dobiju jedinjenja koja
bi ispoljavala inhibicionu aktivnost prema enzimima iz grupe holinesteraza. Dizajnirana je i
sintetizovana ~ kongenerna  serifja  od  trideset 1 osam  4-aril-4-okso-2-(IN-
aril/cikloalkil)butanamida. Strukturne varijacije su obuhvatile cikloalkilamino-grupu na
polozaju C2 butanskog fragmenta, kao i grupu vezanu za amidni azot molekula. Dvanaest

jedinjenja, uglavnom piperidinskih i imidazolskih derivata, inhibiralo je acetilholinesterazu



(AChE) u niskom mikromolarnom opsegu. Ova jedinjenja nisu bila aktivha prema
butirilholinesterazi (BChE). Nekoliko N-metilpiperazinskih derivata je inhibiralo BChE u
niskom mikromolarnom ili submikromolarnom opsegu koncentracija. Ova jedinjenja su bila
neaktivna prema AChE. Prema tome, priroda cikloalkilamino-grupe na polozaju C2 odreduje
selektivnost prema jednom, odnosno drugom enzimu. Najaktivniji inhibitor AChE ispoljava
mesoviti tip inhibicije, §to ukazuje na vezivanje i za slobodan enzim i za enzim-supstrat
kompleks. Detaljna doking studija, uradena za sedam jedinjenja sa najveCom jac¢inom
inhibicionog dejstva prema AChE, ukazala je na moguénost formiranja vodoni¢ne veze izmedu
amidne -NH- grupe inhibitora 1 —OH grupe boc¢nog ostatka Tyr 124. Simulacija molekulske
dinamike kompleksa AChE sa jedinjenjem (5)-18, duga 5 ns, pokazala je da je ova interakcija

tokom vremena najstabilnija. Ovo je verovatno najjaca interakcija izmedu inhibitora i enzima.

U nameri da se dizajniraju dualni heterodimerni reverzibilni inhibitori AChE, sprovedena je
3D-QSAR studija, zasnovana na deskriptorima koji su nezavisni od medusobnog prostornog
svrstavanja molekula, na setu od 110 dualnih reverzibilnih inhibitora AChE. Izvedena su tri
modela, koriste¢i konformacije molekula dobijene na osnovu slede¢ih kriterijuma: (7)
konformacije minimalne energije, (%) konformacije najslicnije sa konformacijom liganda
kokristalisanog sa AChE i (zz) konformacije dobijene dokingom jedinjenja u Supljinu aktivhog
mesta AChE. Sva tri modela imala su dobre statisticke parametre 1 prediktivnost, nezavisno od
toga koji je tip konformacija upotrebljen. Modeli su ukazali na vaznost protonovanog
piridinskog azota takrinskog fragmenta jedinjenja za inhibiciono dejstvo prema AChE. Takode
su intearkcije donora i akaceptora vodonicnih veza prepoznate kao veoma vazne. Na ovo
ukazuje prisustvo varijabli koje su povezane sa protonovanim piridinskim azotom 1 sa dve
amino-grupe linkera. Polja molekulskih interakcija (MIF) izra¢unata za Supljinu aktivhog mesta
AChE upotrebom N1= (piridinski azot) i DRY (hidrofobna) GRID proba omogudili su da se
pronade veza izmedu aminokiselinskih ostataka u aktivhom mestu AChE 1 varijabli koje imaju
visok pozitivan uticaj na modele. Spoljasnja prediktivhost modela je testirana na setu od 40
inhibitora AChE, od kojih je vecina bila stukturno nesrodna sa jedinjenjima iz osnovnog seta,
na osnovu koga je model izveden. Aktivnost nekih jedinjenja je odredena na razlicitom
enzimskom izvoru (mAChE). Nadeno je da spoljasnja prediktivhost modela jako zavisi od

konformacija jedinjenja koje su upotebljene za izvodenje modela. Model zasnovan na



konformacijama jedinjenja dobijenih dokingom je imao superiornu prediktivhu moé u odnosu
na ostala dva modela, §to ukazuje na vaznost upotrebe konformacija jedinjenja koje su
dobijene u odnosu na geometrijska ogranicenja vezivhog mesta AChE. Dizajnirano je
nekoliko dualnih, heterodimernih inhibitora AChE zasnovanih na struktuti takrina i amida
aroilakrilnih kiselina zz si/ico, 1 njihova aktivnost je procenjena upotrebom modela izvedenog iz
konformacija dobijenih dokingom. Tti jedinjenja su sintetisana i eksperimentalno je odredena
njthova aktivnost. Jedinjenja su aktivna u nanomolarnim koncentracijama, $to je u saglasnosti

sa aktivno$¢u procenjenom na osnovu modela.

Kjjuéne reci: amidi aroilakrilnih kiselina, Majklova adicija, antiholinesterazna, antitubulinska i

antiproliferativna aktivnost, odnosi 3D strukture i aktivnosti, doking.
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Rational design and synthesis of compounds based on aroylacrylic acid amid scaffold

that exert anticholinesterase, antitubuline and antiproliferative activity
Abstract

In this thesis, various structural modifications of benzoylacrylic acid scaffold, achieved
through relatively simple synthetic procedures were done. The resulting novel compounds

were tested toward biological targets relevant for cancer and Alzheimers disease.

We designed and synthesized various aroylacrylic acid amides, aiming to test their
antiproliferative activity and to possibly inferr their principal mechanism of action.
Antiproliferative activity of twenty-nine (F)-4-aryl-4-oxo-2-butenoic acid amides against three
human tumor cell lines (Hela, FemX, and Kb562) was tested. Compounds showed
antiproliferative activity in one-digit micromolar to submicromolar concentrations. The most
potent derivatives toward all cell lines tested, bear alkyl substitutents on the aroyl moiety of the
molecules. Fourteen compounds showed tubulin assembly inhibition at concentrations < 20
uM. The most potent inhibitor of tubulin assembly was compound 1a, with unsubstituted aroyl
and phenylamido rings, with IC,; = 2.9 uM. Compound 23a had an LD, z vivo of 45 mg/kg
in albino mice (NMRI Hann), as obtained by oral administration. Cell cycle analysis on K562
cells showed that the compounds 1a, 2a and 23a cause accumulation of the cells in G2/M
phase, but inhibition of microtubule polymerization is not the principal mode of action of
compounds. Nevertheless, they may be useful leads for the design of a new class of antitubulin

agents .

Further, we modified aroylacrylic acids amides by Michaels addition of suitably chosen
secondary cyclic amines on the activated double bond, with aim to obtain compounds which
inhibit cholinesterase enzymes. Congeneric set of thirty-eight 4-aryl-4-oxo-2-(IN-
aryl/cycloalkyl)butyramides has been designed, synthesized and evaluated for acetyl- and
butyrylcholinesterase inhibitory activity. Structural variations included cycloalkylamino group
attached to C2 position of butanoyl moiety, and the variation of amido moiety of molecules.
Twelve compounds, mostly piperidino and imidazolo derivatives, inhibited AChE in low
micromolar range, and were inactive toward BChE. Several N-methylpiperazino derivatives

showed inhibition of BChE in low micromolar or submicromolar concentrations, and were



inactive toward AChE. Therefore, the nature of the cycloalkylamino moiety governs the
AChE/BChE selectivity profile of the compounds. The most active AChE inhibitor showed
mixed-type inhibition, indicating binding to the free enzyme and to the enzyme-substrate
complex. Thorough docking calculations of the seven most potent AChE inhibitors from the
set, showed that the hydrogen bond can be formed between amide -NH- moiety of
compounds and -OH group of Tyr 124. The 5 ns of productive, unconstrained, molecular
dynamic simulation of the AChE-compound (5)-18 complex showed that this interaction is the

most persistent. This is, probably, the major anchoring point for the binding.

In intention to design dual heterodimeric, reversible, AChE inhibitors, the 3D-QSAR
analysis, based on alignment independent descriptors (GRIND-2), was performed on the set of
110 structurally diverse, dual binding AChE reversible inhibitors. Three models were built,
based on different conformations. Conformatiomns were generated following criteria: (2)
minimum energy conformations, (%) conformation most similar to the co-crystallized ligand
conformation, and (#) docked conformation. We found that regardless on conformation used,
all the three models had good statistics and predictivity. The models revealed the importance
of protonated pyridine nitrogen of tacrine moiety for anti AChE activity, and recognized HBA
and HBD interactions as highly important for the potency. This was revealed by the variables
associated with protonated pyridinum nitrogen, and the two amino groups of the linker.
Molecular interaction fields (MIF) calculated with the N1= (pyridinium nitrogen) and the DRY
(hydrophobic) GRID probes in the AChE active site, enabled us to establish the relationship
between aminoacid residues within AChE active site and the variables having high impact on
models. External predictive power of the models was tested on the set of 40 AChE reversible
inhibitors, most of them structurally different from the training set. Some of those compounds
were tested on the different enzyme source. We found that external predictivity was highly
sensitive on conformations used. Model based on docked conformations had superior
predictive ability, emphasizing the need for the employment of conformations built by taking
into account geometrical restrictions of AChE active site gorge. Several dual, heterodimeric
AChE inhibitors, comprising tacrine and aroylacrylic acid amides molecular fragments were
designed 7 silico, and their activity was estimated using model based on docked conformations

of compounds. Three compounds were synthesized, and their anti-AChE activity was



determined. The experimentally obtained nanomolar anti-AChE activity of compounds

appered in a good agreement with the activity estimated from the model.

Key words: aroylacrylic acid amides, Michaels addition, anticholinesterase, antitubuline and

antiproliferative activity, 3D structure — activity relationships, docking

Scentific field: Organic chemistry
Field of academic expertise: Medicinal chemistry

UDC: 547



Lista skracenica:

ACh — Acetiltioholin-jodid

AChE — Acetilholinesteraza

AcOEt — Etil-acetat

AD — (Alzheimers Disease), Alchajmerova bolest

APP- (Amyloid Precursor Protein), Amiloidni prekursorski protein

AS — (Anionic Site), anjonsko mesto

BCh — Butiriltioholin-jodid

BChE — Butirilholinesteraza

BW284C51 - 1,5-bis(4-alildimetilaminopropil)pentan-3-on dibromid

CAN — (Ceric ammonium nitrate), amonijumheksnitrocerat(IV)

ChAT - Holinacetiltransferaza

CoMFA — (Comparative Molecular Field Analysis), uporedna analiza molekulskih polja
CoMMA — (Comparative Molecular Moment Analysis), uporedna analiza molekulskih
momenata

CoMSIA — (Comparative Molecular Similarity Index Analysis), uporedna analiza indeksa
molekulske sli¢cnosti

DCC - dicikloheksilkarbodiimid

DMSO — Dimetilsulfoksid

DTNB - 5,5’-ditio-/is-(2-nitrobenzoeva kiselina), Elmanov reagens

FBS — (Fetal Bovine Serum) — serum embriona goveceta

FDA — Food and Drug Administration

FFD — Fractional Factorial Design

GOLPE — "Generating Optimal Linear PLS Estimations"

GRIND — GRid INdependant Descriptors

HBA - (Hydrogen Bond Acceptor), akceptor vodoni¢ne veze

HBD — (Hydrogen Bond Donor), donor vodoni¢ne veze

HFIP - heksafluoroizopropanol

HOAt - 3H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-3-ol

[zo-OMPA - izotetramonoizopropilpirofosfat tetraamid

LV — Latentna varijabla



MACC — Maximum Auto and Cross Covariance

MD — Molekulska dinamika

MIf286 - ¢is-2,6-dimetilmorfolinoktilkarbamil ezerolin

MIF — (Molecular Interaction Fields), polja molekulskih interakcija

MIR - visestruka linearna regresija

NHC - N-heterocikli¢ni karbenski katalizator

NFT — (NeuroFibrilary Tangles), Neurofibrilarni ugrusci

PAS — (Peripheral Anionic Site), Periferno anjonsko mesto

PCA — (Principal Component Analysis), analiza osnovnih komponenata

PDB — (Protein Data Bank), banka podataka o strukturi proteina

PLS — (Partial Least Squares), regresiona analiza delimi¢nih najmanjih kvadrata

QSAR — (Quantitative Structure Activity Relationships), kvantitativna analiza odnosa strukture
1 aktivnosti

SLD — (stathmin like domain), domen sli¢an statminu

TABO - 1,3,3-trimetil-6-azabiciklo[3.2.1]oktan

TBDMS - zere-butildimetilsilil

TBDPS - zere-butildifenilsilil

TMP — (trimethoxyphenyl), trimetoksifenil grupa

TMS — Tetrametilsilan

TOF-LC-ESI-MS — (Time-Of-Flight-Liquid Chromatography-Electrospray lonisation-Mass
Spectrometry), masena spektrometrija sa elektrosprej jonizacijom kuplovana sa tecnom

hromatografijom



SADRZA]J:

LUVOD. .. 1

2.OPSTIDEO. ...t 4
2.1, SINtEtICKI POSTUPCL..ouuvvruriinriirciicriiceiieniiee i essse s 4
2. 1. 1. Stvaranje amidne veze izmedu karboksilnih kiselina i amina..........c.cccoeevvueueencnnee. 4
2. 1. 2 MAJKIOVA AAICTJA.....veveviiiiiieieieieciec ettt ettt sttt neeees 10
2.1.2.1. Diastereoselektivna aza-Majklova reakcija. ...................ocooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 12
2.1.2.1.1. Upotreba Dir@inih Gming...................c.coveveveveecevucuiiiininisisiiccisiesisissssssieesesissssssseesssssssssases 12

2.1.2.1.2. Upotreba hiralnih SUPSIFAL . ...............o.coviviuiuviinciiiiiciiicicicicicisiecsiss e 13
2.1.2.2. Enantioseleftivna a3a-MajRlova QQICIa...................c.ceveecevenieciriicieiicisieesisessseessie s 14
2.1.2.3. Asimetritna aza-Majklova adicija katalizovana cinhona alkaloidima..........................ocuceuuunncc. 15
2.1.24. Upotreba aza-Majklove adicije u sintezi prirodnih proipoda................ecececececevicncinininnniiiininn. 16
2. 1. 3. Fridlenderova sinteza hinolina i srodne reakcije..........coovvvvvricvcecinnnnncrcecncae. 17
2.1.3.1. Regioselektivnost Fridlenderove 1eaRcije.............uveveiucuvuniuiiviniciiinieiiiniiississieeeisseeesesensenns 18
2.1.3.2. Tolerancija n odnosu na druge finkcionalne grupe reaktanata u Fridlenderovej reakciji.................... 20
2.1.3.3. Modifikacije Fridlenderove reaRcife...................cwcuviiiiviniiiiiiniiiiiiiiiiiiinicisiisiicssisesssssnnns 22
2.1.4. Nukleofilne aromati¢ne supstitucCije..............oooiiiiiiiiiiiiiiiii i 24
2.1.4.1. Uticaj odlazece grupe na brzinu nukleofilne SUpStitucife...............ovevvvviviivivicininiicisiicicnsisinnnn, 25
2.1.4.2. Efekat ostalib supstituenata na prstenu na reakRtivnost 2-halopiriding.......................cvevecevevennne. 27
2.1.4.3 Silil trik: izbor izmedn dva potencijalna mesta SUPSHIUCIe..............ocevuecuriiiriiciiisicisicsicisiiian 28
2.2 Metode molekulskog modelovanja............crnesen. 31

2.2.1. Analiza odnosa trodimenzionalne strukture i aktivnosti jedinjenja — 3D-QSAR
INETOAC......oeiiiiiit et 31

2.2.1.1. Polja molekulskih interakcija - GRID 71610d.................couuivuviniiiiiiiciiiiiicicccciaes 32

2.2.1.20 GRID POLE Sttt 34
2.2.1.3. Kalibracija GRID PO Silf................c.cccuvvuiiviniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicsiicsisi e 35

2.2.1.4. GRIND molekulski deskritiptori izvedeni iz MIF ..., 36

2.2.1.5 Trodimenzionalna analiza strukture i aktivnosti (3D QS AR) upotrebom programa ALMOND i
PORIACL ..o 41

2.3. Bioloske mete relevantne za amide aroilakrilnih kiselina i njihove

EIIVALE........oooo s 52
2.3.1. Mikrotubule i tubulin............ccccocoiiiiiiiiiiiiiii s 52
2.3.1.1. Struktura i fizioloska uloga miRIOINDUIA. ..o 52
2.3.1.2 ANLIDILOISRE AENSc.nneninieiininiiniiiiiiciici i 58

2.3.1.3 Mehanizam antimitotskog dejstva kolhicina i njegovib struRtnrnih analoga......................ceceveennne. 60



2.3.1.4. Odnos strukture i aktivnosti RolDicina i Njegovih Aerivata...........ececececeveverirnencececucreresisiseneeaees 62

2.3.1.5 Farmatkoforna svojstva liganada koji se vezuju 3a Rolbicinsko veivno mesto..............cwceveveeceenn. 65
2.3.2. HOINESLEIAZE. ......ocoevieiiiiiit ittt 70

2.3.2.1. Fizioloska nl0ga DOLNESIErAZ . ..........ovunviniiiniiiiiiiiiiiici s 70
2.3.2.2. Molekulski polimorfizant BOLNESIEraZa. ...........c.uvuvuuiiniiiiiiiiicisiiicicicisii s 71
2.3.2.3. Aminokiselinska sekvenca RataliticRih pOdJedinica....................ccveveeuvuvivenvinicevicecnninicnsiniensenns 72
2.3.2.4. Tercijarna struktura enzima, kataliticki mehanizant i din@micki efeRti.............uuwcevuvevnverencnnn. 73
2.3.2.5. Vagnost AChE i BChE kao bioloskib meta za raguoj novih) terapentskib sredstava..................... 382
2.3.2.6. Odabrane kristalne strukture ACHhE u kompleksu sa pognating inhibitorimta.........................cu... 86
3. NAST RADOVL....octicteitotssoitotosrsotototototstotso 91

3.1. Amidi aroilakrilnih kiselina (1a-29a) i njihova antiproliferativna i
antitubulinska aktivnost........................ 91

3.1.1. Racionalni dizajn amida aroilakrilnih kiselina kao jedinjenja sa

antiproliferativnim dejstvom.................o i 91

3.1.2. Sinteza jedinjenja 1a-29a i strukturna karakterizacija.....................cooiiiinn. 92
3.1.2.1. "H NMR 5peftri JA-298. ..o e e 94
3.1.2.2. PC NMR spektri TA-29a. .........oueeeiee e, 96
3.1.3. Bioloska aktivnost jedinjenja 1a-29a....................... 96
3.1.3.1. Antiproliferativna aktivnost jedinjenja 1a-29a. ....................cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ... 96
3.1.3.2. Antitubulinska aktivnost jedinjenja 1a-29a....................ccooiiiiiiiiiiiiiiii 99
3.1.3.3 Akutna toksicnost in VIVO Jedinfena 23a.............ucuvuviuvuviniiciiiniiiiiiiiicicinicisiicscsissssscanns 102
3.1.4. Molekulsko modelovanje...............coiiiiiiiiiiiii i 102

3.2. Majklovi adukti sekundarnih amina na amide aroilakrilnih kiselina
(1b-38b) i njihova antiholinesterazna aktivnost...........c.coocvmreonecrrnnereeneccee. 107

3.2.1. Racionalni dizajn inhibitora holinesteraza zasnovan na Majklovim aduktima
sekundarnih amina na amide aroilakrilnih kiselina............cccccccccvunnnnninincccnnnnnncccnes 107

3.2.2. Sinteza i strukturna karakterizacija 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida (1b-38b)109

3.2.2.1. "H NMR 5pektsi ID-38B.......c..oeaiaiei e 109
3.2.2.2. VC NMR spektri TD-38D. ... 111
3.2.3 Antiholinesterazna aktivnost 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida (1b-38b)............. 111
3.2.4. Molekulsko MOdElOVANJE.........cccourueueuereiiriririririseeieieieeentst ettt ettt esesessesenes 115
3.2.4.1. Analiza odnosa 3D strukture i aktivnosti jedinjenja 1D-47b..................cocvenivvinicuiinicininnnn, 115
3.2.4.2 Doking studija najaktivnijih 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida prema ACHE............................ 119

3.2.4.3 Studjje moleknlske dinamike za kompleks ACDE sa derivatom 18b.....................ccccecuvunuunnce. 124



3.3. Kvantitativna analiza odnosa trodimenzionalne strukture i aktivnosti
dualnih reverzibilnih inhibitora AChE i dizajn novih heterodimernih

takrinskih iNhibitOra...... ... 128
3.3.1 Opis seta dualnih inhibitora AChE za izvodenje modela i konformacija koje su

KOTISCOME. . ... 128
3.3.1.1. Kratak opis doRING POA. .. .......ouviuuiiiiii it e 136
3.3.2. Opis modela zasnovanih na razli¢itim konformacijama 1c-110c..................... 137
3.3.2.1. Model zasnovan na konformacijama minimalne energije (OMEGA model)...................ou.ec.... 137
3.3.2.2. Model zasnovan na ROCS ROBJOIMACHAMA...........ccueeinniiniiiniiiciiicicsiiisis e 140
3.3.2.3. Model zasnovan na VINA ROBFOIIMACHAIA..............c.ovueiiniiiiiiniiiiiicisiisiiia 142
3.3.3. Polja molekulskih interakcija aktivnog mesta AChE................................. 148
3.3.4. Prediktivnost modela. ... 150
3.3.5. Model zasnovan na dvodimenzionalnim (2D) molekulskim deskriptorima........ 157

3.3.6. Predvidanje aktivnosti dualnih inhibitora AChE izvedenih iz takrina i amida

aroilakrilnih kiselina i eksperimentalna validacija............cccccoovinviiniiinnine, 158
4. MATERIJALIIMETODE. ..., 163
4.1. Sinteza i karakterizacija jedinjenja....................cooooiiiiiiii 163
4.1.1. OPSte NAPOIMEINIE. ......cumiiiiiiiiiiiii s 163
4.1.2. Sinteza i karakterizacija amida aroilakrilnih kiselina (1a-29a).............ccccccvuvrurueneeee 163
4.1.2.1. Sinteza amida aroilakrilnil kiselina (1a-29a)..................ccovuvvviinciviiniiviiiiiinisiicsicssicnns 163
4.1.2.2. Karakterizacija amida aroilakrilnib kiselina (12-29a).................cccevvveuvivivivivincniniiiniicicininns 164

4.2.3. Sinteza i karakterizacija Majklovih adukata na amide aroilakrilnih kiselina (1b-

38D s 172
4.2.3.1. Sinteza Magklovih adukata na amide aroilakrilnih kiselina (1b-38D)................c.ccvecuvvnnnnines 172
4.2.3.2. Karakterizacija Majklovih adukata na amide arotlakrilnih kiselina (16-38D)............................ 172
4.1.4. Sinteza i karakterizacija jedinjenja 151c, 152c i 156c..........ccccovrniivcninnnniccncnnnn 184
4.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti jedinjenja..................c..ooeoi. 188
4.2.1. Ispitivanje bioloske aktivnosti amida aroilakrilnih kiselina (1a-29a)...................... 188
4.2.1.1. Ispitivanje citotoksicnosti amida aroilakrilnib kiselina (1a-29a). ..........................oc. 188

4.2.1.2. Lspitivanje inhibicije polimerizacije tubulina i inbibicije vexivanja kolhicina 3a tubulin. ........... 189

4.2.1.3. Test akutne t0Rsicnost; derivata 23a. ..........cueu et 190



4.2.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti jedinjenja 1b-38b, 151c, 152c i 156¢..........c.ceceuuucncecs 191

4.2.2.1. Odredivanje 1C;, vrednosti jedinjenja 16-38b1 151c, 152c i 156¢ prema AChE i BCHE.......191
4.2.2.2. Odredivange tipa inhibicije jedinjenja 17D prema ACHE...............c.ccuviviviviviniiiiiiiiiiciiicnnn, 191
4.3. Metode molekulskog modelovanja.....................ccoco 192
4.3.1. Molekulsko modelovanje vezano za amide aroilakrilnih kiselina (1a-29a)............ 192
4.3.2. Izvodenje 3D-QSAR modela za jedinjenja 1b-38b i 1c-150c.......ccocovreeriiiirennennne 192
4.3.3. Doking studija za jedinjenja 1b-38Db............cccccccoviiiiiiiiniiiiccce, 193
4.3.4 Simulacija molekulske dinamike kompleksa AChE — jedinjenje ($)-18................. 194
4.3.5. Dobijanje razliCitih konformacija jedinjenja 1c-157c.......cccocouvvvnieivcirinnnrnecenee. 194
J727.N 4 ) 10107\ 196
6. LITERATURAL .....ooortetiec ettt sessss st esss s 200
T PRILOZL........oooooiiieinetsse et sssssessisesssise st sssse s 212
Prilog 1. 'H i C NMR spektri amida benzoilakrilnih kiselina (1a-292).............cccooevvveenne. 212
Prilog 2. 'H i "C NMR spektri Majklovih adukata na amide benzoilakrilnih kiselina

(ID=38D).....ooiiiic e 230
Prilog 3. Dodatni podaci vezani za rezultate molekulskog modelovanja......................... 256
Prilog 4. 'H i C NMR spektti jedinjenja 151c, 152€ i 156C......o..rmmrvrmrrernrremnreenriereieeneenns 265

BIOGTALT]A............ooei s 267



1. UVOD

Broj smrtnih slucajeva uzrokovan malignim oboljenjima je veéi od onog uzrokovanog
sréanim oboljenjima kod populacije ljudi starije od 85 godina. Novi bioloski i hemoterapijski
pristupi produzavaju zivot pacijenata i smanjuju mortalitet. Uprkos tome, predviden je
znacajan porast broja slucajeva malignih oboljenja uzrokovan razlicitim faktorima. Na primer,
u Evropi jedan od cetiri smrtna slucaja, uzrokovan je malignim oboljenjima, a stopa
oboljevanja kod populacije izmedu 45. i 64. godine se skoro udvostrucila u poslednjoj deceniji.
Inovativne terapije koji bi dovele do nestanka ili zaustavljanja rasta tumora, zajedno sa
dijagnostickim strategijama koje bi omogucile definisanje optimalnog terapeutskog tretamana
za svakog pacijenta ponaosob, predstavljale bi ogroman napredak u tretiranju malignih

oboljenja.

Mikrotubule su klju¢ne komponente citoskeleta i ukljuc¢ene su u brojne Celijske funkcije, a
jedna od najvaznijih je Ccelijska deoba, gde ucestvuju u formiranju deobnog vretena i
obezbeduju vremenski 1 prostorno precizno razdvajanje hromozoma. Zbog toga su
mikrotubule predstavljale vaznu biolosku metu za dizajn i razvoj nekoliko prirodnih i
sintetickih lekova za rak, kao $to su paklitaksel, epotilon A i vinblastin. Ovi lekovi su od
izuzetnog znacCaja za tretman raka jajnika, prostate i dojke. Medutim efikasnost i klinicka
upotreba trenutno dostupnih antimitotskih hemoterapeutskih sredstava je ogranicena usled
nedovoljno optimalnih farmakokinetickih svojstava kao i zbog sistemske toksicnosti i pojave
rezistencije kod nekih ¢elijskih linija tumora. Stoga, dizajn i razvoj novih antimitotskih agenasa
koji bi bili liSeni navedenih nepovoljnih svojstava predstavlja danas zizu interesovanja brojnih

akademskih i industijskih istrazivackih grupa.

Alchajmerova bolest (AD) je progresivan neurodegenerativan poremecaj, koji obuhvata 50
% slucajeva demencije i javlja se kod 5% ljudi starijih od 65 godina, dok je njena zastupljenost
oko 20%, kod ljudi starijih od 80 godina. Dok sama bolest nije fatalna, medicinske
komplikacije povezane sa AD su obic¢no virusne i bakterijske infekcije koje dovode do letalnih
ishoda. Stoga je AD tredi najvedi uzrok smrtnosti u zapadnom svetu, nakon kardiovaskularnih

bolesti i raka. Uzevsi u obzir poveéanje prose¢nog zivotnog veka i ¢injenicu da se incidenca



AD povecava sa povecanjem starosti, efekti ove bolesti postaju veliki problem. Danas je u
svetu oko 20 miliona ljudi pogodeno ovom bolesc¢u. Procenjeno je da se u SAD svake godine
otkrije oko 800 000, a u Evropi oko 350 000 novih slucajeva AD. AD je trenutno jedan od
vodeéih zdravstvenih problema i bie verovatno najvaznije patolosko stanje i vazan socio-
ekonomski problem 21. veka, kako u razvijenim zapadnim zemljama tako i u zemljama u
razvoju. Ukupni ekonomski troskovi tretiranja demencije su u Evropi procenjeni na 55-66
milijardi evra godi$nje. Srednja vrednost ukupnih godisnjih troskova nege po pacijentu je u
Evropi procenjena na oko 28 000 evra. U svakom slucaju, tretiranje i nega pacijenata sa AD

predstavlja ogromne finansijske troskove za negovatelje i drustvo.

U poslednje dve decenije, ¢ine se kontinuirani napori da se utvrdi etiopatogeneza AD, kao i
da se sprovede rana dijagnostika i terapeutska kontrola ove bolesti. U protekloj deceniji
uvedeni su specificni lekovi za palijativni (simptomatski) tretman AD, to su inhibitori
holinesteraze (takrin, Cognex; donepezil, Aricept; rivastigmin, Exelon; i galantamin, Reminyl) i
antagonist NMDA receptora, memantin. Nekoliko novih, ne samo palijativnih tretmana, vec i

onih koji uti¢u na tok bolesti su u fazi istrazivanja.

Acetilholinesteraza (AChE) je enzim koji hidrolizuje acetilholin (ACh) na postsinaptickim
membranama nervnih i nervno-misi¢nih spojeva. ACh je glavni neurotransmiter u perifernom
(autonomnom i motorickom) i centralnom nervnom sistemu. Otkada je otkrivena AChE,
dvadesetih godina proslog veka, inhibicija ovog enzima je kontinuirano (zlo)upotrebljavana na
razlicite nacine. Organofosfatna jedinjenja, bojni otrovi i pesticidi fosforiluju hidroksilnu grupu
boc¢nog ostatka Ser 203, koji predstavlja integralni deo kataliticke trijade aktivhog centra AChE.
Kovalentna inhibicija AChE izaziva konstantnu prekomernu stimulaciju nikotinskih i

muskarinskih receptora ACh, §to izaziva letalne efekte.

Otkrice deficita ACh kod Alchajmerove bolesti (AD), uslovilo je razvoj reverzibilnih
inhibitora AChE, kao simptomatske terapije za ovu bolest. Prvobitni lekovi za AD pokazivali
su skromne efekte poboljsanja kognitivnih funkcija kod pacijenata. Medutim, otkricem
neholinergickih uloga AChE, interes za inhibitore ovog enzima je znacajno porastao u

poslednjoj deceniji proslog i pocetkom ovog veka. Kao posledica toga, znacajni napoti su



posveceni razvoju novih inhibitora AChE sa poboljsanim farmakokinetickim i
farmakodinamickim svojstvima. Posebna paznja je posvecena razvoju dualnih inhibitora
enzima, koji simultano interaguju sa dva vezivna mesta na enzimu. Reverzibilni inhibitori
AChE karbamatnog tipa se koriste u tretmanu mijastenije gravis i glaukoma, 1 kao profilakticka

sredstva protiv trovanja bojnim otrovima u armijama zapadnih zemalja.

U ovoj tezi su opisane strukturne modifikacije aroilakrilnih kiselina i njihovih amida.
Dobijeni su molekuli sa istim strukturnim motivom aroilakrilnih kiselina, koji ispoljavaju
biolosku aktivnost prema razlic¢itim i nesrodnim bioloskim metama — tubulinu i enzimima iz
grupe holinesteraza. Amidi aroilakrilnih kiselina ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost, dok
neka od jedinjenja inhibiraju polimerizaciju tubulina. Majklovi adukti sekundarnih amina na
amide aroilakrilnih kiselina inihibiraju holinesteraze (AChE 1 BChE) i pokazuju zanimljiv profil
selektivnosti. Pokazano je da jedinjenja dobijena razlic¢itim strukturnim modifikacijama iste
substrukture, postignute relativho jednostavnim sintetickim procedurama, mogu da izazovu

razlic¢it bioloski odgovor 7 vitro.



2. OPSTI DEO

2.1. Sinteticki postupci
2. 1. 1. Stvaranje amidne veze izmedu karboksilnih kiselina i amina

Povoljne osobine amida kao §to su visoka polarnost i stabilnost, ¢ine amidnu funkcionalnu
grupu jednom od najpopularnijih i najpouzdanijih u razlicitim oblastima organske hemije. Na
primer, na svakih dvanaest reakcija koje se koriste za sintezu jedinjenja — kandidata za lekove,
bar jedna je formiranje amidne veze.' Studija sprovedena 1999. godine pokazala je da oko 25%
molekula koji predstavljaju aktivne komponente farmaceutskih sredstava sadrzi bar jednu

: 2
amidnu vezu.

Karboksilne kiseline reaguju sa aminima u tipicno kiselinsko-baznoj reakciji, pri ¢emu se
kao proizvodi dobijaju odgovarajuce soli. Zagrevanjem na visokim temperaturama, soli se

razlazu i dobija se odgovarajuci amid (Shema 1).

0 0 >150 °C Q
)\/IL + H2N_CH3 -_)\/IL -+ H_O>)\/u\ 7
OH 0 2 N
NH;—CH, H

Shema 1. Stvaranje amidne veze izmedu karboksilne kiseline 1 amina.

Hofman’ je na ovaj nadin sintetizovao razli¢ite amide zagrevajuéi amonijum-soli alifati¢nih
kiselina 5-6 sati na 230 °C pod pritiskom. Dunlap,* Keler’ i Verli® su modifikovali postupak
zagrevajuéi natrijum-acetat i amonijum-hlorid na 240 °C. Medutim, ova reakcija ima
ogranicenu primenu i uglavnom se koristi prilikom sinteze amida izvedenih iz nekih

aromati¢nih kiselina i amina.

Metode za dobijanje amida obuhvataju aktiviranje karboksilne grupe, ili aktiviranje amino-

grupe.” Najéesée upotrebljavane su metode prevodenja karboksilne grupe u reaktivnije



funkcionalne grupe (hloride kiselina,® meSovite anhidride, acil-azide, aktivirane estre), ili
aktivacija karboksilne grupe #n sitn reagensima za kuplovanje, kao $to su karbodiimidi.”"
Najpogodnija i najlak§a metoda za aktiviranje karboksilne grupe je pretvaranje karboksilne

kiseline u odgovarajuci hlorid-kiseline, pomocu tionil-hlorida (Shema 2) ili fosforoksihlorida.

S -
—_— + HN=R ——= R
R” ToH P RT g 2 R H’

Shema 2. Nastajanje amidne veze pomocu tionil-hlorida.

Amidi se mogu dobiti i pomocu reagenasa koji omogucavaju reakcije kuplovanja izmedu
karboksilnih kiselina 1 amina. Reagens za kuplovanje prvo reaguje sa karboksilnom kiselinom i
daje aktivirani intermedijer, koji podleze nukleofilnom napadu amina. Karbodiimidi, najcesce
dicikloheksilkarbodiimid (DCC),"" &esto se koriste kao reagensi za kuplovanje (Shema 3).
Metodom sa DCC-om se dobija N,N'-dicikloheksilutea kao sporedni proizvod, koja je veoma
loSe rastvorna u vecini organskih rastvaraca ili vodi, pa se kao takva relativno lako uklanja iz

reakcione smese.

0 O 0
iR ( Yonmean ) — + [ ] [ ]
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Shema 3. Nastajanje amidne veze pomo¢u DCC-a.

N,N'-Karbonildiimidazol" je takode reaktivni reagens za kuplovanje, ali su njime dobijeni
intermedijeri veoma osetljivi na vlagu. IN,N"-Disukcinimidil karbonat,” N-sukcinimidil
difenilfosfat' i derivati oksalata" su reagensi za aktivaciju koji, za razliku od DCC-a, ne daju
sporedne proizvode kuplovanja. Benzotriazol,' N-acetiltioksobenzoksazol'" i reagensi koji
sadrze fosfor (u obliku fosfonata ili fosfina)'® su efikasni reagensi za kuplovanje, ali se moraju

pripremiti neposredno pre upotrebe (Shema 4).
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Shema 4. Reagensi za kuplovanje: N,N'-karbonildiimidazol (1), N,N"-disukcinimidil karbonat (2), N-
sukcinimidil difenilfosfat (3), derivati oksalata (4), benzottiazol (5), N-acetiltioksobenzoksazol (6),
fosfonat (7), fosfin (8).

Prevodenje karboksilnih kiselina u amide se izvodi i metodom u kojoj se koriste kalaj(IT)
reagensi, tipa SnN(TMS),NR,. Asimetricni kalaj(Il)amidi se pripremaju iz situ dodavanjem
amina na bis(bistrimetilsililamino)kalaj."” Daljom reakcijom SnN(TMS),NR, sa karboksilnom
kiselinom nastaje kalaj(Il)amido karboksilat, uz zamenu preostalog silazan-liganda. Ovaj

intermedijer podleze intramolekulskom premestanju pri cemu nastaje amid uz oslobadanje

kalaj oksida (Shema 5).

Sn COOH Q
“7N(TMS N |_
O\l e I—Ph/\)LO/Sn"\O Ph/\)L'\O

Shema 5. Stvaranje amidne veze pomocu kalaj(1l) reagenasa.

Kalaj(II) reagensi se mogu dobiti iz primarnih ili sekundarnih amina kao $to su benzilamin,
pirolidin, piperidin ili morfolin.”

U poslednjih petnaest godina, opisano je i nekoliko reagenasa koji se koriste kao
katalizatori za formiranje amidne veze. Za razliku od reagenasa za kuplovanje, koji se koriste u

stehiometrijskom odnosu u reakciji, ovi reagensi se koriste u znatno manjim koli¢inama.
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Najzapazeniji su katalizatori zasnovani na bornoj kiselini i njenim derivatima.” Pretpostavlja se
da borna kiselina 1 njeni derivati deluju na isti nacin kao i reagensi za kuplovanje, dakle stvara se
aktivirani estar borne kiseline, pogodan za reakciju sa aminom i stvaranje amida, ali se borna

kiselina regenerise u reakciji (Shema 06), pa deluje kao katalizator.

ArB(OH),
i (1-10 mol%) Ho J\Rl R2—NH, T
——

i 1 .
R1 OH r.t. )I\ ,B\ JL ,B\ R1 NHR2

[ N(iPr),
ArB(OH), =
E

Shema 6. Stvaranje amidne veze katalizovano derivatima borne kiseline

Relativno nov i vazan koncept u organskoj hemiji jeste “koncept redoks ekonomije” kod
kojeg interna razmena oksidacionih stanja izmedu susednih funkcionalnih grupa unutar, ili
izmedu reaktanata, omogucava stvaranje reaktivnih intermedijera bez potrebe za
stehiometrijskim koli¢inama reagenasa. U kontekstu formiranja amidne veze, ovo se postize
katalitickim stvaranjem aktiviranih karboksilata iz funkcionalizovanih aldehida, kao $to su
formilciklopropani, a,f-nezasic¢eni aldehidi®, a-hidroksi enoni,” ahaloaldehidi i epoksi-
aldehidi*. Ovi procesi se odvijaju naroc¢ito dobro sa N-heterocikliénim karbenskim
katalizatorom (NHC) i kokatalizatorom koji generise aktivirani karboksilat, koji se konvertuje u
amid (Shema 7). Formiranje amidne veze na ovaj nac¢in moguce je upotrebom samo katalitickih
koli¢ina ovih reagenasa i $to je posebno znacajno, ne dolazi do stvaranja sporednih proizvoda

reakcije.
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Shema 7. Kataliticke redoks hemoselektivne reakcije formiranja amidne veze reakcijom amina sa
aldehidima, formilciklopropanima, a-hidroksienonima i a-haloaldehidima. (HFIP =
heksafluoroizopropanol; HOAt = 3H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-3-ol).

Poseban primer oksidativnog formiranja amidne veze je kuplovanje alkohola i amina
podpomognuto rutenijumskim katalizatorima (Shema 8).” Ova reakcija je ekonomic¢na, odvija
se bez prisustva kiseline, baze ili drugih reagenasa za kuplovanje, i stvara se samo molekulski
(gasoviti) vodonik kao sporedni proizvod reakcije. Iako formalno spada u tip oksidativnih
aminacija, oksidans nije potreban u stehiometrijskom odnosu. Mehanisticki gledano,
rutenijumov katalizator tipa ,klesta” potpomaze, odnosno, omogucava dehidrogenizaciju

alkohola do aldehida koji zatim formira amidnu vezu sa aminom (Shema 8). Za modifikaciju



ovog postupka, koris¢eno je i nekoliko alternativnih rutenijumskih katalizatora koji su pruzili

skromna pobolj$anja postupka u odnosu na originalan katalizator tipa ,,klesta”.**’

Rutenijumov katalizator [e)
P baza, 110°C
RT “®H + HN—R, )L R,
(0,1-5 mol%) R1

Iz

(istiskivanje Hy)

Rutenijumovi katalizatori

I Ph H
NS Ph=p--R{) ﬁ{\-::R'u
AR s, 22
\ |(|)| )v

Shema 8. Sinteza amida iz alkohola i amina, katalizovana kompleksima rutenijuma

Kao sto su razvijene alternative kiselinama u reakciji formiranja amidne veze, u poslednjih
nekoliko godina intenzivirana su istrazivanja u ispitivanju alternativnih hemijskih vrsta za
amine. Npr., pokazalo se da izonitrili reaguju sa karboksilnim kiselinama,” pri éemu se
formiraju formimidatni karboksilatni mesoviti anhidridi. U uslovima visoke temperature i uz
prisustvo mikrotalasa, ovi intermedijeri podlezu premestanju do N-formilamida, koji se
konvertuju do primarnog amida, uklanjanjem N-formil grupe bazom. Medutim, ekstremni
reakcioni uslovi i ogranicena tolerancija prema drugim funkcionalnim grupama u molekulu

ogranic¢ava primenu ove reakcije.

Nedavno je opisano nekoliko hemoselektivnih pristupa formiranju amidne veze iz
tiokiselina.”” Oni ukljucuju reakciju tiokiselina sa azidima™ bez upotrebe aktivirajuéih reagenasa
ili reagenasa za kuplovanje. Veruje se da u reakciji tiokiselina i azida nastaje tiatriazolinski
intermedijer koji se razlaze do amida, oslobadajuéi azot i elementarni sumpor. Tiokiseline
takode mogu reagovati sa izonitrilima na sobnoj temepraturi, tako da daju formimidatni
karboksilatni mesoviti anhidrid (intermedijer) koji zatim reaguje sa aminom grupom i formira
amidnu vezu’' U sli¢nim reakcijama, tiokiseline mogu da reaguju sa elektron deficitarnim
sulfonamidima,” izocijanatima ili izotiocijanatima tako da daju amide.” Ove reakcije se mogu
sprovoditi u prisustvu nezasticenih alkohola, delimi¢no zasticenih peptida i sterno zaklonjenih

aminokiselina, pa su primenjive za sintezu glikopeptida.



Amidi su najstabilniji od svih jedinjenja koja sadrze karbonilnu funkcionalnu grupu.
Amidna veza je zajednicka, 1 veoma vazna, funkcionalna grupa peptida, biljnih polimera, j-

laktamskih antibiotika, kao i sintetickih polimera.

Peptidna veza je amidna veza (C(O)-NH) koja se formira izmedu karboksilne grupe jedne
aminokiseline i amino grupe druge aminokiseline uz eliminaciju vode, pri biosintezi proteina.
Peptidna veza ima karakter delimi¢no dvostruke veze (oko 40% u uobicajenim uslovima).
Zbog toga je peptidna veza planarna i gotovo uvek ima funs-konfiguraciju. U oko 10%
slucajeva peptidna veza moze imati cs-konfiguraciju, obi¢no kad u stvaranju peptidne veze

ucestvuje aminokiselina prolin.

2. 1. 2 Majklova adicija

Majklova reakcija ili Majklova adicija je nukleofilna adicija karbanjona ili nekog drugog
nukleofila na «,f-nezasi¢eno karbonilno jedinjenje.”*” Kako je originalno definisao Artur
Majkl,” reakcija predstavlja adiciju enolata ketona ili aldehida na B-ugljenikov atom o,f-
nezasi¢enog karbonilnog jedinjenja. Prema definiciji koju je predlozio Koler,” Majklova
reakcija je 1,4-adicija stabilizovanog ugljeni¢nog nukleofila (metilenska grupa 1,3-dikarbonilnog
jedinjenja i slicno) na a,f-nezasi¢eno karbonilno jedinjenje. Neki primeri nukleofila ukljucuju f-
ketoestre, malonate i f-cijanoestre.

U reakciji Majklove adicije baza deprotonuje nukleofil, Majklov donor, koji zatim napada
Majklov akceptor, tj. aktiviranu nezasi¢enu vrstu, 1 vr$i nukleofilnu adiciju, pri ¢emu nastaje C-
C veza (Shema 9). Reakcija se izvodi u prisustvu katalitickih koli¢ina baza pomocu kojih nastaje
ravnotezna koncentracija karbanjona. Reakcija je reverzibilna i smatra se da je stepen koji
odreduje brzinu reakcije nastajanje C-C veze, odnosno reakcija izmedu karbanjona i
supstituisanog alkena. Kao baze u Majklovoj reakciji koriste se tercijarni amini, piridin,
piperidin, KOH, Na-alkoksidi (NaOEt, NaOtBu), u katalitickim koli¢inama. Kao rastvaraci
koriste se etanol, metanol ili etarski rastvaraci. Majklovi akceptori poseduju elektron-privlacne
1 rezonanciono-stabilizujuée grupe, kao sto su NO,, COR, CHO, COOR, CN, SO,R, koje
stabilizuju anjonski intermedijer. Najces¢i Majklovi donori (prekursori karbanjona) su

CH,(CO,Et),, MeCOCH,CO,Et, NCCH,CO,Et, RCH,NO, i drugi.”’

10



_)l\ o+ EtO-
C

H,C=CHCN CN
~

N

Shema 9. Mehanizam Majklove reakcije.

Karbanjoni, kao nukleofili, predstavljaju samo jednu vrstu potencijalnih donora koji se koriste
u reakcijama Majklove adicije. Pored njih se koriste i nukleofili sa heteroatomima kao $to su
azot, sumpor, kiseonik i fosfor. Kada se kao donor koristi nukleofil koji poseduje azot,
Majklova adicija se ¢esée naziva aza-Majklova reakcija.”’ O njoj detaljnije u tekstu koji sledi.
Posto su amini 1 nukleofili i baze, za odigravanje aza-Majklove reakcije najcesce nije
potrebna dodatna baza, ve¢ je potrebno reaktante pomesati u organskom rastvaracu. Kinetika
reakcije je drugog reda, jer zavisi i od koncentracije olefinskog akceptora i od koncentracije

amina (Shema 10).

(@)
O O (@]
| + /4 Ky ~ brzo ~~
AN 7 o N +
N
Q 7N

V= k, * [amin] * [akrilat]

Shema 10. Primer aza-Majklove reakcije.

U aza-Majklovoj reakciji, sekundarni amini su jaci nukleofili od primarnih amina i zato su
reaktivniji. Ipak, treba naglasiti da reaktivnost veoma zavisi od elektronskih i sternih osobina
amina. Na primer, 1,4-butandiol diakrilat (10) reaguje sa 1-(2-aminoetil)piperazinom (9) u
ekvimolarnoj koli¢ini," pri ¢emu reaguje samo sekundarni amin (11) iz piperazinskog prstena

(Shema 11).

50°C 2
< > /\/\/O\[A —_— VLO/\/\/O\H/\N/\
9 ‘—\ 10 o 11 © K/N\/\NH2
NH,

Shema 11. Veca reaktivnost sekundarnih amina u aza-Majklovoj reakciji.

11



2.1.2.1. Diastereoselektivna aza-Majklova reakcija

Diastereoselektivnost u aza-Majklovoj reakciji se moze posti¢i upotrebom hiralnih amina ili

upotrebom hiralnih supstrata.

2.1.2.1.1. Upotreba hiralnih amina

Litijum-amidi, poznati kao jake baze, od nedavno se koriste kao nukleofili u stereohemijski
kontrolisanim aza-Majklovim adicijama. Prvu asimetricnu aza-Majklovu reakciju su opisali
Hawkins i saradnici.*

Davies i saradnici su opisali da sekundarni homohiralni litijum amidi kao $to je 13, (Shema
9) podlezu diastereoselektivnoj konjugovanoj adiciji na af-nezasiéene estre (12)."** Nastali
proizvod 14 podleze debenzilovanju uz prisustvo katalizatora, pri cemu se dobija odgovarajuca

S-amino kiselina (15) u visokom prinosu (Shema 12)."

o~ CH, Ph
0 Ph” "N “Ph s NH, O
Li 13 Ph N o 1. Pd(OH),/C/H,
R1T OR o 2. TFA R1 OH
RZ Rl OR 3. Dowex R2
12 14 R2 15

Shema 12. Dijastereoselektivna konjugovana adicija hiralnih litijum-amida (13) na a,f-nezasicene estre,
(12) pri cemu se dobija odgovarajucéa g-amino kiselina (15).

Slicnim postupkom se moze sintetizovati S-fenilalanin (Shema 13).* Visoka stereo-
selektivnost se postize konjugovanom adicijom litijum-(K)-(a-metilbenzil)benzilamida (13) na
tere-butilcinamat (16) na —78 °C, pri ¢emu se dobija odgovarajudi f-fenilalaninski derivat (17) sa
95% diastereoselektivnosti. Kada se na fg-fenilalaninski derivat (17) primeni hidrogenoliza, a

zatim hidroliza i jonoizmenjivacka hromatografija, dobija se (5)-f-fenilalanin (18).

-~ CH, Ph

Li 13 )\ ) 1. PA(OH),/C/H, 2
/\)L _ o Ph N O @ —_ — .
Ph OBut )\/U\ 2. TFA Ph OH
Ph OBut 3- Dowex

17 18
Shema 13. Dijastereoselektivno dobijanje (§)-f-fenilalanina (10).
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Dejvis i saradnici*”™ su demonstrirali upotrebu litijum-(S)-(a-metilbenzil)alilamida (20) pri

konjugovanim adicijama na enolate (19). Pri tome, N-alil grupa u Majklovom aduktu (21) moze

da se ukloni Wilkinson-ovim katalizatorom (Shema 14), 1 nastaje jedinjenje (22).

CH,
H /r/
i CH
o P> H /r/ 2 CH
: (PPh,),RNCI H
i 20 Py s P
P —
R/\)LOtBU Ph O Ph

OtBu R/\/U\OtBu

21 22

Shema 14. Upotreba litijum-($)-(a-metilbenzil)alilamida (20) pri konjugovanim adicijama na enolate
19).

()

w

w

==
)

mz

C

19 R

2.1.2.1.2. Upotreba hiralnih supstrata

Stereoselektivne 1,4-adicije ahiralnih amina, kao nukleofila, na hiralne akceptore su mnogo

prouéavane”’ 1 uoceno je da ahiralni amini podlezu dijastereoselektivnim konjugovanim

adicijama.

Matsujama i saradnici su opisali adiciju razlicitih aciklicnih azotnih nukleofila na hiralni p-

tolilsulfinil-cinamat  (22), pri ¢emu su dobili adukt 24 (Shema 15) u dobrom

.. . .y 51,52
dijastereoselektivnom vigku.”

Tol O Q
I 1. RNH,
S ——
0" OtBu 2 sml, OtBu
Bh Ph” *>NHR
23 24, 52-89% de

Shema 15. Adicija razli¢itih acikli¢nih azotnih nukleofila na hiralni p-tolilsulfinil-cinamat (23),
katalizovanu samarijum-jodidom.

Jamamoto i saradnici™ su opisali konjugovanu adiciju ahiralnih litijum-amida (26) na hiralne

enoate (25) (Shema 16), pri cemu nastaje smesa gy# i anti proizvoda u visokim prinosima.

13



Sterno voluminozne grupe kao $to su TBDMS (zere-butildimetilsilil) i TBDPS  (fere-

butildifenilsilil) daju syz-diastereomer (27), iskljucivo ili predominantno.

Phe tms Ph\N,tms
H,C A~ CO,tBU N
\l/\/ i 2 HC CO,tBu
OR -
OR 27

25
R=TBDMS, TBDPS, i-Pr,C, Me

Shema 16. Konjugovana adicija ahiralnih litijum amida (26) na hiralne enoate (25).

2.1.2.2. Enantioselektivna aza-Majklova adicija

Proteklih nekoliko godina, asimetricna aza-Majklova reakcija se pokazala kao odlican

postupak za sintezu hiralnih f-amino karbonilnih jedinjenja.
Mnoge istrazivacke grupe sirom sveta postigle su veliki uspeh u primeni organometalnih
reagenasa u aza-Majklovim adicijama.”™” Prvi rad su objavili Jergensen i saradnici 1996. godine.

U njemu su opisali upotrebu titanijum-BINOL katalizatora (29) za katalizu adicije Ph-CH,-
ONH, (Bn-ONH,) na N-aciloksazolidinone (28), pri ¢emu se dobija jedinjenje 30 sa 42%
o

SO
Lo, O g e

enantioselektivnosti (Shema 17).

O _——
R
/ BNONH,, -60 °C O\ (N
28 30

Shema 17. Upotreba titanijum-BINOL katalizatora (29) za katalizu adicije BhONH, na IN-
aciloksazolidinone (28).
Poznato je da N-supstituisani hidroksilamini (BaNHOH), koji su nukleofilniji od O-
supstituisanih hidroksilamina, mogu podleé¢i konjugovanoj adiciji na a,f-nezasicene amide (31)
pri ¢emu se dobijaju izoksazolidinoni (33), prekursori za sintezu f-amino kiselina (34).”" Ova

metoda se pokazala kao dobar postupak za dobijanje derivata f-aril-f-amino kiselina visoke
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enantiomerne cistoce, uz upotrebu katalitickih koli¢ina hiralnih Luisovih kiselina (32) (Shema

18).
0 o 8 8 32
2,2 ekv BUNHOH, -60°C 0~ ANpp  HePeC O  NH,
A~ oSN
O3ekv Mg(ClO), ili MgCl, HO A
", .
31 3 A 34

do 96% ee
Shema 18. Dobijanje izoksazolidinona (33), prekursora za sintezu f-amino kiselina (34).

2.1.2.3. Asimetritna aza-Majklova adicija katalizovana cinhona alkaloidima

Jorgensen i Perdikia™ su prvi razvili metod asimetri¢ne aza-Majklove adicije hidrazona (35) na
ciklicne enone (36) potpomognute jeftinim i komercijalno dostupnim cinhona alkaloidima (38,
39 i 40) kao katalizatorima, pri ¢emu se dobijaju proizvodi (37) u dobrom prinosu (do 100%) i
do 77% opticke cistoce (e¢) (Shema 19).

Me,
NH
|
N
%5 Cinhona alkaloid Y
35 X 1,2,3,4
Y=H, ClI n=
X=ClI, Br, NO,
HO,,
OO OO OO
38
R=H, OMe, OH

Shema 19. Asimetricna aza-Majklova adicija hidrazona (35) na ciklicne enone (36) potpomognuta
cinhona alkaloidima (38, 39, 40) kao katalizatorima.
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2.1.2.4. Upotreba aza-Majklove adicije u sintezi prirodnih proizvoda

Aza-Majklova adicija se koristi za dobijanje cilindricina A 1 B. Cilindricini A i B su alkaloidi
izolovani iz biljke Clavelina cylindrica. Cilindricin A je (3R, 4K, 55, 7aR, 11aR)-3-hlormetil-5-
heksil-perhidro-pirolo-[2,1-j]hinolin-7-on, a cilindricin B je (35, 5K, 6S, 8aR, 12aR)-3-hloro-6-
heksil-perhidropirido[2,1-j]hinolin-8-on (Shema 20).

N
Cl

O
-\/\/\
41 42

Shema 20. Hemijske strukture Cilindricina A (41) i Cilindricina B (42).

Cilindricin B je prvi opisani primer pirido-[2,1-j]-hinolinskog ciklicnog sistema, a cilindricin A

prvi pirolo[2,1-j|hinolin otkriven u prirodi.

i CeH/CUCNLi 1 4 20 NaH. PhH
Ofkoa_‘l ci0 ; | o S POOMe): ~ criopn
oTf 99% S 96% I v 86%
43 44 45
(@]

1. NH4/EtOH, NH,OH
| 105°C, 97%

2. CICO,Me, K,CO4
MeCN, 85%

1. LDA, TiPSOTf, THF
——

2. CAN, DMF, 91%

46 |

Shema 21. Upotreba aza-Majklovom reakcije za dobijanje cilindricina A 1 B.

Prvo se alkiluje jedinjenje (43) do diena (44), koji se zatim prevodi u ketofosfonat (45).
Ketofosfonat (45) se potom prevodi u dienon (46) Witig-Horner-ovom reakcijom.
Zagrevanjem jedinjenja (46) sa amonijum-hidroksidom u etanolu dolazi do dvostruke Majklove
reakcije kojom se dobija zeljeni 1-azadekalin (47) u visokom prinosu, kao 1:1 smesa ¢is i trans

izomera (Shema 21).” Izomeri se razdvajaju upotrebom HPLC-a (High-performance liquid
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chromatography - visoko efikasnom te¢cnom hromatografijom) i prevode u derivate oktahidro-

4-hinolina (48), a zatim se nezavisno koriste u sintezama cilindricina A i B.

Asimetri¢na aza-Majklova adicija se dosta primenjuje u organskoj sintezi, prvenstveno zbog
znacaja f-amino-kiselina ili f-amino-alkohola koji se nalaze u mnogim prirodnim proizvodima;
kao i za dizajniranje novih jedinjenja koja sadrze f-amino kiseline, ili amino alkohole, a koja se

koriste kao bioizosteri a-amino kiselina.
2. 1. 3. Fridlenderova sinteza hinolina i srodne reakcije

Hinolinski prsten je prisutan u velikom broju bioloski aktivnih prirodnih proizvoda i
sintetickih molekula. Shodno tome, razvijene su brojne metode za sintezu hinolina i njegovih
derivata, a Fridlenderova reakcija je jedan od najednostavnijih sintetickih postupaka. Ovaj tip
reakcije prvi su opisali Fiser i Rudolf” iste godine kada je Fridlender opisao sintezu hinolina iz
2-aminobenzaldehida i acetaldehida.”’ U najopstijem obliku, Fridlenderova reakcija je bazno ili
kiselo katalizovana kondenzacija aromati¢nih 2-aminosupstituisanih karbonilnih jedinjenja
(aldehida, ketona) sa odgovarajuée supstituisanim karbonilnim jedinjenjima koja sadrze
reaktivou a-metilensku grupu, prac¢ena ciklodehidratacijom (Shema 22). Fridlenderove anelacije
(zatvaranje prstena) se sprovode refluktovanjem vodenih ili alkoholnih rastvora reaktanata u
prisustvu baze ili kiseline, ili grejanjem smese reaktanata na visokim temperaturama (150-220

°C), u odsustvu katazatora.”

Ry

O
Ry N R
kiselina, baza ili t NS 3
. Ry + —_— R,
2 0 R, -
NH, N™ Ry
CHO NaOH, EtOH/H20
rt, 47 h N
+ —_— _
NH, © N

2

Shema 22. Fridlenderova kondenzacija.

Pretpostavljaju se dva moguc¢a mehanizma Fridlenderove reakcije. Prema jednom, prvo se

formira Sifova baza (51, Shema 23), koja je praéena intramolekulskom aldolnom reakcijom koja
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daje hidroksiimin (52). Nakon toga, dolazi do gubitka molekula vode i dobija se hinolin (53).
Prema drugom mehanizmu, prvi, najsporiji korak reakcije je intermolekulska aldolna reakcija,
kojom se dobija proizvod 54, koji se transformise u hinolin, preko hidroksiiminskog

intermedijera (52) ili preko oksoaminskog intermedijera (55).

R, ,OH R1
Rs3 R
R1 —_— H,0 Iy 2
R, Ry —=— - —_3 R, I _
N_%_ N R4 N R,
51 R, 52 53
11 ﬂ Hzof
0
Rs3
0 Ry OHg. Ra I
Ra H0 Ry
R, R1+ p— Ry —— Ry
¢
NH, ©7 Ra NH, NH;
49 50 54 (2)-55
H,0,
0
R
3 I R,
R
R, .
NH,
(E)-55

Shema 23. Mchanizam Fridlenderove reakcije.

2.1.3.1. Regioselektivnost Fridlenderove reakcije

Kada u Fridlenderovoj reakciji ucestvuju asimetricni ketoni, regioselektivnost reakcije zavisi
od vrste katalizatora i reakcionih uslova. Narocito je tesko postiéi regioselektivnost u slucaju
reakcije asimetricnih 2-alkanona. Tada se se dobija smesa regioizomera, tj. 2,3-disupstituisanih i
2-monosupstituisanih hinolinskih derivata. Medutim, ukoliko se u a-polozaj karbonilnog
jedinjenja uvede aktivirajuca (elektron-privlacna) grupa, predominantno se dobijaju 2-
monosupstituisani proizvodi. Na primer, hidroksidom katalizovana Fridlenderova reakcija 2-
aminonikotinaldehida (57, Shema 24) sa etil-estrom 4-oksopentanske kiseline (56) daje smesu
2,3-disupstituisanih i 2-monosupstitisanih 1,8-naftiridina u molskom odnosu 2:1 (59 i 60).
Medutim, uvodenje aktivirajuce fosfonatne grupe u molekul (58) dovodi do regioselektivne

Fridlenderove reakcije, u kojoj se dobija samo 2-supstituisani proizvod (61).”*

18



SEt  NaOH, H,0, MeOH

rt, 18 h Et
Ty I A AN o’ X N O, O\Et
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o N~ N
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0
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| OaOn
N “NH Et
2 NaOH, H,0, MeOH o o
+ rt, 18 h N “Et
57 O —_— I
LI\ ps 7
o (OMe), N N
58 61

oksopentanoata (57).

formiranju Sifove baze i reakciji ciklizacije.

CHO TABO (1,1 ekv.)

AN H,S0, (0,05 ekv) CHO
EtOH, 65 °C | N
Z + > A~
N” NH, Ko
65

62 O 63

¢ 70%

TABO: [
HN Ir
64 I P>
N N

66

Shema 24. Kontrola regioselektivnosti Fridlenederove reakcije izmedu nikotinaldehida (56) i etil-4-

Korisno reSenje problema regioselektivnosti Fridlenderove reakcije postignuto je
upotrebom pirolidinskih derivata kao katalizatora. Kada se metil-alkil-keton (63) dodaje sporo
u etanolni rastvor 2-aminoarilaldehida (62) 1 TABO-a (1,3,3-trimetil-6-azabiciklo[3.2.1]oktana,
64), u prisustvu katalitickih koli¢ina sumporne kiseline (Shema 25), postignuti su visoki
prinosi 1 regoselektivnost, pa se dobijaju 2-supstituisani proizvodi (66). Ovakav rezultat je
objasnjen brzom transaminacijom 2-aminonikotinaldehida i formiranjem intermedijernog

enamina koji se formira izmedu 6-hloro-2-heksanona (63) i TABO-a, §to vodi brzom

Shema 25. Kontrola regioselektivnosti Fridlenderove reakcije pomocu pirolidinskih katalizatora.
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2.1.3.2. Tolerancija un odnosu na druge funkcionalne grupe reaktanata n Fridlenderovoy reakciji

Velika vrednost Fridlenderove reakcije jeste visoki stepen tolerancije u odnosu na druge
funkcionalne grupe koje mogu biti prisutne na reaktantima. Jedino ogranicenje u odnosu na
funkcionalne grupe prisutne na aromaticnom prstenu 2-aminokarbonilnog reaktanta jeste
stabilnost u odnosu na bazne ili kisele uslove koiji se koriste da katalizuju reakciju. U skladu sa
ovim R, (Shema 22) moze biti vodonik, alkil, aril, halogen ili O-alkil supstituent. U sustini, i
elektron-bogata 1 elektron deficitarna 2-aminobenzokarbonilna jedinjenja podlezu ovoj

66,67 oty iy 2 : P sy . . . . .
7" Najvise koriséena 2-aminosupstituisana aromaticna karbonilna jedinjenja u

reakciji.
Fridlenderovoj reakciji su 2-aminobenzaldehid, 2-aminoacetofenon ili 2-aminobenzofenon i
njithovi derivati.

Heterocikli¢ni sistemi prstenova koji sadrze 2-aminokarboksaldehidnu grupu, kao sto su 3-
amino-2-formilimidazo[1,24piridin (67, Shema 26),” takode se ¢esto koriste u Fridlenderovoj
reakciji.  Slicno, 2-aminotiofenkarboksaldehid (70) reaguje sa  2-amino-1-metil-4-

imidazolinonom (kreatininom, 71) wuz wupotrebu /lis(trimetilsilil)jacetamida (BSA) kao

v, 69
rastvaraca.

N
G/ CHO + COEL o4 (10%), EtOH 2 =
refluks 4h N UN
XN 7 \ CO,Et
67 NH2 85% 69 N—=
=
BSA, 140 °C, 2h 7 \\
Q /l/: />—NH2 _ /N
62 % N /)\
72 N7 NH,

Shema 26. Primeri heterocikliénih sistema koji uéestvuju u Fridlenderovoj reakciji.

U karbonilnom jedinjenju sa reaktivhom a-metilenskom grupom (Shema 22), R; moze biti
vodonik, alkil, aril, alkoksi ili amino-grupa, a R, moze biti vodonik, alkil, nitro, acil, karboksi,

karboksamidna, cijano, hidroksi, sulfonil i srodne funkcionalne grupe.

Fridlenderova reakcija 2-amino-3-(benziloksi)-4-brombenzaldehida (73, Shema 27) sa
metil-2-acetilpiridin-6-karboksilatom (74) daje 8-(benziloksi)-7-brom-2-(2’-piridil)hinolin-6-

karboksilnu kiselinu, koja se konvertuje u odgovarajuéi metil-estar (75) uobicajenim

20



metodama.” Alternativno, nadeno je da reakcija katalizovana natrijum-metoksidom daje isto

jedinjenje u samo jednom reakcionom koraku, u umereno visokom prinosu (Shema 27).

CHO 1. triton B (0,4 ekv), THF
0°C, 1h,rt, 3h
2. 10% HCI, MeOH, rt,
NH, 18 h, 82% \ \
73 OBn
y
+ N | N
X OBn N~
S | NaOMe, (0,2 ekv), THF, rt,0,7 h 75
N. 2 CO,Me
COOH

Shema 27. Sinteza metil estra 8-(benziloksi)-7-brom-2-(2’-piridil)hinolin-6’-karboksilne kiseline
(75), Fridlenderovom reakcijom u razlic¢itim reakcionim uslovima.

Efikasna sinteza jedinjenja koja sadrze skelet benzo|cpirido[2,3,4-£/akridina (78, Shema
28) postignuta je Fridlenderovom reakcijom izmedu 1-acetil-5-amino-7,8-dimetoksi-2,3-

dihidro-1H-hinolinona (76) i a-tetralona (77) u prisustvu piridinijum-p-toluensulfonata

(PPTS)."!
PPTS PhMe, 24 h
58%

Shema 28. Sinteza jedinjenja sa skeletom benzo[¢pirido|2,3,4-&/akridina (78) Fridlenderovom
reakcijom.

Neuobicajeni ketoni, kao §to je 2-amino-1-metil-4-imidazolinon (80, Shema 29), reaguju sa
2-aminonikotinaldehidom (79) u Fridlenderovoj reakciji i daju odgovarajuce naftiridine (81) u

dobrom prinosu.72
/
Etandiol, 160°C, 1 h N
>—NH2 > || /7)—NH,
NH2 72% Z Z

Shema 29. Imidazolidinoni (80) kao reaktanti u Fridlenderovoj reakciji.
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Fenolna funkcionalna grupa aromati¢nih jedinjenja kao s$to je 1-naftol (83, Shema 30)” ili
2,6-dihidroksipiridin (86)" koris¢ena je uspesno kao zamena za karbonilnu grupu u sintezi
supstituisanih  [1,8]-naftiridina (84 1 87), u TFridlenderovoj reakciji sa odgovarajuce

supstituisanim 2-aminobenzaldehidima (82 1 85).

glicerol, 220°C
40 min
51%
H,0, 90°C

@E mm

Shema 30. Primeri upotrebe fenolnih jedinjenja kao zamene za karbonilna jedinjenja u
Fridlenderovoj reakciji.

2.1.3.3. Modifikacije Fridlenderove reakcije

Pficingerova reakcija” i reakcija Nijementovskog spadaju’®’” u modifikovane Fridlenderove
reakcije, koje se razlikuju u reaktantima. U reakciji Nijementovskog, umesto aromaticnog 2-
aminosupstituisanog karbonilnog jedinjenja kao reaktant se koriste odgovarajuce aromati¢ne 2-
aminosupstituisane karboksilne kiseline ili njihovi estri. Na primer, reakcije a-aroilketenskih
ditioacetala (89) sa estrima 2-aminobenzoeve kiseline (88) daju preferencijalno 2-
metiltiohinolone (90) i 2-anilino-3-aroilhinoline (91) preko a-aroilketenskih IN,$-acetalnih,

odnosno a-aroilketenskih aminalskih intermedijera (Shema 31).”

O
O/
\H OH O OH O
88 2
+ AcOH, refluks, 12 h N Ph N Ph
N Me N N
o 90 91 H
| o
Me Me O
89 /

Shema 31. Reakcija Nijementovskog
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Dalje modifikacije reakcije Nijementovskog ukljucuju i wupotrebu aromati¢nih
2-aminonitrila umesto odgovaraju¢ih  karboksilnih  kiselina, pri c¢emu se dobijaju
4-aminohinolinski proizvodi. Na primer, antranilonitril (92),” 3-amino-4-cijano-1-
fenilpirazoli,”’ ili etil-estri G6-amino-4-aril-5-cijano-4H-piran-3-karboksilnih kiselina® daju
4-aminohinolinske  derivate. Tipicni eksperimentalni uslovi podrazumevaju mesanje
2-aminonitrilnog jedinjenja sa odabranim ketonom u nitrobenzenu kao rastvaracu, u prisustvu
cink(IT)-hlorida na 120 °C,” ili u prisustvu aluminijum-trihlorida u dihloretanu uz refluks; ili u
prisustvu bortrifluorida u toluenu, ili titanijumtetrahlorida u metilenhloridu.” Na ovaj na¢in su
sintetizovani takrin i njegovi derivati (94), nanomolarni inhibitori acetil- i butirilholinesteraze,

potencijalna terapeutska sredstva za tretman Alchajmerove bolesti (Shema 32).

N
BF; Et,0, toluen Ha
refluks 24 h A
41% N/

94

Shema 32. Antranilonitrili kao reaktanti u reakciji Nijementovskog.

Jos jedna modifikacija reakcije Nijementovskog podrazumeva zagrevanje antranilne kiseline
(95) ili supstituisane antranilne kiseline i odgovarajucih ketona u fosforoksihloridu, koji u ovom
slucaju sluzi i kao katalizator i kao rastvara¢. Na ovaj nacin se dobijaju 4-hlorohinolinski
derivati. Ovim postupkom su sintetizovani razli¢iti 9-hlorotetrahidroakridinski derivati (97)*
(Shema 33), kao prekursori za sintezu dualnih takrinskih inhibitora AChE. Prisustvo 9-hloro
supstituenta na molekulu omogudilo je dalju funkcionalizaciju derivata, obi¢no reakcijama
nukleofilne aromati¢ne supstitucije, i sintezu velikog broja strukturno razlicitth dualnih

inhibitora acetilholinesteraze, koji istovremeno interaguju sa dva vezivna mesta na enzimu.

POCI3, 110°C NS
Z
N

97

Shema 33. Sinteza 9-hlorotetrahidorakridina modifikovanom reakcijom Niementovskog
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2.1.4. Nukleofilne aromati¢ne supstitucije

Nukleofilna aromati¢na supstitucija je reakcija u kojoj nukleofil zamenjuje dobro-odlazec¢u
grupu (na primer halogen) na aromaticnom prstenu. Postoji Sest mehanizama nukleofilne
aromatic¢ne supstitucije:

1. SyAr — mehanizam adicija — eliminacija

2. SylAr — mehanizam koijt se srece kod arildiazonijum soli

3. mehanizam koji se odvija preko dehidrobenzenskog intermedijera

4. Syn1 —slobodno-radikalski mehanizam

5. ANRORC mehanizam

6. Vikarijusova nukleofilna supstitucija

U ovom delu teksta posebno ¢emo posvetiti paznju mehanizmu adicija-eliminacija,
obzirom na to da smo ovaj tip reakcije koristili za sintezu heterodimernih takrinskih inhibitora
holinesteraza.

U poredenju sa alkil-halogenidima, aril-halogenidi su znatno manje reaktivni u reakcijama
nukleofilne supstitucije jer je veza izmedu halogena i sp° hibridizovanog uglienikovog atoma na
aromaticnom prstenu jaca zbog delokalizacije slobodnih elektronskih parova halogena na
aromaticnom prstenu. Medutim, ukoliko je aromati¢no jezgro aktivirano nekom elektron-
privla¢nom grupom (kao §to su nitro, karbonilna i slicne grupe) nukleofilne supstitucije se lako
vrSe na umerenim temperaturama. Kada se osvrnemo na mehanizam reakcije, ovo postaje
razumljivo: napadom nukleofila, aromati¢no jezgro postaje intemedijarni anjon u kome je
negativna Sarza delokalizovana na ugljenikove atome u prstenu, a elektron-privlacne grupe, ako
su vezane u o- ili p-polozaju u odnosu na odlazec¢u grupu, stabilizuju ovaj anjonski intermedijer
(Shema 34). Bez prisustva elektron-privlacnih supstituenata, nukleofilne supstitucije se tesko
vrse 1 zahtevaju visoke temperature. Prisustvo tri nitro-grupe na aromaticnom prstenu moze
toliko efikasno da stabilizuje nagativno naelektrisanje na anjonskom intermedijeru, da ne dolazi
do odlaska odlazece grupe, ve¢ se formira stabilan Majzenhajmerov kompleks. Ovo se desava

na primer, kada se natrijum-metoksid dodaje u rastvor 2,4,6-trinitrofenola.”
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Shema 34. Mehanizam adicija-eliminacija (SnAr) nukleofilne aromati¢ne supstitucije

U nekim sluc¢ajevima dolazi do supstitucije i kada na aromaticnom prstenu nisu prisutni
aktivirajudi supstituenti. Na primer, fluorbenzen (sa natrijum-metoksidom, na 0 °C),* 1- ili 2-
bromnaftalen (sa piperidnom na 230 °C),” i 1-fluornaftalen (sa litijum-piperididom na 40 °C)*
podlezu direktnoj supstituciji prema mehanizmu adicije-eliminacije. Sa druge strane, mogu se
naéi literaturni podaci koji  podrzavaju lancani radikalski ~mehanizam, iniciran
jednoelektronskim transferom, kod supstitucija na ovakvim neaktiviranim aromati¢nim

: 89
prstenov1ma.

Azotov atom u piridinskom prstenu ima priblizno isti aktivirajuci efekat kao i nitro-grupa
vezana za benzenov prsten. 2- i 4-supstituisani halopiridini lako podlezu nukleofilnoj
supstituciji. Halogenovani diazini kao $to je 2,4-dibrompirimidin™ su jo§ reaktivniji. Iako
najveci stabilizujuci efekat imaju nitro-grupe ili atomi azota na polozajima 2-, 4- 1 6- fenil,
odnosno heteroaromaticnog prstena, u nekim slucajevima heteroaromaticni azot i nitro-grupe
na polozajima 3- 1 5- mogu da ispolje aktivirajuci efekat u odnosu na nukleofilnu aromaticnu
supstituciju. Tako na primer, 1-fluor-3-nitrobenzen,”  3-fluorbenzotrifluorid,”  3-

hlorbenzotrifluorid,” 1,3-dinitrobenzen’™ i 3—brornpi1:idin()5 reaguju sa natrijum-alkoksidom ili

piperidinom, dok je hlorbenzen™ inertan prema ovim nukleofilima.

2.1.4.1. Uticaj odlazece grupe na brzinu nukleofilne supstitucije

Red reaktivnosti aril-halogenida u reakciji nukleofilne supstitucije je F > Cl > Br > 1. Za

razliku od alkil-fluorida, atil-fluoridi su najreaktivniji zbog toga sto faza koja odreduje brzinu
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reakcije jeste adicija nukleofila na aromati¢ni prsten. Obzirom da je fluor najelektronegativniji,

on najbolje stabilizuje negativno naelektrisanje u prelaznom stanju reakcije.

1-Fluor-2,4-dinitrobenzen spada u najces¢e koris¢ena jedinjenja koja sadrze fluor.
Zahvaljuju¢i lakom kuplovanju sa terminalnim amino-grupama peptida, postao je kljucni
reagens za prvi pouzdan metod sekvencioniranja proteina.”” Nadeno je da je ovaj, Sendzerov
reagens, daleko reaktivniji prema amino-grupama od prekursora za njegovu sintezu, 1-hlor-2,4-
dinitrobenzena. Superiorna reaktivnost fluorarena u odnosu na hlorarene u reakcijama
aromaticne nukleofilne supstitucije je opsti fenomen. Sreée se kod mono-, di- 1 tri-
nitrosuspstituisanih derivata.”® Odnosi konstanti brzina reakcija (ky/k.) kreéu se u opsegu 300-
1300 kada se kao nukleofili koriste natrijum-alkoksidi, odn. 40-770 kada se kao nukleofili
koriste aromati¢ni 1 alifaticni amini. Medutim, u jedinstvenom slucaju, 2,4-dinitrohlorbenzen
reaguje neSto brze od fluor- analoga sa N-metilanilinom (kp/ky=0,73). Ova inverzija
halogenskog efekta treba da nas podseti na mehanisticku kompleksnost SyAr reakcija sa
aminima kao nukleofilima. Aktivirani haloareni, 1-fluor- i 1-hlor-4-nitobenzen (a, X=F ili Cl,
Shema 35) reaguju sa amonijakom, primarnim i sekundarnim aminima tako da daju unutrasnju
so (Majzenhajmerov kompleks), 6-amonijum-6-halocikloheksa-2,4-dien (b). Ovaj intermedijer
moze da se ’vrati’ do reaktanata, ili da se deprotonuje bazom (d), ili da intramolekulski prenese
proton, tako da se dobije 5-amino-5-halo-1,3-cikloheksadien (c), koji podleze f-eliminaciji
halovodonika, tako da se dobija konacni proizvod supstitucije (e). Ova reakcija, u poredenju sa
nukleofilnom aromaticnom supstitucijom sa alkoksidima (Shema 35, desno), moze da ima

nekoliko mogucih dodatnih reakcionih koraka.

26



X
: a
NO,

NO,
1 NHR, lM—OR
+
X NR, X NHR, X NR2 X"
H
H intramolekulsk§ HNR, O
B ——
neutralizacija
c b d NO
2
NO, NO, NO2
‘e
NR, ] x]
HX]

NR, OR
e
N: 0, NO,
Shema 35. Mchanisticki putevi SxAr reakcije sa aminima kao nukleofilima (levo) nisu jednoznacni kao u
slucaju alkoksida kao nukleofila (desno).

Sloser i saradnici su nedavno ispitivali uticaj odlazece grupe na reaktivnost halopiridina u
reakcijama nukleofilne supstitucije.99 Veliki broj 2-halopiridina i nekoliko 4-halopiridina su
tretirani natrijum-etoksidom u dietiletru na 25 °C. Relativne reaktivnosti jedinjenja procenjene
su eksperimentima kompeticije. U svim ispitanim reakcijama, fluor se pokazao kao bolja

odlazeca grupa od ostalih halogena.
2.1.4.2. Efekat ostalib supstituenata u prstenu na reaktivnost 2-halopiridina

Pri ispitivanju u kojoj meri ostali supstituenti na piridinskom prstenu ubrzavaju ili
usporavaju nukleofilnu aromati¢nu supstituciju. Nadeno je da elektron-donorske grupe kao sto
je etoksi, usporavaju reakciju, dok elektron-privlacni supstituenti, kao sto je trifluormetil
ubrzavaju reakciju. Kod 2-halopiridina, fluor, kao supstituent, zahvaljujuéi svom induktivnhom

elektron-privlacnom efektu ubrzava reakciju, kada se nalazi u - ili p- polozaju prema odlazecoj
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grupi, ali je usporava u ¢- polozaju, zbog odbijanja slobodnih elektronskih parova. Procena
reaktivnosti  2,6-difluoropiridina sa natrijum-etoksidom potvrduje prethodno zapazene
trendove. Fluor na polozaju 3- 1 4- ubrzava nukleofilnu aromaticnu supstituciju, dok je
usporava u polozaju 5. Svi ostali halogeni, nezavisno od njihovog polozaja, ubrzavaju reakciju
nukleofilne supstitucije, jedan do dva reda velicine. Narocito je interesantan efekat koji
trimetilsilil-grupa ispoljava u reakciji nukleofilne aromaticne supstitucije. Kao umerena
elektron-akceptorska grupa, ona ubrzava nuklofilni napad kada je udaljena od mesta
supstitucije."”’ Medutim, kada se nalazi u blizini mesta na kom se vr$i supstitucija ona sterno

sprecava reakciju.
2.1.4.3 Silil-trik: izbor izmedu dva potencijalna mesta supstitucije

Ako dva ili tri halogena na piridinskom prstenu zauzimaju mesta na kojima se lako vrsi
nukleofilna supstitucija, tesko je a priori reci koji halogen ée reagovati kao odlazeéa grupa, a koji
¢e ostati na aromaticnom prstenu. Nedostatak regioselektivnosti u reakcijama nukleofilne
aromaticne supstitucije je odavno poznat. Na primer, 2,4—dihlorpiridin101 1 24,6-
tribrompiridin'” daju 2- i 4-amino-supstitucione proizvode u odnosu 1:3, ili 1:1, kada se
tretiraju vodenim rastvorom amonijaka na 150-175 °C. Regioselektivnost u polozaju 4- moze
se postiéi sa sekundarnim aminima (npr. dimetil-aminom) i sa hidrazin-hidratom."” Tako
dobijeni arilhidrazini (99) mogu se prevesti blagim oksidacionim sredstvima (kao $to je
bakar(II)sulfat) preko aril-diazina (100) u odgovarajuce arene (102, Shema 306). Alternativno,

arilhidrazini se mogu redukovati do aminopiridina (101) uz upotrebom cinka,"™ natrijuma,'”

. 1 oqe . 1 7
Raney nikla % ili vodonika.'’

N
S
B |
Cuso, | < N/
NHNH, P ;
Xz N 102
N HoNNH,
| > = | : 100
x; N X7 N \ I
98 99
e ﬁ

Z
x5 N

101

Shema 36. Regioselektivna supstitucija 2,4-dihalo- ili 2,4,6-trihalopiridina hidrazinom na polozaju
4- i dalje transformacije proizvoda.
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Kada je kod 2,4-dihalopiridina u polozaju 5- prisutna trimetilsilil-grupa, nukleofilna
supstitucija se isklju¢ivo vrsi u polozaju 2. Ovo je tzv. “silil-trik”."” Trialkilsilil-grupa se moze
uvesti sekvencom reakcija (Shema 37): (a) uvodenje joda u polozaj 3- pomocu
organolitijumovih reagenasa, (b) migracija joda sa polozaja 3- u polozaj 5- pomocu litijum-
diizopropilamida (LIDA), (c) intetkonverzijom I/Li i kondenzacijom sa hlortrimetil- ili
hlortrietilsilanom. Trialkilsilil-grupa se moze ukloniti sa molekula ili zameniti bromom ili

jodom upotrebom tetrabutilamonijum-fluorid-hidrata, molekulskim bromom ili jod-

hloridom."">'*®
F F NR;R,
NN I (a) n-BuLi, I, NN HNR1R2
-
| |
N F N F
(b) LIDA, H,0
F
| 3
| (c) n-Buli, (R3)3S|CI R3-s|ﬁ HNRle R3 S| Elﬁ
z
N F p/

NR;R, NR;R;

Shema 37. Selektivna nukleofilna supstitucija 2,4-difluorpiridina na polozaju 4-, ili na polozaju dva, uz
pomo¢ trialkilsilil grupe.

Jedan primer upotrebe nukleofilne aromati¢ne supstitucije je sinteza antibiotika ofloksacina
(102), inhibitora enzima giraze. Ova sinteti¢ka sekvenca obuhvata est SyAr reakcija.'” Polazeéi
od komercijalno dostupnog 1,2-dihlor-3-nitrobenzena, hlor na polozaju 2- se zamenjuje
fluorom (Shema 38, a). Zatim sledi denitrovanje/hlorovanje (b) i ponovno uvodenje nitro
grupe na polazaju 6- (c), ¢cime se dobija 1,3-dihlor-2-fluor-4-nitrobenzen, $to omogucava duplu
Cl/F izmenu kalijim-fluoridom (d). Tretman kalijum-hidroksidom i hidroksiacetonom (e),
pracen katalitickom hidrogenizacijom (f) daje 7,8-difluoro-3,4-dihidro-3-metil-2H-1,4-
benzoksazin. Kondenzacija sa dietil(etoksimetilen)-malonatom (1g), zatim kiselo katalizovana
ciklizacija pracena hidrolizom estra (2g) i zamena fluora na polozaju 7- N-metilpiperazinom

(3g) daje konac¢no antibiotik ofloksacin.
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Shema 38. Sinteza antibiotika ofloksacina.
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2.2 Metode molekulskog modelovanja

2.2.1. Analiza odnosa trodimenzionalne strukture i aktivnosti jedinjenja — 3D-QSAR

metode

Korelacija bioloske aktivnosti jedinjenja sa njihovim svojstvima izvedenim na osnovu
trodimenzionalnih struktura, i identifikacija klju¢nih strukturnih karakteristika jedinjenja koje
doprinose njihovoj bioloskoj aktivnosti, odnosno potentnosti, predstavlja centralni problem u
dizajnu lekova. Jos osamdesetih godina proslog veka su razvijene brojne metode za 3D QSAR
analizu, a CoMFA"" metod (Comparative Molecular Field Analysis, Komparativna analiza
molekulskih polja) je jedan od najvise upotrebljavanih metoda. CoMFA se primenjuje na setiju
jedinjenja koja su medusobno svrstana u konfiguracionom prostoru na osnovu pogodno
izabranog  kriterijuma. Ovako medusobno svrstani molekuli opisuju se razlicitim
trodimenzionalnim poljima (prvobitno je koris¢éeno samo sterno i elektrostaticko polje),
izracunatim u tackama u prostoru oko molekula, upotrebom odgovarajuce probe. Analiza
delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS) se koristi za kvantitativnu korelaciju deskriptora izvedenih
iz molekulskih polja i jac¢ine bioloskog dejstva ispitivanih jedinjenja. Medusobno svrstavanje
molekula u konfiguracionom prostoru je kljucni problem za uspesnu CoMFA analizu, i
predstavlja usko grlo i najvedi izvor gresaka u CoMFA studijama. Na zalost, ne postoje nikakva
¢vrsto utemeljena pravila za postupak medusobnog svrstavanja molekula. Ukoliko strukturni
podaci o kompleksima izmedu liganda 1 bioloske mete (najc¢esce proteina) ne postoje, molekuli
se medusobno svrstavaju na osnovu svih drugih dostupnih informacija: farmakofornih
hipoteza ili na osnovu slicnosti izmedu molekulskih fragmenata. Ukoliko je eksperimentalno
odredena struktura bioloske mete (enzima, receptora) dostupna, tada se koriste tzv. metode
medusobnog svrstavanja molekula zasnovane na strukturi (bioloske mete). One obuhvataju
doking molekula u vezivho mesto bioloske mete ili svrstavanje molekula u odnosu na ligand
koijt je kokristalisan sa bioloskom metom. Drugi problem vezan za CoMFA i srodne metode za
3D-QSAR analizu jeste nizak odnos signala i $uma u PLS analizi. Sum u ovom kontekstu znaci
da se deskriptori (varijable) koje nisu relevantne za jacinu dejstva jedinjenja razmatraju pri

izvodenju modela. U nekim sluc¢ajevima Sum moze da nadvlada udeo varijabli koje su zaista
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111
relevantne za model.

Prema tome, odabir najinformativnijih varijabli i iskljucivanje
pozadinskog suma predstavlja opsti problem u 3D-QSAR analizi. Razvijene su brojne metode
odabira relevantnih varijabli: -GRS,"> GARGS'” i GOLPE."" Takode, u¢injeni su i napoti da
se razviju molekulski deskriptori nezavisni od medusobnog prostornog svrstavanja molekula.
To su CoMMA,115 EVA"® i WHIM'" deskriptori, pi ¢emu se smatra da su EVA deskriptori
najmanje osetljivi na male promene u konformaciji molekula. Pastor i saradnici razvili GRIND

(GRid INdependant Descriptors) deskriptore. Ovaj tip deskriptora smo koristili u nasem

istrazivackom radu, pa ¢e metod biti detaljno opisan u tekstu koji sledi.

2.2.1.1. Polja molekulskib interakcija - GRID metod

Polja molekulskih interakcija (MIF, “molecular interaction fields”)'*""

pokazuju prostornu
varijaciju energije interakcije izmedu molekula mete i odgovaraju¢e probe. Ona se mogu
izracunati za bilo koji molekul poznate trodimenzionalne strukture. MIF-ovi, dakle, daju
informaciju gde su energetski povoljne, a gde energetski nepovoljne pozicije probe u prostoru

oko molekula mete (Slika 1).

Slika 1. Polja molekulskih
interakcija

Zamislimo za pocetak program koji izracunava elektrostaticki potencijal molekula.
Kompijuterski model molekula se prvo napravi tako §to se polozaji atoma opisu u Dekartovim
koordinatama, atomi se povezu odgovarajuéim vezama i svakom atomu u molekulu se dodeli
odgovarajuci tip atoma, i ovaj model se zatim okruzi zamisljenom ortogonalnom mrezom
tacaka (kutijom). Sledeéi korak jeste da se izracuna rad potreban da se dovede jedini¢no

elektrostaticko naelektrisanje iz beskonacnosti do prve tacke mreze (kutije). Ista procedura se
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zatim ponavlja za svaku od tacaka kutije, ukljucujudi i one koje se nalaze unutar molekula, dok
potencijal nije izracunat za svaku poziciju. Najbolji nacin da se predstave rezultati ovakvog
izracunavanja jeste da se napravi trodimenzionalni grafik koji pokazuje konturnu povrsinu koja
okruzuje molekul (Slika 1). Ova konturna povrsina predstavlja jednu, izabranu vrednost

elektrostatickog potencijala.

Program GRID funkcionise na slican nacin, ali sa ciljem da pruzi hemijski specificne
informacije o molekulu. Genericko ime ,,meta” se koristi za molekul (ili grupu molekula) koji
se proucavaju programom GRID, a objekat kojim se mere potencijali u svakoj tacki kutije zove
se proba. Individualne vrednosti potencijala u tackama kutije nazivaju se ,,GRID vrednosti” a
konacan grafik ,,GRID mapa”. Mogu se koristiti razlicite probe, koje predstavljaju specificne
hemijske grupe, tako da se mogu dobiti hemijski specificne informacije o nacinu na koji meta

moze povoljno interagovati sa drugim molekulima.
GRID metod ima tri specificne osobine:

1. GRID probe su anizotropne. Proba predstavlja atom ili malu grupu atoma. Program
funkcionise tako Sto centralni atom probe smesta u odgovarajucu tacku kutije, a zatim
se proba rotira dok se ne nade ona orijentacija probe, odnosno takva usmerenost
hemijskih veza u prostoru, koja odgovara energetski najpovoljnijoj interakciji atoma
mete i atoma probe. Ovo je narocito znacajno kod proba koje sluze da se opise
vodonicno vezivanje.

2. Meta ,,odgovara” kada se proba pomera oko nje iz mesta u mesto. Ovo znaci da se na
slican nacin i atomi mete pomeraju u prostoru (rotiraju oko odgovarajucih veza) dok se
ne ostvari energetski najpovoljnija interakcija atoma mete i atoma probe. Ovo se moze
predstaviti primerom na Slici 2. Atom probe je hidroksilna grupa, vezana za aromati¢ni
sistem, tj. ,,9p° hibridizovana”, a metu predstavljaju bocni serinski aminokiselinski
ostatak, sa 51)3 hibridizovanom —OH grupom i peptidna karbonilna grupa. U ovom
slucaju GRID program radi sledece: rotira probu u prostoru, pri ¢emu je kiseonikov
atom fiksiran u tacki kutije, sve dok vodonikov atom nije usmeren tako da moze da

. .y . . 21 - . . . .
formira vodoni¢nu vezu sa amidnim g~ kiseonikovim atomom. Proba se zatim rotira
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oko zamisljene sp’-sp” ose, sve dok slobodni elektronski parovi na kiseoniku, ne budu
usmereni ka gp° kiseoniku serinskog ostatka. Zatim se o’ hidroksi-grupa serina rotira,
dok njen vodonikov atom ne bude usmeren tako da moze da formira vodoni¢nu vezu
sa sp° kiseonikovim atomom probe. Rotacije serinskog kiseonika se naziva ,,odgovorom
mete na probu”.

3. Pretpostavljeno je da su i meta i proba ,,potopljene u vodu”. Pretpostavljeno je a priori
da okolina koja okruzuje metu ima dielektricnu konstantu 80 (Sto odgovara vodenoj
sredini), 1 da se ona smanjuje na vrednost 4 u Supljinama velikih globularnih
makromolekula, §to predstavlja uprosecenu vrednost dielektricne konstante zbog
razlicitog lokalnog elektrostatickog polja koje formiraju aminokiselinski ostaci unutar

proteina.
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Slika 2. Podesavanje molekula probe i molekula mete
2.2.1.2. GRID polje sila

Pre pocetka GRID izracunavanja, fajl molekula mete se priprema i proverava programom
GRIN. Najvazniji proces koji GRIN sprovodi jeste spajanje nepolarnih vodonikovih atoma sa
njthovim susednim teskim atomima tako da daju ,,prosireni tip atoma”. Ovo omogucava da se
GRID izracunavanja sprovode mnogo brze. GRID energije se racunaju izmedu probe u

odgovarajucoj grid tacki (svakom “¢voru” kutije u koju je molekul “zaronjen”) i svakog
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prodirenog atoma mete. Ukupna energija predstavlja zbir slede¢ih pojedinacnih osnovnih
energetskih doprinosa: 1. disperzione sile, opisane su Lennard-Jones-ovim 12, 6 potencijalom,
2. elektrostaticki doprinos, opisan klasicnim Coulomb-ovim zakonom i 3. ¢lan koji opisuje
vodonicno vezivanje, a predstavlja proizvod tri ¢lana, jednog koji je funkcija rastojanja izmedu
teskih atoma probe i mete koji formiraju vodoni¢nu vezu i druga dva su ugaoni clanovi koji
zavise od medusobnog prostornog rasporeda atoma koji ucestvuju u vodonicnom vezivanju.
Pored ovih osnovnih ¢lanova postoje i drugi naknadno dodati clanovi: 1. ¢lan koji opisuje
vodonicne interakcije u kojima ucestvuju atomi vodonika vezani za alifaticne ugljenikove
atome; to su obicno N-terminalni a ugljenikovi atomi peptida i proteina; 2. ¢lanovi koji opisuju
interakcije jona metala; 3. clanovi koji posebno tretiraju molekule vode koji formiraju cetiri
vodonicne veze i stoga imaju tetraedarsku geometriju, odnosno one koji formiraju tri
vodonicne veze, odnosno zauzimaju planarnu geometriju, 4. molekuli vode koji su ¢vrsto
vezani za metu (u ovom slucaju protein), 1 stoga se ponasaju kao deo mete, tretiraju se na
specifican nacin, uzimajuéi u obzir njihovu lokalnu okolinu; 5. u poslednjim verzijama
programa polje sadrzi clanove koji opisuju entropijske doprinose kao i 6. hidrofobnu (,, DRY”)
probu, koja detektuje hidrofobne regione na povrsini mete. Ova proba takode uzima u obzir

entropijski doprinos.
2.2.1.3. Kalibracija GRID polja sila

Postoji nekoliko vaznih cinjenica koje se ticu kalibracije GRID polja. GRID polje je
kalibrisano na taj nacin da dobro opisuje reverzibilne sisteme u ravnoteznom stanju. Nije
primenljivo na stanja van ravnoteze kao ni na molekule koji se kovalentno vezuju za receptor.
Kalibracija je dovoljno osetljiva da prepozna razlike izmedu slicnih, ali ipak razli¢itih tipova
atoma. Npr., u sadasnjoj verziji programa postoji 10 tipova kiseonikovih i oko 20 tipova atoma
azota. To se postize odgovaraju¢im brojem tipova atoma koji nije ograni¢en u GRID polju sila.
Po potrebi kalibrisu se novi tipovi atoma. GRID polje je kalibrisano uglavnom upotrebom
eksperimentalnih podataka. Za razlikovanje entalpijskih i entropijskih doprinosa ukupnoj
slobodnoj energiji (AG) interakcije su upotrebljena kalorimetrijska merenja. 1z kristalografskih
podataka dobijene su vrednosti za Van der Walsove poluprecnike razli¢itih tipova atoma.
Takode, koriséene su eksperimentalno odredene polarizabilnosti molekula da se predvidi

Lenard-Dzonsov potencijal. Atomska naelektrisanja odredena su teorijskim metodama. Svi ovi
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parametri nalaze se u ,,GRUB” fajlu. Program GRIN uvek analizira ulazne podatke pre svakog
GRID izracunavanja. Ovaj program proverava 1 strukturu mete i integritet GRUB fajla i

upozorava korisnika o bilo kakvim nesigurnim karakteristikama u oba fajla.
2.2.1.4. GRIND molekulski deskritiptor: igvedeni iz MIF

Klasican nacin da se koriste MIF-ovi jeste identifikacija povoljnih vezivnih mesta za probe
na makromolekulima kao metama, $to se moze koristiti za dizajn potentnijih liganada. Sa druge
strane, MIF-ove je moguce izracunati za seriju malih molekula u nameri da se okarakteriSu
prema njthovom potencijalu da deluju kao ligandi, vezujuéi se za odredene vrste
makromolekula. Kada se koriste na ovaj nacin, MIF-ovi su ustvari izracunati ,,molekulski
deskriptori” koji predstavljaju svojstva molekula. Molekulski deskriptori zasnovani na GRID
MIF-ovima su kori§éeni u razli¢itim 3D-QSAR metodama: CoMFA, CoMSIA,™ GRID-
GOLPE."”

Medutim da bi poredili MIF-ove razlicitth molekula, molekuli moraju biti precizno
,prekloplieni”, odn. da imaju takvo uzajamno svrstavanje (,alignment”) koji omogucava
poredenje onih fragmenata strukturno razlicitth molekula koji interaguju sa istim delom
bioloske mete. Ovakvo preklapanje molekula, moguce je posti¢i na nekoliko nacina. Kada su
poznate stukture ligand-receptor kompleksa, medusoban raspored se moze dobiti
preklapanjem ekvivalentnih atoma, odnosno onih koji interreaguju sa istim delovima receptora.
Ukoliko strukture kompleksa nisu dostupne, ali je poznata struktura makromolekula, moguce
je uraditi doking 3D struktura ispitivanih molekula u vezivnho mesto receptora i tako dobiti
strukture kompleksa koje sluze za dalje preklapanje. Medutim, ako ni struktura makromolekula
nije poznata, $to je Cesto slucaj, molekuli se mogu preklapati na osnovu svih relevantnih
informacija, kao $to su odredene hipoteze farmakofore, slicni strukturi fargmenti, itd.

Medutim, ovakve operacije uvek uvode odredenu dozu subjektivnosti u proces preklapanja.

Osim problema sa medusobnim rasporedom molekula, ,,usko gtlo” u procesu 3D-QSAR
analize, vezano je i za prirodu samih MIF-ova. U MIF-u su informacije date sa mnogo razli¢itih
varijabli. Ukupan broj varijabli je uvek veliki, npr. oko nekoliko stotina hiljada. Zbog toga ne
mogu da se upotrebe jednostavne statisticke metode kao $to je MLR (visestruka linearna

regresija) 1 potrebna je upotreba multivarijantnih i megavarijantnih metoda kao $to su analiza
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delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS, partial least squares) i/ili analiza glavnih komponenata

(PCA, principal component analysis).

Zbog toga je razvijen novi tip molekulskih desktiptora, koji kondenzuju relevantne
informacije u mnogo manjem broju varijabli nego sto ih ima u inicijalnom setu. Rezultat ovih
napora bili su VolSurf i GRIND (GRid INdependant Descriptors) deskriptori, sa razlicitim
metodama ekstrahovanja 1 kondenzovanja informacija i sa razlic¢itim potencijalnim primenama.
VolSurf deskriptori'® sluze da opisu farmakokineticke (ADME) osobine molekula, a
GRIND'” deskriptori da opisu farmakodinamicke osobine molekula, odnosno sposobnost

molekula da se vezuje za bioloske makromolekule.
Osnovna svojstva GRIND deskriptora

GRIND metod je razvijen sa ciljem da se ekstrahuju najrelevantnije informacije iz MIF-a i

kondenzuju u korisne varijable. Zahtevi koji GRIND deskriptori ispunjavaju su sledeci:

1. Rezultujuce varijable su nezavisne od medusobne pozicije ili orijentacije molekula u
prostoru.

2. Varijable imaju hemijsko znacenje i lako se mogu interpretirati.

3. Mali broj varijabli treba da sadrze najvaznije informacije.

4. Dobijene varijable su pogodne za analizu standardnim hemometrijskim metodama kao
$to su PCA i PLS.

5. Deskriptori se mogu izracunati brzo i automatski.

Dobijanje (izracunavanje) GRIND deskriptora podrazumeva tri koraka:
1. Izracunavanje MIF-ova (polja molekulskib interakcija)

MIF-ovi se racunaju programom GRID. GRIND Metod izracunava tri vrste MIF-ova, sa
slede¢im GRID probama: DRY, koja karakterise hidrofobne interakcije, O (5p° kiseonik) koji
opisuje akceptore vodnicnih veza 1 N1 (planarni, amidni azot) koji opisuje donore vodonic¢nih
veza. Medutim ukoliko je poznata priroda vezivnog mesta bioloske mete moguce je prosiriti
izbor proba ukoliko je to potrebno, npr. dodati probe koje odgovaraju naelektrisanim grupama

125

u vezivhom mestu. U novijim verzijama programa ALMOND' i Pentacle'® uvedena je 1

,TTP*"** proba koja opisuje oblik molekula.
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2. Ekstrakcija najznacajnijib regiona MIF-ova (diskretizacija MIF-ova)

Najznacajniji regioni su oblasti MIF-ova u kojima ligand moze da ostvari jake povoljne
interakcije sa probom (odn. grupama u vezivhom mestu molekula mete). Proces odabira
najvaznijih regiona je najkriticniji u celom GRIND postupku. Odabirom samo nekoliko GRID
pozicija (nodova), svi ostali se ukljanjaju i vise se ne koriste. Veliki deo informacija sadrzanih u
MIF-u se odbacuje u ovoj fazi izracunavanja. Kod GRIND procedure visoko relevantni

regioni se biraju balansiranom kombinacijom dva razlic¢ita kriterijuma.

Vrednosti polja u odabranim regionima treba da budu negativnhe (povoljne) i da budu
intenzivne tj. da imaju visoke apsolutne vrednosti. Sa druge strane, rastojanje izmedu ovih
regiona treba da bude relativno veliko da ne bi bilo prevelike koncentracije nodova u malom
broju oblasti. U principu, doprinos jednog ili drugog kriterijuma se moze podesavati u
programu ALMOND. Takode se moze podesavati broj izabraih nodova, predefinisana
vrednost je 100, medutim kada se radi sa nesto vec¢im jedinjenjima, ili jedinjenja sadrze vedi
broj supstituenata, ovaj broj nodova nije dovoljan da se stvori kompletna mapa relevantnih

regiona i stoga ga treba povecati.

Nedavno je opisan i novi nacin diskretizacije MIF-ova, prema AMANDA'? algoritmu koji
je brzi i daje drugu generaciju GRIND deskriptora (GRIND-2). AMANDA Funkcionise na
slican nacin, sa tim §to broj izabranih nodova nije fiksiran, ve¢ se odreduje maksimalan broj
nodova za svaki atom u molekulu. Zbog toga, ukupan broj nodova zavisi od broja atoma ili
grupa koje mogu da proizvodu relevantne interakcije. Opcije koje se mogu podesavati: faktor
skaliranja, odnosno faktor koiji se koristi u modulaciji izabranog broja nodova za svaki atom u
molekulu meti, i granicne vrednosti energija interakcija za probe; MIF nodovi sa energijom
koja je visa (negativne energije odrzavaju povoljne interakcije) od ovih definisanih grani¢nih
vrednosti se odbacuju. Na ovaj nacin se dobijaju profiltrirani MIF-nodovi iz kojih se dalje
ekstrahuju najznacajniji regioni polja. Budud¢i da ima samo dva parametra koji se ne moraju
posebno podesavati za svaku seriju jedinjenja, ovaj algoritam je posebno koristan jer ne mora
da bude proveravan od strane korisnika programa i pogodan je za analizu serija koje sadrze
veoma razlicite molekule. AMANDA algoritam diskretizacije nodova je inkorporiran u

program Pentacle. Autori su u originalnom radu pokazali da sa empirijski izabranim faktorom
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skaliranja 1 grani¢nim vrednostima interakcija, AMANDA algoritam mnogo bolje opisuje
interakcije liganada sa receptorom od originalnog GRIND algoritma, na velikom broju primera

preuzetih iz PDB-a.

3. Prevodenje informacije iz MIF u deskriptore (,,kodiranje”) upotrebom MACC2 (maximum anto- and

crosscovariance) kriterijuma'™®

Sledec¢i korak u GRIND postupku jeste da se opise prostorni raspred nodova (¢vorova)
odabranih najznacajnijih regiona, ali bez upotebe njihovih apsolutnih koordinata ili spoljasnjeg
referentnog sistema. GRIND metod se zasniva na tome da se opisu rastojanja izmedu nodova
kao i energije MIF-a reprezentovane ovim nodovima. Da bi se ovo postiglo, rastojanja izmedu
nodova se konvertuju u diskretan set razlicitih opsega rastojanja, a zatim se svaki par odabranih
nodova analizira, tako $to se meri njihovo medusobno rastojanje i par se pripisuje odredenom
opsegu rastojanja. Na kraju ove analize, svaka varijabla je predstavljena parom nodova za koji
je proizvod vrednosti njihovih MIF-ova najvisi. Rezultat ove analize jeste skup vrednosti, po
jedna za svaku varijablu, pri ¢emu je vrednost 0 ukoliko ne postoji par nodova na takvom
rastojanju, a ukoliko postoji jeste energetska vrednost proizvoda, ali normirana tako da ima
vrednosti izmedu 0 1 1. Treba napomenuti da je veoma kritican odabir broja opsega rastojanja;
veliki broj opsega da¢e mnogo “praznih” rastojanja, a mali broj ¢e kondenzovati rastojanja u

jednu varijablu, $to rezultuje gubitkom informacija.

U programu Pentacle uvedena je alternativha metodologija kodiranja MIF-ova, CLACC,
koja se kortisti za serije strukturno slicnih jedinjenja. Medutim, CLACC je veoma spor pa ga ne

treba koristiti za velike serije jedinjenja, iako daje bolje rezultate od MACC-a.

Ovako dobijene rezultate — deskriptore (varijable), moguce je prikazati razlicitim tipovima
korelograma u kojima su rastojanja predstavljena horizontalnom osom a normalizovani
proizvodi energija vetrikalnom osom (Slika 3). Ova procedura se ponavlja za svaki izracunati
tip MIF-a. Autokorelogrami opisuju rastojanja izmedu nodova koji pripadaju istom tipu MIF-a,
a kroskorelogrami rastojanja izmedu nodova koji pripadaju razli¢itom tipu MIF-a. Svaki
korelogram je blok desktiptora (varijabli) koje karakterisu razlic¢ite sposobnosti ispitivanog
molekula da interaguje sa probom na odredenim pozicijama. Ukupan broj varijabli koji se

dobija zavisi od veli¢ine najveéeg jedinjenja koje opisuje najvece rastojanje izmedu dva noda u
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seriji i rezolucije grida. Jedinjenja koja poseduju osobine lekova (,,drug like®) obi¢no sadrze 50-

80 varijabli po korelogramu.

Korelogrami se upotrebljavaju za poredenje intenziteta razlicitih varijabli koje opisuju jedno
jedinjenje. Medutim, da bi se stekao ukupan uvid varijabli za sva jedinjenja u seriji,
reprezentacija varijabli ,,hitmapama* je korisnija. Hitmape (Slika 4.) su zapravo vrste matrica,
gde svaki red predstavlja jedno jedinjenje a svaka kolona odgovarajucu varijablu, pri ¢emu su

varijable obojene od crvene (niske vrednosti) do plave boje (visoke vrednosti).

RY DRV, 00, T TPTP DRY-O . DRY-MI DRY-TP | Ol O -

Slika 3a. Korelogram deskriptorskih varijabli za Slika 3b. Korelogram za sva jedinjenja u seriji u
jedno jedinjenje u seriji u programu Pentacle. programu ALMOND. Boje taéaka predstavljaju
aktivnost jedinjenja, crvena su aktivna a plava neaktivna.

Slika 4. Hitmapa- matrica, u kojoj svaki red predstavlja
jedno jedinjenje a svaka kolona odgovarajucu varijablu,
pri ¢emu su varijable obojene od crvene (niske

vrednosti) do plave boje (visoke vrednosti).
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2.2.1.5 Trodimenzionalna analiza strukture i aktivnosti (3D QS AR) upotrebom programa ALMOND i

Pentacle

Izracunati GRIND deskriptori mogu se direktno koristiti da se dobiju multivarijantni
modeli. PCA analiza'” pokazuje sliénosti i/ili razlike u okviru ispitivane grupe jedinjenia.
Ukoliko postoji dodatna infomacija o jedinjenjima, npr. bioloska aktivnost izrazena brojnom
130,131

vrednoscu (K, 1C, itd.), ona se koristi kao zavisno promenjiva i PLS regresijom

3D QSAR model.

se dobija

Analiza glavnih komponenata, PCA

Nakon izra¢unavanja GRIND deskriptora generise se X-matrica deskriptora (varijabli). Ova
matrica se prilikom modelovanja moze koristiti sirova (bez prethodne transformacije) ili se
moze skalirati. Npr. moze se ukloniti iz nje bazna linija, tj. Sum. Cesto se interakcije na
odredenim opsezima rastojanja nalaze samo za necka jedinjenja u seriji. Te varijable imaju
odredene vrednosti za ova jedinjenja, a vrednosti nula za druga. Stoga ove varijable daju veliku
varijansu, ali mogu imati veoma lo$ uticaj na sam kvalitet i verodostojnost modela. Funkcija

skaliranja uklanja iz X-matrice sve varijable koje imaju vrednost 0 za jedno ili viSe jedinjenja.

PCA je tehnika korisna da se organizuju sve informacije koje sadrzi X-matrica i da se
napravi forma koja je jednostavnija za interpretaciju osobina objekata (molekula). PCA razlaze

matricu varijabli na proizvod dve matrice:
X=TP+E

P — matrica doprinosa (,,loading matrix®), sadrzi informacju o varijablama. Sastoji se iz
nekoliko vektora koje zovemo glavnim komponentama i koji su dobijeni kao linearna

kombinacija originalnih varijabli.

T — matrica skorova (,,score matrix®), sadrzi informaciju o objektima. U ovoj matrici je svaki
objekat (molekul) opisan u smislu njegovih projekcija na glavne komponente, umesto

originalnih varijabli.

E - rezidualna matrica, predstavlja neobjasnjenu X varijansu. Ova matrica ima istu

dimenzionalnost kao 1 originalna X-matrica.
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PC imaju dve vazne osobine; ekstrahovane su po opadaju¢em redosledu vaznosti i medusobno
su ortogonalne, odnosno potpuno nezavisne. Informacije o PCA modelu se dobijaju kao

tablica ili kao grafik SSX 1 VarX. U tablici se nalaze sledece informacije:
SSX: procenat zbira kvadrata X objasnjen odgovaraju¢com PC
SSXacc : akumulativni procenat zbira kvadrata X objasnjen odgovaraju¢om PC
VarX: procenat varijanse X objasnjen odgovaraju¢om PC
VarXacc: akumulativni procenat varijanse X objasnjen odgovaraju¢om PC

SSX 1 VarX predstavljaju istu informaciju, odn. koliko je kompletan opis X-matrice sa PC u
modelu odredene dimenzionalnosti. Po definiciji su SSX vrednosti viSe od VarX vrednosti jer
je VarX dobijena iz SSX, s tim $to je podeljena sa stepenima slobode. Obe vrednosti rastu sa

dimenzionalno$¢u modela i priblizavaju se teorijskoj vrednosti 100.

Za interpretaciju PCA modela koriste se jos dva tipa grafika: Grafik PCA skorova (,,PCA
scores plot, Slika 5) i grafik PCA doprinosa (,PCA loadings plot®, Slika 6). Grafik PCA
skorova odslikava relativne pozicije objekata u (konfiguracionom) prostoru glavnih
komponenata. To je zapravo mapa u kojoj rastojanje izmedu tacaka (molekuli) izrazava
slicnost, odnosno razlike izmedu jedinjenja. Ovi grafici su korisni da se identifikuju grupe
objekata, ili oni objekti (molekuli) ¢ije osobine odstupaju od PCA modela (,,outliers®). Da bi
videli koje se strukturne karakteristike nalaze iza ovih razlika treba videti grafik PCA doprinosa.
Ovi grafici predstavljaju originalne varijable u prostoru glavnih komponenata, pri cemu
varijable mogu biti predstavljene tackama ili u obliku histograma. Doprinos varijable,
predstavlja udeo odredene varijable u PC, tj., ukazuje koliko varijabla doprinosi definisanju PC.
Varijable koje malo doprinose PC imaju niske vrednosti i nalaze se oko centra dijagrama. Sa
druge strane, varijable koje doprinose najvise PC se nalaze na ivicama dijagrama. Objekti na
desnoj (pozitivnoj) strani grafika PCA skorova imaju varijable sa visokim pozitivhim
vrednostima udela u PC, a objekti na levoj (negativnoj) strani PCA grafika imaju varijable sa
visokim negativnim vrednostima doprinosa u PC (,,loadings®). Stoga, jednostavan nacin da
razumemo PCA sa strukturne tacke gledista jeste da odaberemo varijable sa najveéim

negativnim intenzitetom i da izaberemo jedinjenja koja se nalaze najvise desno na dijagramu da
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bi varijable, kao rastojanja izmedu odgovaraju¢ih nodova, povezali sa molekulima, a zatim to
ponovimo za varijable sa najveéim pozitivnim intenzitetom. Tipicno prva PC razdvaja
jedinjenja prema velicini, druga na hidrofobna i hidrofilna itd.

o Yo Slika 5. Grafik PCA skorova
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Slika 6. PCA doprinosi originalnih varijabli,

a) Tackasta reprezentacija
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b) Histogram

Regresija delimicnib najmanyib kvadrata

PLS Analiza je regresiona tehnika i njen cilj je da objasni jednu ili vise zavisnih varijabli (Y)

od prediktora, odnosno nezavisnih varijabli, X.
Y=fX)+E

Vazno je znati da Y vrednosti, kao i svaki drugi eksperimentalni rezultat sadrzi gresku. Kao i u
svakoj drugoj regresionoj tehnici model pokusava da pronade f(X) tako da su predvidene

vrednosti Y $to blize eksperimentalnim (fitovanje).

Prediktivna sposobnost modela pripisana je stvarnoj vezi izmedu X-osobina (varijabli) i Y-

merenih osobina. Iako su 3D-QSAR modeli grubi i nisu u mogucnosti u potpunosti da objasne
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aktivnost molekula, oni su veoma korisni kada treba da objasne strukturne karakteristike koje
najvise doprinose aktivnosti. Kod 3D-QSAR analize, X-matrica cesto sadrzi vise varijabli nego
§to ima objekata (molekula). U ovim sluc¢ajevima je klasi¢na visestruka linearna regresija (MLR)
potpuno nekorisna. Jedina pogodna regresiona tehnika koja moze da da validan rezultat iz X-
matrica koje se koriste u 3D-QSAR je PLS. Ova tehnika, kao i PCA razlaze X-matricu kao
proizvod matrice doprinosa (P) i matrice skorova (T). PLS daje LV tako da ispunjavaju dva
bitna uslova: one moraju da reprezentuju strukturu X-matrice i Y-matrice i moraju da

obezbede maksimalno fitovanje izmedu X i Y. Na kraju procesa PLS zadovoljava:
X =TW + E, X vrednosti su razlozene na X-skorove (T) i doprinose (W) X-a.
Y = UC + F, Y vrednosti su razlozene na Y-skorove (U) i doprinose (C) X-a.

U =T + H, skorovi X korelisan sa Y skorovima (unutrasnja korelacija)

LV imaju dve vazne karakteristike: 1) ekstrahovane su po opadaju¢em redosledu znacaja, prva

uvek sadrzi vise informacija od druge itd., 1 2) LV su medusobno ortogonalne.

Informacije o dobijenom PLS modelu u programima ALMOND i Pentacle, takode mogu

biti predstavljene tabelarno ili graficki, a dobijaju se i slededi statisticki parametri:

SSX- procenat sume kvadrata X objasnjen sa LV

SSXacc- akumulativni procenat sume kvadrata X objasnjen sa LV

SDEC - standardna devijacija izracunavanja. Indeks fitovanja modela, $to je nizi to je bolji.

SDEP - standardna devijacija predvidanja. Indeks prediktivhe sposobnosti modela, dobijen

unakrsnom validacijom. Sto je blize SDEC-u, to je model bolji.
R’ - doprinos LV koeficijentu korelacije modela (%)

R’acc - akumulativni koeficijent korelacije () modela. Indeks fitovanja modela. Sto je blizi 1,00

to je model bolji.

Q’acc je ckvivalentan sa 7, ali je dobijen unakrsnom validacijom. Indeks prediktivne

sposobnosti modela. Sto je blize # to je model bolji.
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Najéedée su najvaznija dva statisticka parametra: R’acc, indeks fitovanja modela koji
pokazuje deo Y varijanse objasnjen modelom (§to je blize 1,00, to bolje); i Q’acc, indeks
prediktivne sposobnosti modela, dobijen unakrsnom validacijom ($to je blize R%cc, to bolje).
Vrednosti R* i Q® dozvoljavaju da odredimo da li je dobijen model dobrog kvaliteta kao i
najbolju dimenzionalnost modela. Po pravilu, prihvatljiv 3D QSAR model treba da ima R
iznad 0,8 i Q* iznad 0,5. Sto se ti¢e dimenzionalnosti modela odabira se onaj sa visim Q7 ali je
razumno odbaciti poslednje LV, ukoliko je poveéanje R* i Q2 malo (manje od 0,02). Statisticki
kvalitet modela se ¢esto moze poboljsati FFFD (fractional factorial design) tehnikom selekcije

varijabli, ali to ne garantuje da ¢e dobijeni model biti verodostojniji.
Test prediktivne sposobnosti PLS modela

Procena prediktivne sposobnosti modela je vazna zbog broja LV koje treba zadrzati u
kona¢nom modelu i procene kvaliteta modela. Prediktivha sposobnost modela se obic¢no
procenjuje upotrebom unakrsne validacije (CV, cross-validation). Ova procedura funkcionise
tako $to se formiraju redukovani modeli (modeli u kojima su neki od objekata uklonjeni) koji
treba da predvide Y vrednosti za objekate koji su uklonjeni iz redukovanog modela. Zatim se
predvidene, (Y’) vrednosti porede sa eksperimentalnim Y vrednostima i izracunavaju se:

SDEP, standardna devijacija greske predvidanja i Q°, prediktivni korelacioni koeficijent.

CV tehnikom se dobija unutrasnja validacija, i procena prediktivne sposobnosti modela, bez
upotrebe spoljnih setova podataka. Medutim, ne postoji opsta saglasnost oko toga po kom
kriterjjumu formirati redukovane grupe objekata i koliko objekata zadrzati u redukovanom

setu. Postoji vise nac¢ina unakrsne validacije.

LOO (leave one out) redukovani modeli se tako prave da se u svakom ciklusu izostavlja samo
po jedan objekat u toku analize i procedura se ponavlja dok svi objekti nisu po jednom

izostavljeni.

LTO (leave two out) Modeli se grade tako §to se izostavljaju po dva objekta i procedura se

ponavlja sve dok svi objekti, u grupama po dva, nisu po jednom izostavljeni.

Nasumicne grupe (Random groups), objekti se grupiSu na nasumican nacin u N grupa od kojih

svaka sadrzi jednak, ili priblizno jednak broj objekata, zatim se u svakom ciklusu po jedna
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grupa izostavlja iz analize. Koliko ée objekata biti u svakoj grupi odlucuje korisnik, a $to je

grupa izostavljenih objekta veca to je metod CV statisticki validniji.

Izbor najpogodnijeg CV metoda, uvek zavisi od osobina setova podataka koji se koriste u
QSAR analizi, u kojima su objekti cesto ,,klasterizovani®, tj. pripadaju odredenom broju grupa
slicnih molekula. U takvom slucaju statisticki validnija CV ¢e se dobiti ako se grupe formiraju
tako da slicni molekuli uvek budu u okviru iste grupe. Takode, ako se koristi LOO 1 LTO
vecina informacija koje sadrze objekti ili parovi objekata koji su uklonjeni ve¢ se nalaze unutar
modela, sto daje preterano optimisticne rezultate i SDEP se dobija na reproduktivan nacin.
Drugi nacin da se postigne mnogo bolja procena realne prediktivne sposobnosti modela je
upotreba metoda nasumiénih grupa. Drugim re¢ima dobijene Q’acc vrednosti su numericki
nize, ali je sama prediktivnost pouzdanija. U ovom pristupu broj grupa treba da bude fiksiran
na takav nacin da postoji realna mogucénost da kompletne grupe slicnih molekula budu
uklonjene iz analize u redukovanom modelu. Takode, proceduru treba ponoviti mnogo puta da

bi se dobili stabilni rezultati.

Drugi nacin da se proceni prediktivhost modela jeste da se upotrebi eksterni set jedinjenja,

odnosno set jedinjenja koja se ne nalaze u setui iz kojeg je model izveden.
Problem selekcije varijabli

Prilikom 3D-QSAR analize, obi¢no se desava da se veliki broj varijabli od ukupnog broja
varijabli u X-matrici ne koreliSe sa aktivho$c¢u i doprinosi samo pojavi ,,Suma‘“ u opisu odnosa
strukture 1 aktivnosti molekula. Medutim, bilo koja X-varijabla, iako ne doprinosi tome da se
objasne Y varijable, sigurno doprinosi strukturi X-matrice. PLS metod nemoze da nade dobar
model kada je jedna znacajna varijabla sakrivena izmedu mnogih drugih varijabli, ¢ak i ako je
znacajna varijabla visoko korelisana sa Y. Jedno od mogucih resenja ovog problema jeste da se
ukloni set varijabli koje stvaraju $um, ali nije jednostavno definisati kriterijum niti metodologiju
koja razlikuje Sum od informacije. Jedna od procedura koja je razvijena da se prevazide ovaj

problem je FFD (,,fractional factorial design®).

FFD je procedura za detektovanje varijabli koje povecavaju prediktivnost PLS modela.

Ova procedura podrazumeva sledece korake:
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1. Dobijanje pocetnog PLS modela, pri ¢emu se izabere dimenzionalnost koja daje
najprediktivniji model.

2. Pravljenje ‘dizajn’ matrice i procena individualanog doprinosa svake varijable
prediktivnoj sposobnosti modela.

3. Uklonjanje iz X-matrice varijabli koje ne doprinose prediktivnoj sposobnosti modela.

U drugom koraku FFD stvara veliki broj redukovanih modela, sli¢cnih poc¢etnom modelu,
ali uklanja neke varijable. Prediktivha sposobnost svakog modela procenjuje se upotrebom CV
1 iz ovih vrednosti FFD povezuje prediktivnost modela sa prisustvom ili odsustvom svake X-
varijable. U ovom koraku jedan od glavnih problema jeste naci najefikasniji nacin da se proceni
individualni efekat svake varijable prediktivnoj sposobnosti modela. Strategija koju koristi FFD
jeste da se napravi ,,dizajn matrica® slede¢i FFD $emu. U ovoj matrici svaka kombinacija
varijabli iz koje je napravljen redukovani PLS model i mereni odgovor, daje izracunatu
prediktivnost redukovanog modela. Matrica sadrzi onoliko kolona koliko ima varijabli u X-
matrici koje mogu da imaju vrednost + §to znaci da se u ovoj kombinaciji odredena varijabla
koristi, ili —, odnosno odredena varijabla se ne koristi. Kada se dobije N redukovanih modela i
SDEP izracunato za svaki od njih, moguée je izracunati kako prisustvo ili odsustvo date

varijable uti¢e na SDEP vrednost i stoga prediktivnost krajnjeg modela.
E = (SDEP, — SDEP ), efekat varijable na prediktivnost modela
SDEP,, prosek SDEP za sve modele koji ukljucuju datu varijablu
SDEP, prosek SDEP za sve modele koji iskljucuju datu varijablu

Da bi se moguénost odabira beznacajnih varijabli kao relevantnih svela na minimum, FFD
procedura uvodi u dizajn matricu neke vestacke (,,dummy®) varijable, kojih nema u X-matrici.
Efekat ovih varijabli (V) se poredi sa efektom realnih varijabli na osnovu studentovog ¢ testa na
95% nivou pouzdanosti. Efekat svake realne varijable (E) se poredi sa prose¢nim efektom

vestacke varijable, na osnovu cega se varijable oznacavaju kao nesigurne, fiksirane i iskljucene.
E <V, nesigurna varijabla

E > ViE <0, fiksirana varijabla, smanjuje SDEP
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E <ViE >0, iskljucene varijabla, pove¢ava SDEP
Interpretacija PLS modela

2D TU Grafik (Slika. 7a): Ovaj grafik predstavljaju objekte u prostoru X-skorova (T)
nasuprot Y-skorovima (U). Iz ovog dijagrama moze se steci jasna ideja o korelaciji izmedu X i
Y koju daje model za svaku LV. Grafik za prvu latentnu varijablu daje najvise informacija i
pokazuje odnos izmedu aktivnosti i strukturnih deskriptora. Takode, dijagram je koristan da se
identifikuju objekti koji imaju veliki uticaj na model i/ili objekti koji su grupisani. Grafici PLS
skorova (Slika. 7b) predstavljaju mapu u prostoru latentnih varijabli kojim su jedinjenja opisana
gde njthovo medusobno rastojanje odrazava strukturne sli¢nosti i razlike. Grafik pokazuje i
elipsu koja odgovara intervalu 95 % puzdanosti. Objekti izvan ove elipse odstupaju od
pravilnosti dobijene za dve LV za koje je grafik napravljen, odnosno dve upotrebljene LV ne

klasifikuju dovoljno pouzdano objekte van elipse.

Slika 7. a) PLS grafik (TU garfik) Slika 7. b) PLS skorovi

2D grafici doprinosa originalnih varijabli latentnoj varijabli (,,loading plots®) (Slika 8),
pretstavljaju originalne varijable u prostoru latentnih varijabli. LV su dobijene kao linearna
kombinacija originalnih varijabli. Doprinos svake varijable pokazuje meru “uces¢a” te varijable
u LV. Varijable koje veoma malo doprinose LV imaju niske vrednosti doprinosa i nalaze se u
centru dijagrama. Varijable koje najvise doprinose modelu nalaze se na granicama dijagrama.

Kao i kod PCA modela varijable mogu biti predstavljene tackama ili u obliku histograma.
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2D grafici udela (,,weights plots®) (Slika

Slika 8. Grafik doprinosa
varijabli LV.

a) tackasta reprezentacija

b) histogram

originalnih

9), predstavljaju udeo originalnih varijabli PLS

modelu. Udeli predstavljaju koeficijente kojima se mnoze pojedinacne originalne varijable (X)

tako da se maksimalno fituju sa Y. Ovi grafici pokazuju zapravo koliko originalne varijable

doprinose ukupnom modelu. Varijable sa visokim vrednostima udela imaju veci doprinos, dok

varijable sa niskim vrednostima (nalaze se u centru dijagrama) imaju manji i manje znacajan

doprinos.
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Slika 9. Grafik PLS udela.

a) tackasta reprezentacija
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b) histogram

Grafik izabrane varijable X u zavisnosti od Y, (,,VarX selected-Y*, Slika. 10), prikazuje kako
se odredena originalna varijabla korelise sa bioloskom aktivhoséu jedinjenja, odnosno za koja
jedinjenja u ispitivanom setu ima vrednost > 0, i koliki je intenzitet te varijable za odredeno

jedinjenje.
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Slika 10. Grafik koji pokazuje intenzitet izabrane varijable za svako jedinjenja u setu, za izabrani broj LV

u PLS modelu.

Grafik PLS koeficijenata (Slika 11), je najinformativniji §to se tice interpretacije rezultata.
Korisno je istovremeno posmatrati korelogram i grafik PLS koeficijenata. Varijable sa velikim
pozitivnim doprinosom identifikuju strukturne karakteristike koje su prisutne u vecini aktivnih
jedinjenja. Ove varijable se vide u korelogramu (Sl. 4b) kao trake gde plave i crvene tacke nisu
izmesane (slicno i u hitmapama programa Pentacle) i gde se crvene tacke nalaze iznad plavih
tacaka. Varijable koje imaju visok negativan doprinos, su obi¢no prisutne kod vecine

neaktivnih jedinjenja.
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Slika 11. Grafik PLS koeficijenata

Na kraju procesa 3D-QSAR analize identifikovane znacajne varijable predstavljaju parove
nodova koji pokazuju kakav je medusobni odnos funkcionalnih grupa molekula u okviru
ispitivanog seta povoljan za njihovu biolosku aktivnost. Ove informacije se najcesce
transformisu u set hipoteza koje mogu biti korisne za dizajn novih jedinjenja ili racionalizaciju

rezultata (kao $to je opisano u rezultatima i diskusiji).
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2.3. Bioloske mete relevantne za amide aroilakrilnih kiselina i njihove

derivate

2.3.1. Mikrotubule i tubulin
2.3.1.1. Struktura i fizioloska nloga mikrotubula

Mikrotubule su klju¢ne komponente citoskeleta. Imaju sustinski znacaj za razvoj i
odrzavanje celijskog oblika, transport vezikula, mitohondrija i drugih komponenata unutar
celije, Celijsku signalizaciju 1 proces celijske deobe. Mikrotubule se sastoje od heterodimera o 1 3
tubulina (dimenzija 4 nm x 5 nm x 8 nm i mase od oko 100 000 Da) koji formiraju relativho
tanke (precnika 24 nm) vlaknaste cevcice koje mogu biti duge i do nekoliko mikrometara.
Heterodimeri «,3-tubulina se povezuju u orijentaciji glava-rep (tj. @ subjedinica jednog
heterodimera interaguje sa o-subjedinicom narednog heterodimera), tako da formiraju
protofilamente mikrotubula. Mikrotubule se sastoje od 9 ili 16 paralelno orijentisanih
protofilamenata (Slika 12), koji se medusobno povezuju tako da formiraju cevaste strukture.
Mikrotubule interaguju sa brojnim proteinima u Celiji (tzv. MAP — microtubule associated
proteines) kao §to su motoricki proteini dinein i kinezin, regulatorni proteini survivin i statmin,
TOG, MCAK, MAP4, EB1, dinaktin-1, RAC1 i FHIT."”® Neki od ovih proteina ispoljavaju
stabilizujuce a neki destabilizujuée dejstvo na mikrotubule, dok neki omogucavaju transport
razli¢itih molekula duz mikrotubula. Mikrotubule su narocito vazne u procesu ¢elijske deobe —
mitoze, tokom koje se duplirani hromozomi odvajaju u dva identi¢na seta pre razdvajanja Celije
na dve éerke-Celije. Znacaj mikrotubula u ¢elijskoj deobi ¢ini ih vaznom bioloskom metom za

razvoj lekova za lecenje malignih oboljenja.
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Slika 12. Struktura mikrotubula

Bioloska uloga mikrotubula u ¢eliji je odredena 1 regulisana pre svega njihovom dinamikom
polimerizacije."” Mikrotubule pokazuju dva tipa neravnotezne dinamike u éeliji, i u in vitro
sistemima precis¢enih mikrotubula. Jedan od tipova dinamickog ponasanja koji je narocito
uocljiv u celijama jeste ,,dinamicka nestabilnost®. To je proces u kojem krajevi mikrotubula
smenjuju faze rasta i skraivanja, odnosno prolaze kroz faze polimerizacije tubulina i faze
njegove depolirmarizacije.134 Dva kraja mikrotubule nisu kineticki ekvivalentni: jedan kraj, koji
se naziva ,plus kraj* raste i skracuje se znatno brze i u veCem obimu od drugog — ,,minus
kraja“. Kod plus kraja, B-subjedinica je izlozena spoljasnjoj sredini (citosol, rastvarac), dok je
kod minus kraja izlozena o-subjedinica. Mikrotubule prolaze kroz relativno duge periode
sporog produzavanja, kratke periode brzog skracivanja, kao i periode pauze, kada ne dolazi do
vidljivog skraéivanja ili produzavanja. Dinamicka nestabilnost je karakterisana sa Cetiri varijable:
brzinom rasta, brzinom skracivanja, frekvencijom prelaza iz faze rasta ili faze pauze u fazu
skracivanja (ovaj dogadaj se naziva ,katastrofa®) i frekvencijom prelaza iz faze skracivanja u

fazu pauze ili rasta (ovaj dogadaj se naziva ,,spasavanje®).

Drugi tip dinamic¢kog ponasanja mikrotubula jeste ,,mrvljenje (threadmilling), to je ukupan

rast na jednom kraju mikrotubule i izbalansirano ukupno skradivanje na suprotnom kraju
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mikrotubule.'” Ovaj proces obuhvata unutrasnji protok subjedinica tubulina od plus kraja ka
minus kraju mikrotubule, i nastaje usled razlika u kriticnim koncentracijama subjedinica na
suprotnim krajevima mikrotubula. Kriticne koncentracije subjedinica jesu koncentracije
slobodnog tubulina koji se nalazi u ravnotezi sa tubulinom vezanim za (+) ili (-) kraj
mikrotubula. Ovo ponasanje moze se uociti u Celiji ali 1 7z vitro, 1 predpostavlja se da je veoma
vazno za proces mitoze. * Threadmilling i dinamicka nestabilnost su kompatibilna ponasanja, i
specificna populacija mikrotubula moze primarno da ispoljava threadmilling, ili dinamicku
nestabilnost, ili neku vrstu kombinacije ova dva dinamicka efekta. Mehanizmi koji kontrolisu
stepen u kojem odredena populacija mikrotubula pokazuje jedan ili drugi tip dinamickih
efekata su malo poznati, ali predpostavlja se da obuhvataju izotipski sastav populacije

mikrotubula, stepen posttranslacionih modifikacija tubulina i dejstvo regulatornih proteina.'”’

Dinamika polimerizacije mikrotubula je neuobicajena u poredenju sa ve¢inom polimera u
prirodi. Ona se ostvaruje asocijacijom, odnosno, disocijacijom kratkog regiona (verovatno ne
veceg od jednog sloja subjedinica tubulina) GTP-tubulin odnosno P,-GDP-tubulin-kompleksa
na krajevima mikrotubula koji se naziva GTP kapa. Tokom procesa polimerizacije kompleks
tubulin-GTP se ugraduje u protofilament mikrotubula. Nakon vezivanja tubulina za
mikrotubulu dolazi do hidrolize GTP-a na GDP i P,. Medutim, disocijacija P; od tubulina nije
trenutna, tako da nakon polimerizacije na mikrotubuli postoji kapa koju ¢ini sloj tubulin-GTP
ili tubulin-GDP-P, kompleksa. Predpostavljeno je da se kompleks GTP-tubulin polimerizuje u
protofilamente koji imaju izduzenu konformaciju, ali usled hidrolize GTP-a, i disocijacije
neorganskog fosfata, konformacija tubulina se menja u blago zakrivljenu, tako da je kompleks
GDP-tubulina zaklju¢an u tzv. ,napetoj konformaciji“. Kada je na krajevima mikrotubule
vezan kompleks GTP-a ili GDP-P, kapa, jedan kraj mikrotubule je stabilizovan i moze da
raste.”® Kada se kapa odvoji od mikrotubule, relativo nestabilno jezgro mikrotubule je izlozeno
citosolu 1 ona se veoma brzo skracuje (depolimerizuje). Precizna priroda i tip interakcija
stabilizuju¢e kape sa ostatkom mikrotubule su malo poznati i predmet su intenzivnih
istrazivanja."”” Takode, izgleda izvesno da najmanje dva seta konstanti brzina asocijacije i
disocijacije uticu na vezivanje tubulina za svaki kraj mikrotubule — set konstanti koji se odnosi
na procese stabilizovanja mikrotubula u kojima je vezana kapa i set konstanti koji se odnosi na

procese destabilizovanja mikrotubule u kojima se ona uklanja. Promena bilo koje od ovih
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konstanti brzina, usled vezivanja malih molekula ili regulatornih proteina, ima izrazen efekat na

dinamiku polimerizacije i na funkciju mikrotubula.'"

Vagnost dinamiikog ponasanja mikrotubula 3a proces mitoze

Sa razvojem sofisticiranih metoda za opazanje procesa dinamickog ponasanja mikrotubula
u Celijama, postalo je moguce pratiti 1 dinamiku mikrotubula koje ¢ine deobno vreteno u
procesu mitoze. Iz ovih eksperimenata postalo je jasno da mikrotubule deobnog vretena
ispoljavaju jedinstveno, veoma brzo dinami¢ko ponasanje, koje je kljuéno za uspesnu mitozu.""'
Tokom interfaze Celijskog ciklusa brzina razmene tubulina u mikrotubulama sa pulom
rastvornog, slobodnog tubulina u citosolu je relativno spora, sa poluvremenom Zivota u opsegu
od nekoliko minuta do nekoliko sati.'* Mreza mikrotubula u interfazi se razlaze kada zapocne
proces mitoze 1 zamenjuje se novom populacijom mikrotubula deobnog vretena, cija je
dinamika 4 do 100 puta brza od dinamike mikrotubula koje ¢ine citoskelet u interfazi celijskog
ciklusa.'* Tako postoje varijacije izmedu razlic¢itih populacija mikrotubula deobnog vretena,
vreme izmene tubulina vezanog za mikrotubule sa rastvorenim tubulinom, kod mikrotubula
deobnog vretena se odvija veoma brzo, sa poluvremenom koje iznosi 10-30 sekundi. Zapazeno
je da kod nekih celija ubrzanje dinamickih procesa potice pre od povecéanja frekvencije

dogadaja katastrofe, 1 smanjenja frekvencije dogadaja spasavanja, nego od promena inherentnih

konstanti brzina polimerizacije i depolimerizacije (tj. produzavanja i skracenja).

Mitoza se u Celiji odvija veoma brzo, i veoma dinami¢ne mikrotubule, koje ¢ine deobno
vreteno, su neophodne u slede¢im fazama Celijske deobe: (a) za vremenski i prostorno precizno
vezivanje hromozoma preko njihovih kinetohora za deobno vreteno, tokom prometafaze,
nakon razlaganja jedarne membrane; (b) za kompleksno kretanje hromozoma koje ih dovodi u
poseban medusoban raspored na metafaznoj ploci (kongresija); (c) za sinhrono razdvajanje
hromozoma u anafazi i telofazi nakon kontrolne tacke posle metafaze/anafaze. Tokom
prometafaze, mikrotubule koje poti¢u od svakog pola deobnog vretena veoma brzo rastu i
skracuju se, “pretrazujuci” citoplazmu sve dok ne pronadu i ne povezu se sa hromozomima

preko njihovih kinetohora.'*

Ovakve mikrotubule moraju da imaju sposobnost da rastu do
velikih rastojanja (tipicno 5-10 um) i da se zatim skrate skoro u potpunosti, te opet

polimerizuju, sve dok se uspesno ne povezu sa hromozomima. Prisustvo makar jednog
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hromozoma koji nije postigao bipolarno povezivanje za mikrotubule deobnog vretena je
dovoljno da spreci prelazak celije u anafazu, zbog cega ona ostaje blokirana u

prometafazi/metafazi i u krajnjem ishodu dolazi do apoptoze (programirane éelijske smrti)."*’

Struktura heterodimera a i  tubulina

Struktura tubulina je prvobitno odredena elektronskom kristalografijom.* Kod ovih
struktura, «- 1 B- tubulin imaju identi¢ne osnovne strukturne elemente: svaki monomer se
sastoji od jezgra koje ima dve [-nabrane plocice okruzene «-heliksima. Monomeri imaju
kompaktnu strukturu kod koje se mogu razlikovati tri funkcionalna domena: amino-terminalni
domen koji sadrzi vezivno mesto za GTP, intermedijarni domen (za koji se vezuju taksani) 1
karboksi-terminalni domen koji sadrzi vezivho mesto za motorne proteine. Ovaj model,
rezolucije 6,5 A, dobijen na osnovu elektronske kristalografije kasnije je poboljsan upotrebom
klasi¢ne kristalografije zasnovane na difrakciji X-zraka (Slika 13)."” Oba monomera tubulina
sadrze skoro identi¢ne strukturne elemente. N-terminalni domen (aminokiselinski ostaci 1-
200), za koji se vezuje GTP, sastoji se iz Sest B-nabranih plocica (S1-S6) koje se smenjuju sa
Sest a-heliksa (H1-HG). Peptidne petlje koje spajaju B-nabrane plocice i helikse (T1-T6) su
direktno ukljucene u vezivanje GTP-a. Sredisnji deo obuhvata aminokiselinske ostatke 207-
384, 1 sadrzi tri heliksa (H8-H10) i mesovite 3-nabrane strukture (§7-810). Heliks H7 povezuje
N-terminalni domen sa intermedijarnim domenom. C-terminalni domen formiraju dva
antiparalelna heliksa H11 i H12 koji se ukrstaju sa dva prethodna domena. Vezivho mesto
GTP-a u a-subjedinici se oznacava kao E-mesto, a u $-subjedinici kao N-mesto. N-vezivno
mesto za GTP na a-tubulinu se nalazi blizu interfejsa dve jedinice, dok se N-mesto nalazi na
povisini heterodimera. Ovo objasnjava mogucnost razmene GTP-a koji se nalazi u N-mestu,

kao 1 zasto nije moguca razmena GTP-a koji se nalazi u E-mestu.
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Slika 13. Strukturni elementi tubulina: N-terminalni domen (obojen tirkizno), intermedijerni domen
(obojen narandzansto) i C-terminalni domen (obojen crveno).

Longitudinalne i lateralne (uzdugne i bolne) interakcije heterodimera tubulina u mikrotubulama

Longitudinalne interakcije predstavljaju interakcije izmedu heterodimera tubulina u
protofilamentu mikrotubula i obuhvataju interakcije B-tubulina jednog heterodimera sa o-
tubulinom narednog heterodimera. Ovaj model interakcija dobijen je dokingom heterodimera
tubulina u kristalnu strukturu mikrotubula."® Nadeno je da su intradimerni i interdimerni
kontakti topoloski veoma sli¢ni 1 ukljucuju ekvivalentne strukturne elemente na «- i 3-tubulinu.
Ukupna povrsina kontakta obuhvata oko 3000 A”. U interakcijama postoje hidrofobni i polarni
kontakti. Mogu se definisati tri glavne zone kontakata. Zona A, bliza je spoljasnjoj povrsini
mikrotubule i ukljucuje interakciju H10-S9 petlje intermedijarnog domena jednog monomera
sa H11 1 petljom T5 drugog monomera. H10 takode interaguje sa H6 i H6-H7 petljom
prethodnog monomera. Zona B ukljucuje interakciju H8 sa petljama T5 i T3 N-terminalnog
kraja i petljom H11-H12 sledeceg monomera. Zona C nalazi se blizu lumena (unutrasnjeg zida)
mikrotubule i obuhvata interakciju petlje T7 sa GTP-om i elementima T1, H2 i H7 prethodnog

monomera.
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Lateralne interakcije su interakcije izmedu monomera tubulina koji pripadaju razlicitim
protofilamentima, u kojima medusobno interaguju identi¢ni monomeri, tj. a-subjedinica unutar
jednog protofilamenta interaguje sa a-subjedinicom susednog protofilamenta (isto vazi i za §3
subjedinice). Ustanovljeno je da su kontakti izmedu subjedinica a-tubulina identi¢ni onima
izmedu subjedinica B-tubulina. Kljucne interakcije lateralnih konatakta obuhvataju M-petlju
(petlja izmedu S7 1 H9) jedne subjedinice sa petljom H1-82 1 heliksom H3 susedne subjedinice.
Priroda ovih interakcija je prevashodno elektrostaticka. Iako elektrostaticke po prirodi,

lateralne interakcije su znatno slabije od longitudinalnih.
2.3.1.2 Antimitotski agensi

Veliki broj strukturno razli¢itih malih molekula se vezuje za rastvorni tubulin ili za tubulin u
mikrotubulama. Vecina ovih jedinjenja su antimitotski agensi i inhibiraju proliferaciju ¢elija,
delujuéi na dinamiku polimerizacije mikrotubula deobnog vretena. Specificni efekti pojedinih
antimitotskih agenasa na veli¢inu polimera (odn. ukupnu masu) mikrotubula kao i na njihovu
stabilnost 1 dinamiku su kompleksni, ali uobicajena je klasifikacija ovih jedinjenja u dve grupe.
U prvu grupu spadaju tzv. destabilizatori mikrotubula, koji u visokim koncentracijama
inhibiraju polimerizaciju mikrotubula. U ovu grupu spadaju: Vinka alkaloidi (vinblastin,
vinkristin, vinorelbin, vindesin i vinflunin), kriptoficini, halihondrini, estramustini, kolhicin,
kombretastatin i njegovi analozi (Shema 39). Neka od ovih jedinjenja se koriste u klinickoj
praksi a neka od njih se nalaze u fazi klinickih ispitivanja za tretman malignih oboljenja. Ova
grupa ukljucuje i veliki broj jedinjenja koja nisu usla u klinicku upotrebu: noskapin, majtanzin,
rizoksin, spongistatini, podofilotoksini, steganacini i kurasini.'” Drugoj grupi pripadaju
jedinjenja koja se smatraju stabilizatorima mikrotubula. Ova jedinjenja stimuli$u polimerizaciju
mikrotubula i to su taksani (paklitaksel, docetaksel), epotiloni, diskodermolidi, eleuterobini,

laulimalid, neki od steroida i poliizoprenilovani benzofenoni (Shema 40)."
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Shema 39. Jedinjenja koja destabilizuju mikrotubule: Vinblastin (103), Kriptoficin (104),
Halihondrin (105), Estramustin (106), Rizoksin (107).

108

Shema 40. Jedinjenja koja stabilizuju mikrotubule: Taksol (108), Epotilon (109), Diskodermolid
(110), Eleuterobin (111), Laulimalid (112).
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Podela antimitotskih agenasa na stabilizatore i destabilizatore mikrotubula se moze smatrati
kao preterano pojednostavljena i u nekim slucajevima moze dovesti do zabune. Razlog za ovo
leZi u ¢injenici da jedinjenja koja nezavisno od toga da li na visokim koncentracijama inhibiraju
ili stimulisu polimerizaciju mikrotubula, suzbijaju njihovu dinamiku na 10 do 100 puta nizim
koncentracijama i na taj nacin kineticki stabilizuju mikrotubule bez promene u velicini
(odnosno ukupnoj masi) polimera mikrotubula. Drugim rec¢ima, efekti ovih jedinjenja koje
ispoljavaju na dinamiku mikrotubula su ¢esto mnogo izrazeniji od efekata koje ispoljavaju u
odnosu na veli¢inu (ukupnu masu) polimera. Prethodno se smatralo da su efekti jedinjenja
kojima uticu na masu samih mikrotubula najvazniji nacin dejstva, cija je posledica
antiproliferativna aktivnost. Sada se pretpostavlja da je najvazniji nacin dejstva ovih jedinjenja
ustvari supresija same dinamike mikrotubula deobnog vretena, $to rezultuje usporavanjem ili
zaustavljanjem mitoze na prelazu iz metafaze u anafazu i indukcijom apoptoze. Antimitotski
agensi mogu uticati na dinamiku mikrotubula na nekoliko razlicitth nacina. Da bi se suzbilo
dinamicko ponasanje mikrotubula, jedinjenja se moraju vezivati direktno za tubulin u
mikrotubulama. Medutim, mnoga jedinjenja se takode vezuju i za rastvorni, slobodni tubulin u
citosolu. Prema tome, sposobnost jedinjenja da se vezuje za rastvorni tubulin ili direktno za

mikrotubule kao i za specificho mesto vezivanja na samom tubulinu ili mikrotubulama,

znacajno odreduje uticaj na ukupno dinamicko ponasanje mikrotubula.

2.3.1.3 Mehanizam antimitotskog dejstva kolbicina i njegovib strukturnibh analoga

Kolhicin se koristio u klini¢koj praksi za le¢enje gihta i nekih autoimunih oboljenja."

Medutim, ni kolhicin ni jedinjenja koja se vezuju za kolhicinsko vezivno mesto na tubulinu nisu
usla u upotrebu za terapiju malignih oboljenja, pre svega zbog njihove toksi¢nosti. Nekoliko
jedinjenja koja se vezuju za kolhicinsko mesto (veéina od njih je izvedena iz prirodnih
proizvoda, kao $to su na primer kombretastatini) su u fazi klinickih ispitivanja za tretman
malignih oboljenja. Kolhicin depolimerizuje mikrotubule na visokim koncentracijama (> 0,05
uM) a stabilizuje, tj. supresuje dinamiku mikrotubula na nizim koncentracijama (0,02-0,05 uM).
Kolhicin depolimerizuje mikrotubule u substehiomettijskim koncentracijama (koncentracije
znatno nize od koncentracija slobodnog tubulina u rastvoru) Medutim, pretpostavlja se da se
kolhicin ne vezuje direktno za krajeve mikrotubula. Umesto toga, kolhicin se vezuje prvo za

slobodan, rastvorni tubulin, indukuje spore konformacione promene u tubulinu i kona¢no
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formira slabo reverzibilan kona¢ni kompleks sa tubulinom (T'C-kompleks), koji se zatim vezuje
za krajeve mikrotubula zajedno sa velikim brojem neinhibiranih molekula tubulina. Krajevi
mikrotubula mogu dalje da rastu, ali je njthova dinamika usporena.'” Pretpostavlja se da TC-
kompleks ima konformaciju koja narusava strukturu mikrotubula na nacin koji usporava, ali ne
sprecava dalje vezivanje molekula tubulina. Takode, pretpostavlja se i da se TC-komples vezuje
za susedne molekule tubulina u mikrotubulama nesto snaznije od slobodnog, neinhibiranog
tubulina, tako da je brzina disocijacije tubulina nesto sporija. Nadeno je da TC-kompleks
snizava frekvenciju dogadaja katastrofe 1 povecava frekvenciju dogadaja spasavanja i na ovaj

nacin moduliSe proces vezivanja i disocijacije GTP ili GDP-P, kape za mikrotubule.

Nedavno je odredena kristalna struktura tubulina u kompleksu sa DAMA-kolhicinom." i sa
domenom sliénim  statminu (SLD, stathmin like domain) na rezoluciji od 3,5 A (Slika 14).
Kolhicin u ovoj strukturi sprecava tubulin da zauzme izduzenu konformaciju, odnosno tubulin
se nalazi u blago zakrivljenoj konformaciji. Kolhicinsko vezivho mesto se nalazi u
intermedijernom domenu B-subjedinice. Okruzeno je B-nabranim plocicama S8 i S9, petljom
T7 1 heliksima H7 i H8. A i C prstenovi DAMA-kolhicina interaguju sa strukturnim
elementima B-subjedinice, dok prsten B interaguje sa petljom T5 a-subjedinice. Stabilnost
mikrotubula zahteva postojanje longitudinalnih i lateralnih interakcija izmedu heterodimera
tubulina. Na niskim koncentracijama TC-kompleksa, kolhicin se vezuje za mikrotubule
narusavajuci lateralne kontakte izmedu krajeva protofilamenata unutar mikrotubule. Tubulin ne
moze da zauzme izduzenu konformaciju, zbog nepovoljnih sternih kontakata izmedu kolhicina
i aminokiselinskih ostataka «aAsn101, «Vall81 i GTP-a. Na niskim koncentracijama TC-
kompleksa procenat lateralnih interakcija koje su sprecene vezivanjem kolhicina (tzv.
izgubljenih’) je mali. Mikrotubule ostaju intaktne (ne dolazi do njihove depolimerizacije) sve
dok je obim izgubljenih lateralnih interakcija mali. Poveéanjem koncentracije kolhicina, a
samim tim 1 koncentracije TC-kompleksa, dolazi do veceg gubitka ovih lateralnih interakcija,

s§to dovodi do depolimerizacije mikrotubula.
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Slika 14. Kompleks tubulina sa kolhicinom i domenom sli¢nim statminu (SLD). a-subjedinice su
obojene zeleno, a § tirkizno. Kolhicin (ljubic¢asto), vezan za 3-subjedinicu i GTP predstavljeni su
sterama.

2.3.1.4. Odnos strukture i aktivnosti kolhicina i njegovibh derivata

Kolhicin (Shema 4la) sadrzi tri prstena: trimetoksibenzenski prsten A (TMP),
metoksitroponski prsten C i sedmoclani prsten B, za koji je vezana acetamido-grupa u polozaju
C7 i koji povezuje prstenove A i C. Studije odnosa strukture i aktivnosti kolhicinskih analoga
su pokazale da prstenovi A i C predstavljaju minimalnu strukturnu karakteristiku molekula

potrebnih za visoki afinitet vezivanja za tubulin.
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Shema 41. Kolhicin i njegovi analozi: kolhicin (113), 2-metoksi-5-(2’, 3°, 4- trimetoksifenil)tropon (114),
podofilotoksin (115), kolhikozid (116), 2,3-kornigerin (117), 1,3-kornigerin (118), lumikolhicini (119), izokolhicin
(120), 121: R=H, kolhicid; R=-OH, kolhicein, R=-SMe, tiokolhicin, prekolhicin (122), alokolhicin (123).

Jedinjenje 114, Shema 41, je jednostavan bifunkcionalan molekul koji se takode vezuje za
kolhicinsko vezivno mesto sa visokim afinitetom.” Studije velikog broja analoga kolhicina
pokazale su jasno da analozi kolhicina modifikovani na prstenu B, ili ¢ak liseni tog prstena
zadrzavaju antimitotsku aktivnost, 1 vezuju se za tubulin na kolhicinskom mestu. Medutim,
prisustvo prstena B i njegovog bo¢nog niza u polozaju C7 znacajno utice na kinetiku vezivanja

kolhicinskih analoga za tubulin i to pre svega na brzinu asocijacije, energiju aktivacije i

termodinamiku vezivanja.
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Uloga i vaznost prstena A za afinitet prema tubulinu je detaljno proucavana kroz razlicite
strukturne modifikacije kolhicina i njegovih analoga. U konjunkciji sa prstenom C, ovaj prsten
¢ini esencijalnu farmakoforu za évrsto vezivanje za tubulin. Podofilotoksin (115, Sema 41) se
takode vezuje za vezivno mesto kolhicina 1 deluje kao kompetitivni inhibitor vezivanja
kolhicina, upravo zahvaljujuéi prisustvu trimetoksifenil-grupe prstena A."” Uvodenje
voluminoznih grupa na prsten A kolhicina, kao kod kolhikozida (116, Sema 41) prouzrokuje

. Ce e . 15
smanjenje jacine dejstva.'™

Voluminoznost alkoksi-grupa na prstenu A takode ima znacajan
uticaj na jacinu dejstva kolhicinskih analoga. Supstitucija bilo koje od tri metoksi-grupe
voluminoznijim alkoksi-grupama rezultuje znacajnim smanjenjem jacine dejstva.””’ Zamena
metoksi-grupa prstena A, metilendioksi-grupom, zavisno od polozaja ove grupe na prstenu A,

ima izrazene efekte na jacinu dejstva ovih derivata. 2,3-Izomer kornigerina (117, Shema 41) je

aktivan skoro kao i sam kolhicin, dok je 1,2-izomer (118, Shema 41) potpuno neaktivan."®

Troponski prsten C je takode esencijalan za antitubulinsku aktivnost kolhicina i njegovih
analoga. Pokazano je da ovaj prsten podleze fotohemijskom razlaganju pri ¢emu nastaje niz
jedinjenja poznatih kao lumikolhicini (119, Shema 41) koji se znatno slabije vezuju za tubulin."”’
Promena relativnih polozaja metoksi i karbonilne grupe na prstenu C, kao kod izokolhicina
(120, Shema 41), rezultuje potpunim gubitkom antitubulinske aktivnosti. Kolhicid prestavlja
analog kolhicina kod koga je metoksi grupa na polozaju C-10 zamenjena atomom vodonika
(121, Shema 41, R=H). Ovo jedinjenje kompetitivno inhibira vezivanje kolhicina za tubulin i
inhibitor je polimerizacije tubulina.'” Kod kolhiceina (121, Shema 41, R=OH) metoksi grupa
na prstenu C zamenjena je —OH grupom. Prsten C kolhiceina moze da postoji u dva
tautomerna oblika, koji odgovaraju konfiguracijama istog prstena kod kolhicina, odnosno,
izokolhicina, s tim $to je tautomer koji odgovara prstenu C izokolhicina predominantan.'’ Ovo
jedinjenje se vezuje za kompleks tubulina i kolhicina, pa se smatra da je njegovo vezivno mesto
na tubulinu razlic¢ito od kolhicinskog vezivnog mesta.'” Tiokolhicin (121, Shema 41, R=SMe),
analog kolhicina, kod koga je metoksi-grupa zamenjena tiometil-grupom je takode vrlo aktivan
analog kolhicina. Premestanje sistema dvostrukih veza kolhicina, kao kod prekolhicina (122,
Shema 41) rezultuje gubitkom antitubulinskog dejstva. Zamena prstena C aromaticnim
Sestoclanim analogom, kao kod alokolhicina (123, Shema 41) ne menja znacajno afinitet

. . |
vezivanja za tubulin.'®
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2.3.1.5 Farmatkoforna svojstva liganada koji se vezuju 3a kolbicinsko vezivno mesto

Iako je kolhicin intenzivno koriscen za ispitivanje strukture, dinamickih i ostalih svojstva
mikrotubula, njegova upotreba u terapiji malignih oboljenja nije moguca zbog jake toksi¢nosti.
1% Medutim, nekoliko analoga kolhicina i jedinjenja dizajniranih da se vezuju za vezivno mesto
kolhicina nedavno je povecala interes za ovu klasu anti-mitotskih agenasa, zbog njihove
sposobnosti da inhibiraju proliferaciju celija tumora rezistentnih na druge lekove. Mnogi od
ovih agenasa su u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja, ova grupa spada u tzv. inhibitore
kolhicinskog vezivnog mesta. Neka od ovih jedinjenja imaju strukturne slicnosti sa kolhicinom
dok druga imaju veoma razli¢ite strukturne elemente. Zbog toga je vazno nadi sustinske
strukturne karakteristike neophodne za antitubulinsku aktivnost. Nguyen i saradnici,'” su
koriste¢i tehnike dokinga i simulacije molekuske dinamike dosli do zakljucka o zajednickoj
farmakofori za neke inhibitore kolhicinskog vezivhog mesta koji su medusobno strukturno
razliciti. Set od 15 inhibitora kolhicinskog vezivhog mesta dizajniran je tako da jedinjenja
sadrze sve farmakoforne karakteristike koje poseduju svi do tada poznati inhibitori
kolhicinskog mesta, i da prema tome dobro reprezentuje njihov strukturni diverzitet. Kako
nedostaju informacije o orijentacijama molekula unutar kolhicinskog vezivnog mesta, zakljucci
o najverovatnijim orijentacijama su dobijeni iz rezultata molekulskog dokinga. Mogu¢i nacini
vezivanja, dobijeni dokingom detaljno su analizirani, uzevsi u obzir sterne i elektrostaticke

paramtere kolhicinskog vezivnog mesta i nacin vezivanja svakog molekula iz seta.

Pokazalo se da se jedinjenja mogu podeliti u dve grupe: prva grupa ukljucivala je molekule
koji poseduju odredenu strukturnu slicnost sa kolhicinom, opisanu sa tri vazne strukturne
karakteristike: diarilski sistem, trimetoksifenil grupa (TMP) i ogranicena konformaciona
fleksibilnost. Druga grupa jedinjenja nije imala najmanje jedno od ovih svojstava i stoga je
smatrana strukturno vise razli¢itom od kolhicina. Na osnovu strukturne slicnosti, model
vezivanja molekula koji spadaju u prvu grupu je odreden doking metodom, uzevsi u obzir
mesto vezivanja TMP grupe za tubulin. U slucaju druge grupe jedinjenja, primenjen je slican
metod. Uprkos tome $to su ispitivana jedinjenja bila strukturno razlicita, geometrijski su

zauzimala relativno slican prostor unutar kolhicinskog vezivnog mesta na tubulinu.

65



Analiza nacina vezivanja svih molekula za kolhicinsko vezivno mesto pokazala je da postoji
sedam osnovnih famakofornih tacaka: tri akceptora vodonicne veze (Al, A2 1 A3), jedan donor
vodonicne veze (D), dva hidrofobna centra (H1 1 H2) 1 jedna planarna grupa (R1). Minimalni
zahtevi za afinetet vezivanja za tubulin bili su: jedan akceptor vodoni¢ne veze, dva hidrofobna
centra 1 planarna grupa. Aminokiselinski ostaci na tubulinu koji formiraju vodonic¢ne veze sa
jedinjenjima su: «Vall79 (peptidna —NH- grupa sa Al), BCys241 (—SH grupa sa A2) i peptidne
-NH- grupe aminokiselinskih ostataka 3Ala248, BAsp249 i BLeu250 koje formiraju vodoni¢ne
veze sa farmakofornim elementom A3. Karbonilni kiseonik aThr177 formira vodoni¢nu vezu
sa farmakofornim elementom D. Hidrofobni deo molekula H1 je smesten izmedu ostataka
aVall79 i BMet257. Sto je vedi broj farmakofornih tacaka koje molekul poseduie, vedi je i
afintet vezivanja datog molekula za tubulin. Autori su grupisali jedinjenja prema broju i vrsti
farmakofornih tacaka koje poseduju u sedam grupa. Te grupe su prikazane na primeru

reprezentativnih jedinjenja, zajedno sa farmakofornim elementima u Tabeli 1.
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Tabela 1. Farmakoforne tacke tipi¢nih predstavnika inhibitora kolhicinskog vezivnog mesta

Farmako-

Naziv

Farmakoforne tacke e e .. Struktura
forna grupa jedinjenja
I A1-A2-H1-H2-R1 Kolhicin

I A2-A3-D1-H1-H2-R1  Podofilotoksin

I11 A2-A3-H1-H2-R1 Steganacin

v A2-D1-H1-H2-R1 /

A% A1-A2-A3-H1-H2-R1 Nokodazol

VI A1-A2-A3-D1-H1-R1 E7010
VII A1-A2-D1-H1-H2-R1 /
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Strukture nekoliko jedinjenja koja se vezuju za kolhicinsko vezivno mesto prikazane su na
Shemi 42. U daljem tekstu, ukratko ¢e biti opisana najvaznija svojstva ovih jedinjenja.
Kombretastatin A4 (124) je vrlo jak inhibitor polimerizacije tubulina i pripada prvoj (I)
farmakofornoj grupi. Kombretastatin A-4-fosfat (CA4P) je dinatrijumova so fosfata
kombretastatina, napravljena da bi se povecala rastvorljivost; aktivan je prema nekoliko vrsta
¢elija zlo¢udnih tumora, ukljucujudi i one rezistentne na postojece lekove. Trenutno se nalazi u
drugoj fazi klinickih ispitivanja.'®

Fenstatin (125) je benzofenonski analog kombretastatina, i izveden je zamenom olefinskog
mosta kombretastatina A4 karbonilnom grupom, pripada farmakofornoj grupi IV.'" Iako je
fenstatin strukturno veoma slican kombretastatinu, bolji je inhibitor polimerizacije tubulina.
Poseduje Sest farmakofornih tacaka (Al, A2, A3, H1, H2 i R1) i u odnosu na kombretastatin
poseduje dodatnu farmakofornu tacku A3, odnosno karbonilnu grupu koja formira vodoni¢ne
veze sa peptidnim NH grupama ostataka BAla248, BAsp249 i fLeu250. Zamena hidroksilne
grupe na polozaju C2 fenstatina amino grupom, daje 2-aminobenzofenonski analog (126) koji
takode ispoljava znacajnu citotoksicnost prema razlic¢itim celijskim linijjama humanih tumora. 2-
Aminotiofenski analog (127) je sintetisan zamenom etilenske grupe 2-aminobenzofenona
atomom sumpora. Kako su benzen i tiofen bioizosteri, dobijena je nova generacija jedinjenja sa
antiproliferativnom aktivnos§¢u, supstituisanth u para-polozaju fluorom, metil 1 metoksi
grupom. Inhibicija polimerizacije tubulina zajedno sa inhibicijom vezivanja kolhicina pokazala
je da ova jedinjenja uticu na polimerizaciju tubulina tako $to se vezuju za kolhicinsko vezivno

mesto.

2-Metoksiestradiol (128) predstavlja metabolit estradiola i pokazuje jaku antiproliferativnu
aktivnost 1 selektivnhost prema zdravim celijama. Pripada, kao 1 kombretastatin A4
farmakofornoj grupi I. Ovo jedinjenje je kandidat za lecenje raka prostate. Inhibicija celijskog
rasta koju izaziva 2-metoksiestradiol posledica je razli¢itih mehanizama dejstva kao s$to su uticaj
na polimerizaciju mikrotubula, indukcija apoptoze, inhibicija angiogeneze i povecan oksidativni

168
stres.””
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Shema 42. Tipicni predstavnici inhibitora kolhicinskog vezivnog mesta: Kombretastatin A4 (124),
Fenstatin (125), analog 2-aminobenzofenona (126), 2-aminotiofenski analog (127), 2-metoksiestradiol
(128), Kurasin A (129), analog Kurasina (130), 2-aroilindolski analog (131), Indanocin (132), Mebendazol
(133).

Kurasin A'” (129) poseduje pet farmakofornih tacaka, takode pripada farmakofornoj grupi
I, ali je potpuno strukturno razlicit od kolhicina. Kurasin A i njegov analog (130) medusobno
se razlikuju po prisustvu, odnosno odsustvu metil-grupe na polimetilenskom nizu. Ova metil-
grupa kod kuracina A formira hidrofobne interakcije sa bocnim alkil-ostacima BLeu240,
BLeu250 i BLeu253. Njegov analog nema metil-grupu na polimetilenskom nizu, te ne interaguje
sa ovim ostacima i stoga je manje efikasan inhibitor polimerizacije tubulina od kuracina A.'" 2-
Aroilindolski analog (131) i steganacin (Tabela 1) pripadaju farmakofornoj grupi III. Studije

molekulskog modelovanja pokazale su da antitubulinska aktivnost 2-aroilindola i steganacina
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zavisi od tipa supstitucije fenil-prstena.'”’ Indanocin (132) pripada farmakofornoj grupi V.
Ovo jedinjenje ispoljava citotoksi¢nost prema rezistentnim ¢elijama tumora.'” Nokodazol'™ je
takode efikasan inhibitor polimerizacije tubulina. Njegove farmakoforne tacke su prikazane u
Tabeli 1. Njegov kongener mebendazol'” (133) takode pripada farmakofornoj grupi V. Nguyen
1 saradnici pretpostavljaju da 7 elektroni fenil prstena ovog jedinjenja interaguju sa —SH

grupom BCys239.

Farmakoforne tacke podofilotoksina (115) prikazane su u Tabeli 1. Ovo jedinjenje sadrzi

Sest farmakofornih tacaka i pripada grupi 1L

Podofilotoksin depolimerizuje mikrotubule na
visokim koncentracijama, i uti¢e na njihovu dinamiku u substehiometrijskim koncentracijama.
Medutim, ne primenjuje se u terapiji malignih oboljenja zbog jake toksi¢nosti. Jedinjenje E7010
(Tabela 1) se vezuje za kolhicinsko mesto i trenutno se nalazi u drugoj fazi klinickih ispitivanja.
Ovo jedinjenje se vezuje reverzibino za tubulin i ispoljava antiproliferativnu aktivnost prema
rezistentnim C¢elijama tumora. Ima Sest farmakofornih tacaka prikazanih u Tabeli 1 i pripada

farmakofornoj grupi VI. Nedavno je sintetisana nova klasa indolskih sulfonamida u kojima je

supstituisani piridinski prstem E7010 zamenjen indolom."”’
2.3.2. Holinesteraze
2.3.2.1. Fizioloska nloga holinesteraza

Verovatno svi zivotinjski organizmi imaju neku vrstu enzima koja moze da hidrolizuje
acetilholin. Kod ki¢menjaka dva razlicita enzima obavljaju ovu funkciju. Acetilholinesteraza
(EC 3.1.1.7, AChE) hidrolizuje acetilholin na post-sinaptickim membranama nervnih i nervno-
misi¢nih spojeva. Prema tome, metobolicka funkcija AChE jeste da prekine ekscitatorno
dejstvo acetilholina na holinergickoj sinapsi. Kao takav, ovaj enzim je kritican za Sirok opseg
bioloskih procesa ukljucujuc¢i normalno funkcionisanje centralnog nervnog sistema, kardio-
vaskularnih i respiratornih funkcija. To je jedan od retkih enzima koji je postigao kataliticko
savtienstvo - brzina hidrolize acetilholina je blizu difuziono kontrolisane granice sa k, = 10*
s Drugi enzim, butirilholinesteraza, odn. pseudoholinesteraza, nespecifiéna holinesteraza ili
samo holinesteraza (EC 3.1.1.8 BChE), hidrolizuje acetilholin kao i mnoge druge estre, ali je do
sada njegova fizioloska funkcija nepoznata. Drozofila ima samo jednu holinesterazu cija se

sekvenca i kineticke osobine nalaze izmedu AChE i BChE sisara.'” Prema tome izgleda da su
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AChE i BChE divergirale pre evolutivne pojave nizih ki¢menjaka. Osobina koja BChE i
AChE razlikuje od drugih nespecifi¢nih esteraza je inhibicija 10° M eserinom (fizostigminom).
Holinesteraze su podeljene u dve grupe na osnovu njihovih supstratnih specifi¢nosti,
ponasanju u prisustvu viska supstrata i inhibicionih karakteristika. Inhibicija AChE u prisustvu
viska supstrata je jedna od klju¢nih karakteristika koja je razlikuje od BChE, kod koje visak
BCh ubrzava katalizu. AChE se selektivno inhibira 1,5-bis(4-alildimetilaminopropil)pentan-3-
on dibromidom (BW284C51, 134), a BChE 10-(2-dietilaminopropil)fenotiazidom
(etopropazin) 1 izo-tetramonoizopropilpirofosfat-tetramidom (izo-OMPA, 135, Shema 43).
Tkivna distribucija ova dva enzima takode se razlikuje: AChE je zastupljena u mozdanom
bubrezima, plu¢ima i serumu, koji je dominantan izvor BChE. BChE c¢ini oko 0,1 % proteina
humane plazme. Fizioloska funkcija AChE koja je locirana van sinapse, duz nervnih vlakana i u
neholinergickim tkivima kao $to su eritrociti, nije poznata. Siroka supstratna specificnost BChE
1 njena rasprostranjenost u jetri i bubrezima ukazuju na najverovatniju fiziolosku ulogu kao

enzima za detoksifikaciju.

hd
® ® >_N_;“,_'?_N_<
ﬁ T\ 134 - T\II 135 )\

Shema 43. Inhibitori holinesteraza: BW284C51 (134), inhibitor AChE i izo-OMPA (135),
inhibitor BChE

2.3.2.2. Molekulski polimorfizam holinesteraza

Za obe holinesteraze postoji samo po jedan gen. Alternativhim cepanjem originalnog
transkripta RNK nastaju razlicite mRNK koje prilikom biosinteze daju razlicite proteinske
proizvode. Ovi razli¢iti proteinski proizvodi sadrze deo koji je zajednicki i esencijalan za
kataliti¢ku aktivnost, ali imaju razli¢ite C-terminalne sekvence,"™ koje uti¢u na njihovu razlicitu

multimerizaciju, vezivanje za celijske membrane, ili na rastvorljivost. Agregati monomera

formiraju dve klase molekulskih formi, simetri¢cne globularne forme i asimetricne forme.
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Polimerne forme se sastoje iz identicnih monomera, ali monomeri koji formiraju razlicite

molekulske forme se mogu razlikovati u primarnoj strukturi.

a. Hidrofilne u vodi rastvorne forme
Oba enzima postoje u formama koje su rastvorne u vodi i to najvise kao G4 tetrameri, koji
predstavlja asocijaciju dva dimera povezana jakim hidrofobnim interakcijama. Dve subjedinice
unutar dimera povezane su jednom disulfidnom vezom preko Cys-571.""" Dimeri i monomeri
koji se nalaze u plazmi izgleda da su degradacioni proizvodi tetramera.'®

b. Asimetri¢ne hidrofobne forme
Ovaj oblik je karakterisan prisustvom repa koji lici na kolagen i sluzi za vezivanje za
membranu. On se formira od trostruke helikoidne strukture tri kolagenske podjedinice, od
kojih je svaka povezana sa jednim A, dva Ay ili tri A, tetramera holinesteraza. Ova forma
AChE je zastupljena na nervno-misi¢nim spojevima. Kolagenska subjedinica asimetricne forme
AChE pokazuje veliki afinitet prema heparan-sulfat proteoglikanu, lamininu i tipu V kolagena,
$to moze da objasni njeno vezivanje za membranu.'®

c. Amfifilne forme
Kod tipa I amfifilnih dimera, preko glikofosfatidil-inozitola dimeri se usidre u plazma
membranu u misi¢ima sisara, eritrocitima i limfocitima. Ovo je vise zastupljena forma AChE i

moze se jedino rastvoriti deterdzentima. Tip II amfifilnih dimera i monomera je liSen

glikolipidnog sidra, ne rastvara se u prisustvu deterdzenata, i moze se rastvoriti u rastvorima

.....

2.3.2.3. Aminokiselinska sekvenca katalitickih podjedinica

Prva aminokiselinska sekvenca 11S molekulske forme AChE je izvedena iz sekvence cDNK
enzima iz elektri¢nog organa vrste Torpedo Californica,™ a prva aminokiselinska sekvenca BChE
je odredena iz humane serumske BChE, Edmanovom degradacionom metodom.'™ Postoji
visok stepen slicnosti izmedu H#BChE i TeAChE (iz vrste Torpedo californica), uprkos cinjenici
da su enzimi iz vrsta koje su evolutivno udaljene. H#BChE 1 TeAChE su 54 % identi¢ne, dok
FBSAChE i TcAChE imaju oko 60 % sli¢nosti u sekvenci.'™ Disulfidne veze u H/BChE' i
TeAChE® su na istim pozicijama (Cys-67 i Cys-94, Cys-254 i Cys-265, Cys-402 i Cys-521,
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prema sekvenci vrste Torpedo Californica) 1 disulfidne petlje sadrze jednak broj aminokiselinskih
ostataka. Kod oba enzima Cys se u sekvenci nalazi na cetvrtom mestu od C-kraja i sluzi za
povezivanje identicnih katalitickih podjedinica. Duzine katalitickih podjedinica su slicne kod

razlicitih vrsta: 574 AK H#BChE, 575 AK hidrofilna TeAChE, 537 AK amfifilna T¢eAChE.

AChE i BChE su glikoproteini. Kod T¢AChE postoje ¢etiri oligosaharidna niza povezana za
ostatke asparagina, a kod H#BChE su devet oligosaharidnih nizova takode povezani za
asparginske ostatke na pozicijama: 17, 57, 106, 241, 256, 341, 455, 481, 486. Svi ostaci

asparagina su glikozilovani sa izuzetkom Asn 485, koji je susedan glikozilovanom Asn 486.

2.3.24. Tercijarna struktura enzima, kataliticki mebanizam i dinamicki efeti

AChE i BChE sadrze 20 A duboku supljinu koja je oivicena sa oko 55 aminokiselinskih
ostataka. Glavna razlika u Supljinama koje sadrze aktivni centar jeste ta da su 6 od 14
aromaticnih aminokiselinskih ostataka AChE (Tyr 72, Tyr 124, Trp 286, Phe 295, Phe 297 i
Tyr 337) zamenjeni alifaticnim kod BChE (Asn 68, Gln 119, Ala 277, Leu 286, Val 288 i Ala
328). Ovo za posledicu ima 200 A’ veéu supljinu aktivnog mesta BChE u odnosu na aktivno
mesto AChE." Unutar ove Supljine se razlikuju pet regiona prostorno bliskih aminokiselinskih
ostataka koji su ukljuceni u vezivanje supstrata, ireverzibilnih i reverzibilnih inhibitora i u
mehanizmu katalize:

- Kataliticka trijada BChE (AChE): Ser 198(203), His 438(440) i Glu 325(334)"" (Slika
15). Ovi aminokiselinski ostaci direktno ucestvuju u katalitickom ciklusu, mehanizmom
kovalentne katalize, kao i kod ostalih serin p]foteaza.wo’191 Mehanizam hidrolize
acetilholina prikazan je na Shemi 44.

- Oksianjonska supljina; ovaj region formiraju peptidne -NH-grupe aminokiselinskih
ostataka Gly 116(121), Gly 117(122) i Ala 199(204),"*"” koje stabilizuju prelazni
tetraedarski enzim-supstrat kompleks, formiranjem vodonicnih veza sa negativno-
naelektrisanim karbonilnim kiseonikom.

- Esterazno mesto, Trp 82(86) pripada ovom regionu (Slika 15). Ovaj ostatak je ocuvan

kod svih holinesteraza i ukljucen je u orijentaciju i stabilizaciju trimetilamonijum-grupe
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ACh, formiranjem katjon-n interakcija.'”* Tyr 337 je lociran blizu Trp 86, kod H#AChE
(Slika 15b) i on stabilizuje vezivanje liganada kao §to su hiperzin A, edrofonijum,
derivati akridina i jedan strukturni fragment biskvaternernih jedinjenja kao Sto su
BW284C51 i dekametonijum.'” Medutim, kod H#BChE ovaj ostatak je zamenjen
manje voluminoznim Ala 328 (Slika 15a), $to objasnjava selektivho vezivanje
etopropazina, liganda sa voluminoznom egzociklicnom supstitucijom, za BChE.

- Acil-dzep, kod H#AChE, obuhvata dva fenilalaninska ostatka na pozicijama 295 1 297
(Slika 15a) koji interaguju sa acil-grupom supstrata. Ovi ostaci formiraju klesta oko
metil-grupe ACh i ograni¢avaju pokretljivost ACh untar $upljiine.” Voluminozna
propil-grupa butirilholina (BCh) ne moze da se smesti izmedu ova dva ostatka, $to
objasnjava nizu kataliticku efikasnost AChE sa BCh kao supstratom. Medutim, u acil-
dzepu BChE ima mnogo vise prostora, zato sto su dva fenilalaninska ostatka
zamenjena sa Leu 286 1 Val 288 (Slika 15b), sto objasnjava brzu hidrolizu BCh u dnosu
na ACh, povecanu osetljivost na voluminozni specifi¢ni inhibitor BChE 7z0-OMPA 1

nizi stepen inhibicije sa BW248C51."9+1%¢

Slika 15. Aktivna mesta a. H¥BChE (PDB oznaka 1POI) i b. H¥YAChE (PDB oznaka 1F8U),
aromaticni ostaci acil-dzepa H#AChE Phe 295 i Phe 297 su zamenjeni alifaticnim ostacima Leu 286 i
Val 288 kod H#BChE i takode je Tyr 337 H#AChE zamenjen sa Ala328 kod H#BChE.

74



His i i
c"ﬂi\ s )} ger e o5 e
er -
/k o7 N7 —_— o o HN * N/
o0 N o -
03¢ HooLy Hacxoﬂ "/ H, e S0 .
R / H
( ; (
o 0 HO O ,0—H o 0
R
Glu 334 Glu 334 Glu 334
. His
His His
o,Ser 'S¥ CH, O_Ser ”
N 0 0 o Yo /
C/go (- = X -~ \_[NH _— 1 p— \—N
£ ko N, Hic” ‘0 N H )
—H 4( !
H - HO O
o o HO 0
Glu 334 Glu 334 Glu 334

Shema 44. Kataliticki mehanizam holinesteraza

Periferno anjonsko mesto (PAS),"”’

obuhvata ostatke koji su locirani na rubu supljine
aktivnog centra. Kod H#AChE, to su aminokiselinski ostaci Tyr 72, Asp 74, Tyr 124 1
Trp 286 (Slika 16b). Na mestu Trp 286 AChE, se nalazi Ala 277 kod BChE (Slika 16a),
§to prouzrokuje gubitak osetljivosti prema inhibitorima BW284C51 i propidijumu.
Stavise, BChE je kompetitivno, a AChE nekompetitivno inhibirana propidijumom, $to
ukazuje na vezivanje propidijuma za aktivno mesto BChE. Ranije se smatralo da BChE
ne sadrzi PAS 1 da zbog toga enzim pokazuje nizi afinitet prema dualnim inhibitorima.
Medutim, prisustvo Phe 278 (Slika 16) koji moze da interaguje sa drugim delom
dualnih inhibitora, kao i ¢injenica da neki dualni reverzibilni inhibitori imaju veoma
niske K| vrednosti u odnosu na monomerne inhibitore, pokazuje da BChE u stvari ima
sekundarno vezivno mesto za dualne inhibitore. Asp 70 i Tyr 332 se nalaze na rubu

supljine aktivhog mesta BChE i oni su medusobno povezani vodonicnom vezom u

odsustvu supstrata (Slika 16a).
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Slika 16. a. Moguce periferno mesto interakcije na HsBChE (PDB oznaka 1POI); b. Periferno
anjonsko mesto H#zAChE (PDB oznaka 1F8U). Trp 286 (sekvenca H#AChE) je zamenjen Ala 277 kod
HuBChE, ali susedni aminokiselinski ostatak Phe 278 kod H#BChE moze da ima ulogu PAS.

Na osnovu svega navedenog, pretpostavljeno je da je efikasnost enzima posledica idealnog
prostornog rasporeda razlicitih strukturnih elemenata, gde 1) PAS i Trp 86 privlace i vode
trimetilamino-grupu supstrata ka katalitickom mestu, 2) oksianjonska Supljina i acil-dzep
usidruju estar u orijentaciju koja je povoljna za nukleofilnu supstituciju, 3) transfer protona
izmedu aminokiselinskih ostataka kataliticke trijade indukuje efikasan nukleofilni napad
hidroksi-grupe serina na estarsku funkcionalnu grupu, 4) oblik Supljine aktivhog mesta

dozvoljava prisustvo molekula vode koji su neophodni za efikasnu deacilaciju Ser 203.

Pretpostavlja se, takode, da pored opisanih strukturnih karakteristika, neki elektrostaticki i
dinamicki efekti doprinose izuzetnoj efikasnosti acetilholinesteraze. Ove efekte su detaljno
ispitivali MekKemon i saradnici'”® metodama molekulske-dinamike (MD). Nasli su da je
supljina aktivnog mesta AChE toliko duboka i uska da u rigidnim modelima koji koriste
(ve¢inu) dostupnih kristalnih struktura ne postoji dovoljna Sirina kanala za smestanje poznatih
supstrata i inhibitora aktivnog mesta. Cinjenica da AChE ustvari dozvoljava i supstratima i
inhibitorima pristup do dna supljine aktivhog mesta i da je enzim jedan od kataliticki najbrzih u
poznatom proteomu, jasno sugerise da dinamicki efekti igraju glavnu ulogu u difuzionoj

efikasnosti.
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Najvazniji radovi koji se ticu dinamickih efekata AChE obuhvataju: poredenje staticke
AChE iz kristalne strukture i njenog dinamickog virtuelnog analoga,199 zatim jednu od
najvaznijih studija u kojoj se predvida prisustvo ,,zadnjih vrata®, tj. izlaznog kanala blizu glavne
Supljine® i prva detaljna procena uloge mobilne petlje Cys 69 — Cys 96.*" Prvi od ovih radova
obezbedio je uvid u stepen strukturnih i konformacionih promena u enzimu usled prelaza iz
apo-forme  u formu u kojoj je enzim inhibiran, dok su druga i treca studija otvorile pitanje
specificnih karakteristika, kao $to je dinamicki nastanak prelaznih kanala kojima molekuli

rastvaraca i proizvodi katalitickog ciklusa (AcOH 1 holin) napustaju enzim.

Sto se tice radijusa $upljine glavnog kanala, MD simulacija®” u trajanju od 10 ns na #AChE
otkrila je kompleksnu prirodu fluktuacije bo¢nih aminokiselinskih ostataka supljine. Kretanja
aminokiselinskih ostataka doprinose otvaranju Supljine i nadena su dva razli¢ita energetska
minimuma (stabilna konformaciona stanja), Siroko 1 usko. Korelaciona analiza poluprecnika
supljine aktivhog mesta i polozaja aminokiselinskih ostataka koji joj pripadaju je pokazala da su
kretanja ovih aminokiselinskih ostataka visoko korelisana sa otvaranjem Supljine (odn.
promenom njenog poluprecnika). Npr., rastojanje izmedu Phe 338 C_, (jedan od - ugljenika
fenil-prstena) 1 Tyr 124 Oy, (kiseonik hidroksi-grupe bo¢nog ostatka) i veli¢ina radijusa Supljine
su visoko korelisani (korelacioni koeficijent 0,91). MD simulacija »#AChE inhibirane
faskulinom ili hiperzinom A pokazuje da uze stanje Supljine postaje favorizovano u odnosu na
apo-formu enzima. Rastojanje izmedu C, atoma Tyr 124 i Phe 338 »AChE inhibirane
taskulinom je za otvoreno (Sire) stanje supljine 12,88 A, a za zatvoreno 12,81 A; razlika je samo
7 pm. Kod MD simulacije na apo #AChE, otvorena Supljina ima radijus 14,85 A a zatvorena
14,40 A, znad da je razlika ovde znatno veca, 45 pm. Nedavno su ispitivane i fluktuacije
aromati¢nih aminokiselinskih ostataka koji oivi¢avaju $upljinu AChE. Susman i saradnici®” su
analizirali konformacionu fleksibilnost 14 konzerviranih aromati¢nih ostataka T¢AChE, 20 ns
dugom MD simulacijom zasnovanom na 47 trodimenzionalnih kristalnih struktura dostupnih
za nativan enzim ili enzim kompleksiran inhibitorima. Nadeno je da su bo¢ni ostaci Phe 330 i

Trp 279 veoma fleksibilni, dok su Phe 120, Trp 233, Trp 432, Tyr 70, Tyr 121, Phe 288, Phe

“ Apo-forma enzima predstavlja nemodifikovan tip enzima, u ovom slucaju neinhibiranu AChE.
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290 i Phe 331 manje mobilni. Aminokiselinski ostaci locirani na ili blizu Q petlje (Slika 19), Trp
84, Tyr 130 i Tyr 334 pokazivali su razlicitu fleksibilnost u MD simulacijama.

Hipoteza o postojanju zadnjih vrata, kao moguceg izlaznog kanala za proizvod hidrolize
supstrata, holin, postavljena je na osnovu 119 ps duge MD simulacije na TrAChE.*"” Otkriveno
je prolazno otvaranje kratkog kanala u tankom zidu enzima, kroz koji moze da prode molekul
vode 1 koje vremenski traje oko 0,3 ps. Pocetak kanala je blizu Cy i C,, atoma Trp 84, Gly 441 i
aromaticnog prstena Tyr 442, a izlazi na povrsinu enzima blizu Glu 445 1 Val 129. Prosecno
pomeranje atoma ovih ostataka u odnosu na konformaciju iz kristalne strukture je 1,3 A (Slika
17). Ovako mala fluktuacija polozaja atoma, koja je potrebna da se zadnja vrata otvore ukazuje
da je verovatno da se otvorena konformacija lako postize. Otvaranje zadnjih vrata proucavano
je 1 ns dugim MD simulacijama na #AChE u apo-formi i formi kompleksiranoj sa hiperzinom
A Kod apo-forme enzima, prolazno otvaranje kanala zadnjih vrata se desava u 109. ps
simulacije 1 traje oko 0,2 ps sa dijametrom Supljine oko 2,8 A. Kanal obuhvata ostatke: Trp 86,
Val 132, Glu 202, Gly 448 i Ile 451. Kod enzima inhibiranog hiperzinom A, rezultati pokazuju
da se zadnja vrata otvaraju nekoliko puta tokom MD simulacije, izmedu 147. 1 340. ps. Kanal
ostaje otvoren oko 1 ps a tokom simulacije je ukupno otvoren 7 ps. Hipoteza zadnjih vrata je
proveravana i studijama mutageneze. Kronman i saradnici®” su ispitivali uticaj mutacija
Val132Lys,Jr Glu84Gln, Asp131Asn na kineticka svojstva enzima. Prvi mutant je dizajniran
tako da Lys moze da gradi soni most sa susednim Glu 445 i na taj nacin permanentno zatvori
zadnja vrata, a poslednja dva su dizajnirana tako da se procene efekti modifikovanog
negativnog elektrostatickog polja na izlazu iz $upljine. Ferman i saradnici® su ispitali i efekat
mutacija Vall29Arg, Vall29Arg/Cys231Ser i Vall29Lys/Cys231Ser na kataliticka svojstva
enzima. Medutim, mutirani enzimi nisu pokazivali promenjene kineticke parametre (K ik,) u
odnosu na nativni tip enzima. Prema tome, studije mutageneze ne pruzaju pozitivan
eksperimentalni dokaz za funkcionalni znacaj zadnjih vrata u procesu katalize, koji je
pretpostavljen na osnovu MD simulacija. Sa druge strane, postoje bar tri eksperimentalna
rezultata koji podrzavaju postojanje alternativnih kanala za ulazak i izlazak supstrata i inhibitora

u aktivno mesto. Jedan od njih potice iz kristalne strukture (PDB oznaka 10CE)

T Ova oznaka znadi da je Val na poziciji 132 u nativnom enzimu zamenjen Lys u mutiranom enzimu.
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karbamoilovane T¢AChE.*" Kovalentno vezivanje 2,6-dimetilmorfolinoktilkarbamil grupe
pseudoireverzibilnog inhibitora Mf286 (¢s-2,6-dimetilmorfolinoktil-karbamil-ezerolin, 136,
Slika 17a) za kataliticki Ser 200 T¢eAChE prouzrokuje otpustanje ezerolinskog fragmenta, kao
odlazece grupe koja napusta enzim. Izlazak ezerolinskog fragmenta kroz otvor glavne Supljine
je onemogucen prisustvom voluminozne grupe kovalentno vezane za Ser 200 aktivnog mesta.
Medutim, kristalna struktura T¢AChE karbamoilovane jedinjenjem Mf286 pokazuje da
ezerolinski fragment napusta enzim uprkos sternoj blokadi glavne supljine. Takode, inhibicija
AChE faskulinom, uprkos njegovom visokom afinitetu i maloj brzini disocijacije, nije
kompletna 1 rezidualna aktivnost enzima pokazuje da supstrati 1 dalje mogu da udu u aktivno
mesto, iako faskulin potpuno zatvara ulaz u glavnu Supljinu.””® Dodatan dokaz u prilog
postojanja zadnjih vrata je dala i cinjenica da se inhibitorna monoklonska antitela vezuju u
regionu zadnjih vrata.*”

Kasnije studije su takode postulirale prisustvo bocnih vrata kao alternativnog izlaznog

202
kanala.”

U 1 ns dugoj MD simulaciji #AChE inhibirane hiperzinom A nadeno je da ovaj
prelazni kanal formiraju ostaci Val 73, Asp 74, Thr 83, Glu 84 i Asn 87 (Slika 18). Kanal se
cesto otvara tokom simulacije i ukupno vreme za koje je bio otvoren je oko 10 ps. Otvaranje
ovog kanala je primeé¢eno i u MD simulaciji TeAChE inhibirane takrinom.”"” Medutim, tokom
MD simulacije apo-forme #AChE nije primeéeno otvaranje kanala boc¢nih vrata. Autori

pretpostavljaju da je moguce da hiperzin A indukuje otvaranje boc¢nih vrata prouzrokujuci

konformaciono pomeranje Asp 74, koji formira vodoni¢nu vezu sa hiperzinom A.
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Slika 17a. Aminokiselinski ostaci koji pripadaju zadnjim
vratima.

Slika 18. Aminokiselinski ostaci koji
pripadaju bo¢nim vratima.

Detaljna analiza 5 ns MD simulacije #AChE inhibirane faskulinom sugerise da je proces
otvaranja i zatvaranja zadnjih i bocnih vrata nije jednostavno lokalizovan fenomen, vec
obuhvata uskladeno kretanje aminokiselinskih ostataka unutar monomerne jedinice AChE.*"!
Dok je Trp 86 kritican ostatak za zadnja vrata, i formira usta otvorenog kanala,”” njegovo

pomeranje je visoko korelisano sa otvaranjem boc¢nih vrata i jedan je od bocnih ostataka koji
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' Medutim, ne postoji jednostavna

se najvise pomera usled otvaranja i zatvaranja boc¢nih vrata.
korelacija izmedu relativnih stanja (otvoreno u odnosu na zatvoreno stanje) izmedu zadnjih 1
boc¢nih vrata. Tokom MD simulacije sa faskulinom vezanim za PAS, oba izlaza koegzistiraju
otvorena (OO) oko 8 % vremena, a oba zatvorena (ZZ) otprilike oko 77% vremena i u
preostalih 15 % vremenskih koraka jedan od izlaza je zatvoren a jedan otvoren (OZ ili ZO)."!
Uprkos ociglednom odsustvu zavisnosti izmedu dinamike otvaranja i zatvaranja zadnjih i
boc¢nih vrata, 1 dalje je moguce da oba stanja zavise barem delimi¢no od prirode interakcije
liganada sa Trp 86. Razlicite kontaktne konformacije favorizuju svako od cetiri moguca stanja.
Bududi da je Trp 86 takode identifikovan kao ostatak koji utice i na poluprecnik kanala glavne
Supljine preko delovanja mobilne Cys 69 — Cys 96 mobilne petlje,”'” rezultati izgleda ukazuju da

ovaj hidrofobni i bazni ostatak sluzi (i pomaze da se koordiniraju) visestruke vazne regulatorne

funkcije enzima.

Dinamicko modelovanje je igralo i vaznu ulogu u prvobitnoj identifikacije mobilne Cys 69 —

" (tzv. Q petlja) i karakterizovanju njenog kretanja i funkcije*” (Slika

Cys 96 cisteinske petlje
19). Omega petlja je dobila takvo ime zbog toga $to je najvise konformaciono pokretni deo
AChE. Fleksibilnost ove petlje je primeéena prvo u MD simulacijama i postulirano je da ima
ulogu analognu onoj koja je zapazena kod hpaza,214’215 kao privremena kapa na aktivhom mestu,
&ijim se pomeranjem Supljina otvara i zatvara."” Uloga Q petlje je ispitivana i studijama

216
mutageneze.

Generisane su i kineticki ispitane H#AChE sa slede¢im mutacijama: (a)
aminokiselinskih ostataka na krajevima petlje blizu dva cisteinska ostatka, (b) ostataka koji
verovatno formiraju vodoni¢ne veze unutar petlje i izmedu petlje i ostatka proteina, (c)
konzerviranih prolinskih ostataka u petlji i (d) uklanjanje konzerviranog segmenta petlje od pet
aminokiselinskih ostataka. Sve ove modifikacije su imale ogranicen, ili nisu imale nikakav efekat
na enzimsku aktivnost. Ovi rezultati ukazuju na to da Q petlja nema ulogu koju ima analogan
strukturni fragment kod lipaza. Kada navedene mutacije aminokiselinskih ostataka petlje imaju

nekakav efekat na enzimsku aktivnost, on se moze pripisati razli¢itim orijentacijama bo¢nog

ostatka Trp 86.

Kovac¢ 1 saradnici su pretpostavili pokretljivost ove petlje kao mogudi razlog za postojanje

razlicitih kanala, sugeriSu¢i da kretanje petlje otkriva prelazne aperture izmedu tri glavna
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postojana kanala u enzimu: primarne Supljine, bo¢nog kanala koji je sposoban da smesti
katjonske proizvode kao §to je holin i Supljine koja smesta nukleofile kao $to je odlazeca acetil-
grupa.”’! Dalje MD simulacije su podrzale ove pretpostavke, sugerisuci da vezivanje lipofilnog
katjona za Trp 86 indukuje delimi¢no odvijanje petlje u supljinu, otvarajuci pukotinu pogodnu

213

za izlazak katjona.”” Vaznost ove mobilne petlje je potvrdena kinetickim studijama, kao

glavnog ucesnika u alosteri¢cnoj modulaciji kataliticke aktivnosti AChE.

Slika 19. Mobilna cisteinska petlja (€2 petlja) H#AChE. Ostaci Cys 69 i Cys 96 su zaokruzeni i obojeni
Zuto.

2.3.2.5. Vagnost AChE i BChE kao bioloskih meta 3a razvej novib terapentskih sredstava

Senilna demencija Alchajmerovog tipa (AD) je progresivan neurodegenerativan poremecaj
pracen opadanjem kognitivnih spsobnosti, kao §to su narusena sposobnost memorije i ucenja i
poremecaji u ponasanju (anksioznost, depresija, halucinacije). Glavni patoloski znaci bolesti,
kojt su povezani sa simptomima obuhvataju ekstracelularno formiranje AB-plakova (izvedeni iz
amiloidnog prekursorskog proteina, APP), intracelularno formiranje neurofibrilarnih ugrusaka
(NFT, sadrze abnormalno fosforilovan t protein), gubitak holinergickih neurona i smanjeni
nivoi neurotransmitera ACh u korteksu i1 hipokampusu i enzima koji su ukljuceni u njegovu

sintezu 1 hidrolizu, holinacetiltransferaze (ChAT) i AChE.
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Primarna i jedina odobrena terapeutska sredstva za AD zasnovana su na holinergickoj
hipotezi, prema kojoj povecanje nivoa dostupnog ACh u neokorteksu 1 hipokampusu indukuje
kognitivna poboljsanja kod pacijenata sa AD. Jedan od nacina da se to postigne jeste inhibicija
AChE. Do sada je agencija za lekove 1 hranu SAD (Food and Drug Administration, FDA)
odobrila éetiri inhibitora AChE za terapiju AD: Takrin (137, Cognex),”"” Donepezil (138,
Aricept),”"® Rivastigmin (139, Exelon),””” i Galantamin (140, Reminyl),” (Shema 45).
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Shema 45. Odobreni lekovi za AD: Takrin (137), donepezil (138), rivastigmin (139), galantamin (140).

Do nedavno, inhibicija AChE je predstavljala samo simptomatsku terapiju za AD, medutim
u prosloj deceniji, otkrivene su druge, nekataliticke uloge enzima. Tako, inhibitori AChE ne
samo da mogu da povecaju nivoe rezidualnog ACh i tako odloZze pojavu simptoma bolesti, ve¢
ova terapeutska sredstva mogu da uticu i na njen tok. Nadeno je da je AChE abnormalno
eksprimirana u preamiloidnim difuznim depozitima i u zrelim AB-plakovima™' i dokazano je da
enzim, vezujudi se za AB-peptide preko PAS indukuje konformacionu promenu AB-peptida iz
neamiloidogene (nepravilni heliks) u amiloidogenu (B-nabrana) konformaciju, koja se lako
agregira i otporna je na delovanje proteaza.””* Ovo svojstvo je nezavisno od polimerne
forme AChE. Kompleksi AChE i AB-peptida su iz vitro toksi¢niji od samih AB-peptida.”**
Postoje 1 podaci da poboljsanje holinergicke transmisije favorizuje neamiloidogeno cepanje
APP (4j. cepanje a-sekretazom)™ i da eksperimentalno ili patoloski (u AD) redukovana

holinergicka neurotransmisija vodi amiloidogenom APP metabolizmu (tj. cepanje APP B- 1 y-
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2027 Osim §to pokazuju vecéu jacinu dejstva, inhibicija AB-agregacije predstavlja

sekretazom).
jo$ jedan razlog zasto dualni inhibitori, koji se simultano vezuju za kataliticko 1 PAS mesto,
imaju prednost nad monomernim inhibitorima koji se vezuju samo za aktivnho mesto enzima.

Nesinapticka varijanta AChE je abnormalno eksprimirana u sluéaju patofiziologkog stresa®**’

i ekspresija AChE stimuliSe éelijsku ekspresiju i diferencijaciju.””

U protekloj deceniji i BChE je dobila znacaj kao farmakoloska meta za terapiju AD. Prvo je
pretpostavljeno da sporedni nezeljeni efekti inhibitora AChE potic¢u od njihove neselektivnosti
prouzrokovane i inhibicijom BChE.”' Medutim, samo antiemetici koji deluju na CNS su
sposobni da sprece nezeljene efekte, izazvane inhibitorima AChE (mucnina i povracanje).
Tako je zakljuceno da su brzina i maksimalna povecanja nivoa ACh u mozgu, kao i mehanizmi
njthove kompenzacije (koji povecavaju nivo dopamina), a ne inhibicija BChE, odgovorni za

ove sporedne nezeljene efekte.”?

Nadeno je da u odnosu na AChE c¢ija se koncentracija
(narocito membranske G4 forme) progresivno smanjuje tokom AD, aktivhost G1 forme
BChE znacajno povecava, za 30-60%.”*** Stavise, BChE je zajedno sa AChE abnormalno
eksprimirana u AB plakovima i dodatak BChE u kulturi tkiva koje ima AB-peptide povecava
njihovu neurotoksi¢nost, iako mehanizam ovih efekata jos uvek nije razjagnjen.”” Primeéeno je
da selektivni inhibitori BChE, kao $to je himserin i njegovi analozi redukuju ukupne nivoe APP
u Celijskoj kulturi neuroblastoma. Ovaj efekat je koncentraciono zavisan, i vodi smanjenju
koncentracije AB-peptida.”**’ Tako se BChE nalazi uglavnom u glijalnim ¢elijama, ovaj enzim
je takode prisutan i u sinapsi i na nervno-misiénim spojevima™® i njegova selektivna inhibicija
povecava nivo ACh u sinaptickoj pukotini. Misevi kod kojih ne dolazi do biosinteze AChE ne
samo da su sposobni da prezive, ve¢ pokazuju i nepromenjenu centralnu i perifernu
holinergicku neurotransmisiju, pokazujuc¢i da BChE moze da kompenzuje uloge AChE i da
ima rezervnu ulogu u holinergi¢koj neurotransmisiji.”” Postoje i podaci koji ukazuju na
regulatornu ulogu BChE na ekspresiju AChE.**** BChE ima takode i peptidaznu aktivnost™ i
pretpostavljeno je da moze da cepa APP sli¢no sekretazama.*” Nadeno je da cerebrospinalna

tecnost pacijenata sa AD ima specificnu formu BChE sa narusenom glikozilacijom; stoga

BChE moze da posluzi kao dijagnosticki marker za AD.**
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Abnormalna ekspresija BChE i AChE i amplifikacija njthovih gena 7 vivo primecena je kod
malignih poremeéaja kao §to je meningiom,”” gliom™ i neurinom,””’” kod raka pluca,”
leukemija® i tumora jajnika.” Zbog toga se pretpostavlja da inhibitori ova dva enzima mogu

da budu vazna hemoterapeutska sredstva i kod malignih bolesti.

Inhibitori AChE se koriste i kao profilakticka sredstva protiv trovanja organofosfatnim
bojnim otrovima. Smatra se da ova jedinjenja, vezujuci se reverzibilno za AChE Stite enzim od
kovalentne 1 ireverzibilne inhibicije organofosfatima. Na taj nacin, nakon detoksikacije
organizma reverzibilno inhibirani enzim moze brze da povrati svoju funkciju, nego u slucaju da
AChE mora da se sintetiSe de novo. Jedno ovakvo jedinjenje, piridostigmin-bromid (129),
uvedeno je u upotrebu veéine armija zapadnih zemalja, ukljuc¢ujudi i Izrael (Shema 46). Sadasnji
rezimi predtretmana piridostigminom (30 mg tri puta dnevno) reverzibilno inhibiraju 20-40 %
enzima, $to ne naru$ava holinergicku neurotransmisiju, zahvaljujuéi prisustvu dovoljnog viska
AChE u telu.”' Vriena su takode i ispitivanja donepezila i hiperzina A u ove svrhe. Nadeno je
da predtretman donepezilom ublazava simptome prekomerne holinergicke stimulacije,” a

hiperzin A poveéava LD;, somana kod majmuna i nadeno je da ima neuroprotektivne

: 253
osobine.
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Shema 46. Jedinjenja koja se koriste kao profilakticka sredstava za trovanje organofosfatnim bojnim
otrovima i u tretmanu mijastenije gravis: Piridostigmin (129) i neostigmin (130).

Inhibitori AChE se koriste 1 u tretmanu mijastenije gravis. To je autoimuna misi¢na slabost
prouzrokovana antitelima koja blokiraju receptore ACh na postsinaptickom neuronu,” tako da
je stimulativni efekat ACh inhibiran. Mijastenija gravis se medicinski tretira neostigminom i
piridostigminom, imunosupresantima, 1 u odredenim slucajevima hirurski, uklanjanjem timusa

(timektomijom).
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2.3.2.6. Odabrane kristalne strukture AChE u kompleksu sa pognatim inhibitorima

Takrin (137, Shema 45) je prvi inhibitor AChE koji je odobren za tretiranje Alchajmerove
bolesti i na trziste je izasao 1993. godine pod komercijalnim nazivom Kogneks. Danas se vise
ne koristi kao lek zbog hepatotksi¢nosti. Harel i saradnici® su odredili kristalnu strukturu
T¢AChE inhibirane takrinom (PDB oznaka 1AC]J, Slika 20). Nadeno je da takrin formira
steking interakcije sa bo¢nim ostacima aminokiselina Trp 84 i Phe 330. Protonovani aromaticni
azot formira vodonicnu vezu sa peptidnim kiseonikom His 440 (pripada katalitickoj trijadi), a
azot amino-grupe formira vodonicnu vezu sa ¢vrsto vezanim molekulom vode u aktivnom

mestu.

Slika 20. Interakcije takrina sa
aminokiselinskim ostatacima u
aktivnom centru TcAChE, PDB
oznaka 1AC]J.

Phe 330

Trp 84

His 440

Iako je zbog nepovoljnih toksikoloskih svojstava takrin povucen sa trzista nastavilo se
proucavanje derivata takrina sa poboljsanim ADME-Tox' karakteristikama. Ovakvi napori u
protekle dve decenije, rezultovali su sintezom oko 200 razlic¢itth homo- 1 heterodimernih
karakteristika, tako i zbog nacina na koji se vezuju za enzim homodimeri bis(7)-takrina 1 bis(5)-
takrina,’ pri ¢emu je bis(7)-takrin 15 puta aktivniji od bis(5)-takrina. Sussman i saradnici® su
odredili kristalnu strukturu T¢eAChE inhibiranu ovim jedinjenjima (Slike 21 i 22, PDB oznake
2CKM i 2CMF). Jedan od policiklicnih aromati¢nih fragmenata bis(7)-takrina se vezuje za

aktivno mesto na slican nacin kao i sam takrin, izmedu aromati¢nih prstenova ostataka Trp 84 i

+ ADME (Absorption, distribution, metabolism and excretion) predstavlja akronim u farmakokinetici i
farmakologiji za apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju leka. Izraz “Tox" se odnosi na toksi¢nost
jedinjenja.

§ Ovi nazivi jedinjenja se odnose na dimerne inhibitore u kojima su dve takrinske jedinice spojene polimetilenskim
linkerom sa 7, odnosno 5 metilenskih jedinica.

86



Phe 330. Nisu zapazene konformacione promene aminokiselinskih ostataka koji pripadaju
katalitickoj trijadi u odnosu na nativnu strukturu. Heptametilenski linker prolazi kroz Supljinu
aktivnog mesta i drugi takrinski prsten formira steking interakcije sa Trp 279 1 Tyr 70,

aminokiselinskim ostacima koji pripadaju PAS.

Kristalna stuktura TeAChE inhibirane 4:s(5)-takrinom je posebno zanimljiva, zato $to dolazi
do veoma velikih konformacionih promena u enzimu usled vezivanja ovog inhibitora. Jedna od
takrinskih grupa dimernog inhibitora se na slican nacin vezuje za aktivno mesto kao 1 takrin, s
tim §to dovodi do medusobnog udaljavanja boc¢nih ostataka kataliticke trijade His 440 i Ser
200. Stoga je trijada u ovoj strukturi narusena. Takode, atomi koji pripadaju peptidnom nizu
Phe 331 se pomeraju za oko 1A prema otvoru Supljine, $to proizvodi nepovoljan sterni kontakt
sa bocnim nizom Phe 288. Najvece strukturne promene usled vezivanja bzs(5)-takrina su
zapazene u oblasti Trp 279 — Ser 291 petlje koja sadrzi aminokiselinske ostatke koji pripadaju
acil-dzepu i PAS. Atomi peptidnog niza u ovom regionu se pomeraju ¢ak i za 4,7 A u odnosu
na njthove pozicije u nativnoj strukturi. Bo¢ni ostaci Phe 284, Phe 288 i Phe 290 su dramati¢no
reorijentisani, $to proizvodi povecanje zapremine vezivnog acil-dzepa i formiranje hidrofobne
interakcije izmedu Phe 290 i Trp 279. Druga takrinska grupa formira steking interakciju samo
sa Trp 279. Premestanje pomenute petlje indukuje i pomeranje delova molekula enzima koji se
nalaze dalje od Supljine aktivhog mesta. Stoga su atomi polipeptidnog niza izmedu Lys 325 i
Phe 339 i 1le347 i Asn383 (koji se nalaze u dva heliksa) i izmedu Leu 516 i Thr 535 (C-
terminus) znacajno pomereni od njihovih pozicija u nativnoj strukturi. Uprkos drasticnim
konformacionim promenama koje izaziva vezujuci se za enzim, bis(5)takrin ima 8 puta jace
dejstvo prema AChE od samog takrina. Verovatno je da je jacina steking interakcija inhibitora
sa Trp 279 i novoformirana interakcija izmedu Trp 279 1 Phe 290 dovoljna da se prevazide
energetska barijera potrebna za konformacione promene koje nastaju usled vezivanja ovog

inhibitora.
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Trp 84 Trp 84
Tyr 70
Tyr 70

Phe 330 Phe 330
Trp 279
Slika 21. Interakcije is(7)-takrina sa Slika 22. Interakcije bis(5)-takrina sa
aminokiselinskim ostacima T¢AChE. aminokiselinskim ostacima T¢tAChE.

Donepezil (138, Shema 45, IC;, = 5,7 M, AChE iz mozga pacova) je najvise koriscen lek
za tretiranje AD, na trziSte je izasao kao Aricept. Ovo jedinjenje pokazuje odli¢an
farmakokineticki profil. Dobro se toleriSe i pokazuje znacajna poboljsanja u pamcdenju,
globalnim fizioloskim funkcijama i aktivhostima dnevnog zivota. Kristalna struktura sa
TeAChE™ (1EVE, Slika 23) pokazuje da N-benzil-prsten donepezila formira steking
interakciju sa Trp 84 i aromati¢nu vodoni¢nu vezu sa molekulom vode 1160, koji je vezan za
molekul vode 1161, a koji formira vodonicne veze sa ostacima u oksianjonskoj Supljini enzima.
Naelektrisani azot piperidinskog prstena formira katjon-n interakcije sa Phe 330 i molekulom
vode (1159), premoséenu vodoni¢nu vezu sa Tyr 121. Indanonski prsten formira steking
interakciju sa Trp 279. Molekul vode 1249 se nalazi u ravni indanonskog prstena i formira
vodoni¢nu vezu sa metoksi-grupom. Interesantno je da karbonilna grupa indanonskog
fragmenta formira samo van der Walsove kontakte sa aromati¢nim prstenovima Phe 331 i Phe
290 i vodom premoscéen kontakt sa peptidnim azotom Phe 288. Kryger i saradnici su sugerisali
da ovi van der Waalsovi kontakti karbonil-grupe usmeravaju indanonski prsten tako da on

moze da formira steking interakciju sa Trp 279.
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Slika 23. Interakcije
m donepezila sa
Phe 288 aminokiselinskim ostacima
Phe 331 Phe 230 TeAChE (PDB oznaka EVE).

Phe 330

Trp 84

Hiperzin A je alkaloid iz biljke Huperzia serrata 1 dugo je koriséen u kineskoj tradicionalnoj
medicini za tretiranje demencije kod starije populacije. Ovo jedinjenje je mesoviti tip inhibitora
AChE (FBSAChE, K; = 6 nM) i 1000 puta je slabiji inhibitor BChE. Hiperzin A je trenutno
usao u M1 fazu klinickih ispitivanja u Kini*® i iza$ao je na trziste u SAD kao nutritivni dodatak
za poboljsanje memorije. Ovaj lek ispoljava odlican farmakoloski profil i selektivhu i
dugotrajnu inhibiciju AChE sa neuroprotektivhim osobinama. Ovakve osobine hiperzina A
podstakle su sintezu velikog broja strukturno slicnih analoga, koji su, medutim, u velikom
broju slucajeva bili manje aktivni od vodeceg jedinjenja ili su cak bili liSeni bioloske
aktivnosti.””*" Kristalna struktura TeAChE kokristalisana sa hiperzinom A (1VOT, Slika 24)*'
pokazuje da a-piridonska grupa formira dve kratke vodoni¢ne veze, jednu sa —OH grupom Tyr
130 i drugu sa ocuvanim molekulom vode u aktivhom mestu enzima. Hiperzin A formira

steking interakcije sa Trp 84 1 Phe 330.

Galantamin (140, Shema 45) je cetvrti inhibitor AChE u komercijalnoj upotrebi za lecenje
AD. Ovo jedinjenje je alkaloid iz biljke Galanthus Nivalis i 53 puta je jaceg inhibicionog dejstva
prema HuAChE nego prema HuBChE.”” Odredena kristalna struktura TeAChE kokristalisane
sa galantaminom (Slika 25)** pokazuje da jedinjenje formira dve vodoniéne veze sa enzimom.
Jedna se formira izmedu —OH grupe galantamina i karboksilnog kiseonika Glu 199 i druga
izmedu —OH grupe Ser 200 i metoksi-kiseonika galantamina. Metoksi-grupa je smestena u acil-
dzep, gde interaguje sa bo¢nim ostacima Phe 288 i Phe 290. Neklasi¢cna vodoni¢na veza se
formira izmedu N-metil-grupe i karboksilnog kiseonika Asp 72. Galantamin je redak primer

jedinjenja koji ne formira katjon-n interakcije izmedu protonovanog azota i nekog od
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aromaticnih aminokiselinskih ostataka. Umesto toga dvostruka veza cikloheksenskog prstena

formira steking interakciju sa Trp 84.

Trp 84 l' Asp 72

Phe 290

Phe 330
Phe 288
Tyr130 % Trp 84
Ser 200
Glu 199
Slika 24. Interakcije hiperzina sa Slika 25. Interakcije galantamina sa
aminokiselinskim ostacima u aktivnom mestu aminokiselinskim ostacima u aktivnhom mestu
T:AChE (PDB oznaka 1VOT). T¢AChE (PDB oznaka 1W6R)
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3. NASI RADOVI

3.1. Amidi aroilakrilnih kiselina (1a-29a) i njihova antiproliferativna i

antitubulinska aktivnost

3.1.1. Racionalni dizajn amida aroilakrilnih kiselina kao jedinjenja sa

antiproliferativnim dejstvom

Halkoni, odnosno 1,3-diaril-2-propen-1-oni (Shema 47, I) predstavljaju intermedijerne

prekursore kod biosinteze flavonoida (II). Halkonima su pripisane razlicite bioloske aktivnosti

264 265

v e e . . . . .. g ev . 266 .. 267 .
ukljucujuéi antioksidativno, antimalarijsko, antileismanijsko, antiinflamatorno i

. 268
antitumorsko™

dejstvo. Objavljene su brojne studije odnosa strukture i aktivnosti
antitumorskog dejstva prirodnih i sintetickih halkona.”” Halkoni koji spadaju u biljne prirodne
proizvode su obi¢no supstituisani hidroksilnim i metoksi-grupama na prstenovima A i B,
zahvaljujuéi biosintetickim putevima.””” Blagotvorno dejstvo prirodnih halkona se moze
pripisati njihovim redoks-svojstvima kao i moguénoséu da reaguju sa slobodno-radikalskim
vrstama.””! Osim toga, bioloska aktivnost halkona se mozZe pripisati i njthovom svojstvu da
deluju kao Majklovi akceptori, reagujuci sa nukleofilnim funkcionalnim grupama (pre svega —
SH grupama) potencijalnih bioloskih meta. Sinteticki halkoni, koji ispoljavaju antiproliferativou
aktivnost, uglavnom imaju —OH i —OMe supstituente na prstenovima A i B, dok je alkil

. .o . . . 272
supstitucija u literaturi opisana veoma retko.

Halkoni i strukturno srodna jedinjenja ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost razlicitim
mehanizmima dejstva. Na primer, nedavno opisani derivati halkona, inhibitori proteazoma,
ispoljavaju svoje dejstvo verovatno tako $to se kovalentno vezuju za biolosku metu preko
ketovinilne grupe.”” Nedavno je pokazano da prisustvo amino-grupe u poloZaju 4 na prstenu
A halkona, koja je protonovana na fizioloskom pH, povecava njihovu reaktivnost, a stoga i
antiproliferativnu  aktivnost.””* Takode je potvrdeno da N-alkilmaleimidi ispoljavaju
antiproliferativiu aktivnost inhibicijom enzima topoizomeraze 1.”” Na osnovu ovih rezultata
dizajnirane su #4’-aminohalkonmaleinske kiseline ((Z)-3-{4-|(E)-(3-fenilakriloil)]-
fenilkarbamoil}-akrilna kiselina, IIT) odnosno imidi (IV).” Veéina ovih derivata ispoljava

antiproliferativnu aktivnost u niskom mikromolarnom opsegu koncentracija. Pokazano je da se
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strtukturno slicna jedinjenja, fenilcinamidi (V) 1 cinamoil-antranilati (VI) interaguju sa
tubulinom, narusavajuéi njegovu polimerizaciju, kao 1 ravnotezu izmedu rastvornog tubulina i
mikrotubula.””” Osim halkona i njima strukturno sli¢nih jedinjenja, jo$ jedan tip molekula koji
sadrzi ketovinilnu funkcionalnu grupu, aroilakrilne kiseline (C, Shema 48) ispoljava

antiproliferativnu aktivnost prema ¢elijskim linijama humanih tumora.”™

Na osnovu svega gore navedenog, odlucili smo da dizajniramo i sintetizujemo setiju
hibridnih molekula koji sadrze strukturne elemente aroilakrilnih kiselina i halkona i to
uvodenjem amidne grupe izmedu o,3-nezasicene karbonilne grupe i prstena B halkona.
Sintetizovano je dvadeset i devet amida aroilakrilnih kiselina, razli¢ito supstituisanih na aroil-

fenil-prstenu 1 amidnom delu molekula.

MQM @“ﬁ

oG OO w§

Shema 47. Strukture jedinjenja koja sadrze ketovinilnu grupu i ispoljavaju antlprohferatlvnu aktivnost:
(I) halkoni, (IT) flavoni, (ITT) 4-aminohalkon-maleinska kiselina, (IV) 4’-aminohalkon-maleimidi, (V)
fenilcinamidi, (VI) cinamoil-antranilati.

3.1.2. Sinteza jedinjenja 1a-29a i strukturna karakterizacija

Sinteticki put do 1a-29a je prikazan na Shemi 48. Fridel-Kraftsovo acilovanje komercijalno
dostupnih supstituisanih benzena (A) anhidridom maleinske kiseline (B) dalo je aroilakrilne
kiseline (C).”” Kiseline su zatim prevedene u hloride, u suvom THF-u pomocu fosforoksi-
hlorida, koji su 7 situ reagovali sa ekvimolarnim kolicinama aromati¢nih ili aliciklicnih amina

tako da daju odgovarajuce amide 1a-29a (D).
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Shema 48. Sinteticki postupak za 1a-29a. Reagensi: (a) AICl; u CH2Cly; (b) POCIs, suvi THF. Za

dobijanje jedinjenja 8a i 17a, koriséen je cikoheksilamin (D). Benzilamin je koriséen za dobijanje

derivata 9a, 10a, 15a i 17a. Za sva ostala jedinjenja koriscen je anilin ili odgovarajuce supstituisani
anilini.

Jedinjenja 1a-29a su okarakterisana 'H i “C NMR spektroskopijom i masenom
spektrometrijom visoke rezolucije sa elektrosprej jonizacijom. Vrednosti konstanti kuplovanja
za vinilne protone za sve derivate iznose oko 15 Hz, $to predstavlja dokaz E konfiguracije
dvostruke veze, kod svih jedinjenja (videti Prilog 1). Takode, NOESY spektar, snimljen za
jedinjenje 11a je pruzio dodatni dokaz za E konfiguraciju dvostruke veze. Rastojanje izmedu
orto- 1 meta-protona na aroil-prstenu je koris¢eno kao referentno. Integral u NOESY spektru za
—CH=CH- vinilne protone je manji od 1% izabrane referentne vrednosti (Slika 26). Isto
jedinjenje sa Z geometrijom dvostruke veze, ¢ija je konformacija dobijena racunskim putem, na
semiempirijskom nivou teorije, dalo je znacajno krace rastojanje izmedu —CH=CH- vinilnih

protona, sto je 1 ocekivano (Slika 27).
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Slika 26. NOESY signali izmedu -CH=CH- protona i izmedu orfo- 1 meta- protona na aroil-prstenu
derivata 11a.
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a) b)

Slika 27. Optimizovane geometrije derivata 11a u a) (E)- i b) (£)-konformaciji.
3.1.2.1. "H NMR spektri jedinjenja 1a-29a

'H NMR spektri derivata 1a-29a (Tabela 2.) su dati u Prilogu 1. Signali protona metil grupa
u - 1 0- polozaju kod 2,5-dimetil-supstituisanih jedinjenja 2a i 9a se nalaze u oblasti od oko
2,30 ppm za metil-grupu u »— polozaju, odnosno od 2,38 do 2,50 ppm za metil-grupe u o-
polozaju aroil fragmenta molekula. Kod jedinjenja 22a (tetrametil supstituisan derivat), signali
protona dve metil-grupe u - polozaju se nalaze na nesto nizim ¢ vrednostima od oko 2,03
ppm. Kod jedinjenja 29a (3,5-diMe-4-OMe supstituisan derivat) signali protona dve metil-grupe
u 77— polozaju se nalaze na 2,19 1 2,54 ppm. Kod 3,4-dimetil-supstituisanih jedinjenja 3a, 4a i 5a
signali protona dve metil-grupe u - i p- polozajima na aroil-fenil-delu molekula su medusobno
veoma bliski (u nekim slucajevima i preklopljeni) i nalaze se u oblasti J od 2,29 do 2,33 ppm.
Kod spektara 4-/-Pr (5a, 14a 1 18a — na fenilamidnom i 6a-8a, 10a i 11a na aroil-fenil-prstenu
molekula) i 2,4-di-~-Pr (12a-15a) supstituisanih jedinjenja, karakteristican je dublet koji potice
od metil-grupa izopropil-supstituenta molekula. Ovi signali se nalaze u oblasti J od 1,17 do
1,29 ppm, sa konstantama kuplovanja u opsegu vrednosti 6,50 — 7,30 Hz. Proton koji pripada
metinskoj grupi izopropil-supstituenta daje karakteristican heptet na vrednostima od 2,84 do
3,42 ppm. Kod tetralinil-supstituisanih derivata (16a-20a) karakteristicna su dva $ira signala koji
poticu od dva tipa hemijski neeckvivalentnih metilenskih protona tetralinil-grupe. Signali ovih
protona se nalaze u oblastima ¢ 1,79-1,83 ppm i 2,79-2,82 ppm. U 'H NMR spektru derivata 21a
su prisutna Cetiri signala, karakteristichog multipliciteta, koji odgovaraju protonima #-butil-
grupe na aroil-fenil-delu molekula i nalaze se na 0,91, 1,32, 1,59 1 2,68 ppm. Signali protona
metoksi-grupa u p-polozaju na aroil-fenil prstenu derivata 27a-29a imaju oblik singleta i nalaze
se u oblasti 3,80-3,90 ppm. Singlet metoksi-grupa kod 3,5-di-OMe-supstituisanih derivata (4a,
7a, 11a, 13a, 16a i 22a) se nalazi u oblasti 3,67 - 3,78 ppm. Signali koji poti¢u od protona

cikloheksil-grupa (jedinjenja 8a i 17a) daju Sest grupa multipleta koji se nalaze u oblasti od 1,16
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do 3,93 ppm. Kod derivata sa benzil-grupom na amidnom delu molekula (9a, 10a, 15a, 19a)
karakteristican je dublet koji potice od protona metilenske grupe 1 koji se nalazi na oko 4,50

ppm sa konstantama kuplovanja oko 5,90 Hz.

U spektrima jedinjenja koja imaju nesupstituisanu fenilamidnu grupu (1a-3a, 6a, 12a, 20a,
21a, 23a-27a) karakteristican je triplet koji potice od aromaticnih protona u p- polozaju
fenilamidne grupe. Ovaj signal se nalazi u oblasti 6§ 7,10-7,15 ppm, sa konstantama kuplovanja
od 6,97 do 7,63 Hz. Signali protona fenilamidnog prstena u o- i - polozajima su obi¢no
preklopljeni sa signalima drugih aromaticnih protona. U spektrima 3,4-dimetilsupstituisanih
jedinjenja (3a, 4a 1 5a) se nalaze tri karakteristicna signala koja poti¢u od aromati¢nih protona
aroil-fragmenta molekula. Dubleti koji poticu od protona u 7- polozaju se nalaze na 7,25 ppm
sa konstantama kuplovanja od oko 7,75 Hz. Protoni u ¢- polozajima daju dublet u oblasti 7,80-
7,88 ppm, sa konstantama kuplovanja od 7,88 do 8,32 Hz i singlet u oblasti § od 7,83 do 7,85
Hz. Kod 2,4-di-~Pr supstituisanih derivata (12a-15a) aromaticni z-proton, koji se nalazi
izmedu dve izopropil-grupe daje singlet u oblasti 6 7,09-7,28 ppsz; drugi - proton daje dublet u
oblasti 6 7,30-7,37 ppm sa | = 7,67-8,06 Hz a o- proton daje dublet u oblasti 6 7,38-7,43 ppm, sa
J = 7,65-8,06 Hz. U spektrima derivata koji imaju 4--Pr grupu na aroil-fenil prstenu (6a-8a,
10a i 11a) se nalaze dva karakteristicna dubleta koji pripadaju o— i »— protonima aroil-
fragmenta; signali »— protona se nalaze na ¢ vrednostima 7,33-7,38 ppm, sa konstantama
kuplovanja u opsegu | = 8,12 — 8, 50 Hz, signali ¢— protona u oblasti ¢ 7,83-8,00 ppm, sa | =
6,74-8,50 Hz. U spektrima derivata koji imaju 4-~Pr-grupu na fenilamidnom delu molekula (5a,
14a, 1 18a) signali aromaticnih o- i 7- protona se nalaze na nesto nizim ¢ vrednostima u odnosu
na signale odgovaraju¢ih protona na aroil-fenil prstenu; signali 7~ protona se nalaze na ¢
vrednostima 7,15-7,20 ppm, sa konstantama kuplovanja oko 8,50 Hz, signali ¢— protona u
oblasti ¢ 7,59-8,00 ppm, sa | = 7,27-8,58 Hz. Takode, ostala jedinjenja sa para-supstituisanim
aroil-prstenom (11a, 21a, 23a, 24a, 26a i 27a) daju dva karakteristicna dubleta koji poti¢u od
protona na aroil-fragmenu molekula; signali - protona se nalaze u oblasti 6,86-7,82 ppm sa | =
7,87-9,06 Hz, a signali o- protona u oblasti 7,62-8,17 ppm sa | = 8,26-9,03 Hz. Kod tetralinil-
supstituisanih derivata (16a-20a) 7-proton na aroil fenil prstenu daje dublet na vrednostima J u

oblasti 7,13-7,19 ppm, sa vrednostima konstanti kuplovanja u opsegu J= 8,06-8,56 Hz. Signali

preostala dva o- protona na aroil-prstenu su preklopljeni i nalaze se u oblasti 7,65-7,78 ppm.
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Kod 3,5-dimetoksi-supstituisanih derivata (4a, 7a, 13a, 16a, 22a i 28a) p-proton na
fenilamidnom prstenu daje signal slican tripletu na vrednosti d oko 6,25 ppm, a dva o- protona
daju dva veoma bliska singleta na vrednostima ¢ 6,80 1 7,00 ppz. Signal koji potice od amidnog
-NH- protona se nalazi na najvisim J vrednostima u oblasti 8,11-10,61 ppz. Osim u slucaju
cikloheksil- 1 benzilamidnih derivata, gde se signal protona amidne grupe nalazi izmedu 6,50 i

6,80 pprm.

3.1.2.2."C NMR spektri jedinjenja 1a-29a

PC NMR spektri su dati u Prilogu 2. U "C NMR spektrima 1a-29a signali ugljenika aroil-
karbonilne grupe se nalaze na najviSem hemijskom pomeranju, i to u oblasti 187,85 - 201,92
ppm. Na nesto nizim ¢ vrednostima nalaze se signali ugljenika amidne karbonilne grupe, u
oblasti 161,46 - 164,40 ppm. Signali alifaticnih atoma ugljenika, koji poti¢u od supstituenata na

aroil- i fenilamidnom prstenu, se nalaze u oblasti 6 16,19 — 55,60 ppz.

3.1.3. Bioloska aktivnost jedinjenja 1a-29a
3.1.3.1. Antiproliferativna aktivnost jedinjenja 1a-29a

Prethodno je pokazano da aroilakrilne kiseline ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost prema
éelijskim linijama humanih tumora u mikromolarnom opsegu koncentracija.””® Cilj ove studije
bio je da se ispita uticaj zamene karboksilne grupe aroilakrilnih kiselina cikloalkilamidnom ili

arilamidnom funkcionalnom grupom na antiproliferativou aktivnost.”

Prisustvo dva pogodno
supstituisana aromati¢na prstena vezana direktno ili preko linkera koji sadrzi najvise do 4
metilenske jedinice, i to na takav nacin da su ovi prstenovi prostorno bliski, ali ne i koplanarni,
jeste kljucna strukturna karakteristika brojnih antitumorskih agenasa, a narocito onih koji

ispoljavaju antitubulinsku aktivnost.”!

Antiproliferativna aktivnost jedinjenja 1a-29a je testirana prema tri Celijske linije humanih
tumora: Hela (humani cervikalni karcinom), FemX (humani melanom) i K562 (hroni¢na
mijeloidna leukemija). Rezultati su prikazani u Tabeli 2. Veéina jedinjenja ispoljava
antiproliferativnu aktivnost pri nizim koncentracijama u poredenju sa aroilakrilnim kiselinama

koje imaju isti tip supstitucije na aroil-delu molekula.

96



Hela celije su najmanje osetljive na dejstvo jedinjenja 1a-29a, sa IC,, vrednostima u
niskom mikromolarnom opsegu koncentracija za vecinu derivata. Jedinjenja koja imaju alikl-
supstituente u polozajima 2 1 5 ili 2 1 4 na aroil-fenil-prstenu (2a, 12a, 13a, 14a i 22a) ispoljavaju
jacinu antiproliferativnog dejstva u submikromolarnim koncentracijama prema Hel.a celijama.
Slican odnos izmedu nacina supstitucije na aroil-fenil-prstenu i antiproliferativne aktivnosti

zapazen je 1 kod aroilakrilnih kiselina.”"®

Uticaj strukturnih varijacija amidnog dela molekula na
antiproliferativnu aktivnost, ne moze se interpretirati na jednoznacan nacin, buduci da kod
nekih jedinjenja isti tip supstitucije prouzrokuje neznatno smanjenje, a kod nekih neznatno
povecanje jacine dejstva, u odnosu na nesupstituisane derivate. Medutim, zapazeno je da

ovalniji molekuli, koji imaju vecu nepolarnu povrsinu (apolar surface area, ASA) ispoljavaju nesto

vecu jacinu dejstva (odeljak 3.1.4, Tabela 5).

Veéina aroil-alkil-supstituisanih derivata sa nesupstituisanim fenil-grupama na amidnom
delu molekula, je aktivno u submikromolarnim koncentracijama prema FemX celijama. Derivat
sa najmanjom jacinom dejstva je nesupstituisano jedinjenje 1a, kao i jedinjenja koja imaju
halogen ili metoksi-supstituent na aroil-fenil-prstenu (23a-27a), sa 1C,, vrednostima veéim od 2
uM. Prisustvo 4--Pr supstituenta na fenilamidnom prstenu molekula (5a, 14a, 18a) neznatno
smanjuje jacinu antiproliferativnog dejstva u poredenju sa nesupstituisanim derivatima na
fenilamidnom prstenu. 3,5-di-MeO Supstitucija na fenilamidnom prstenu ima nepovoljan
uticaj na antiproliferativnu aktivnost, u poredenju sa drugim jedinjenjima. Druge specificne
strukturne karakteristike od izarazitog uticaja na antiproliferativnu aktivnost derivata 1a-29a

prema FemX ceiljama nisu zapazene.

K562 ¢elije su najosetljivije prema dejstvu jedinjenja 1a-29a. Vedina jedinjenja ima IC,,
vrednosti u uskom submikromolarnom opsegu koncentracija od 0,34 do 0,82 uM. Izuzetak

predstavljaju nesupstituisan derivat 1a i jedinjenja 5a i 27a.

Vedina jedinjenja iz seta sadrzi fenilamidnu ili 3,5-dimetoksi-supstituisanu fenilamidnu
grupu. Zapazeno je da kod fenilamidnih derivata (1a-3a, 6a, 12a, 20a, 21a, 23a, 24a-27a)
jedinjenja koja imaju lipofilniju aroil-fenil-grupu ispoljavaju antiproliferativno dejstvo sa nesto
nizim 1Cy, vrednostima. Isti trend je zapazen i za jacinu dejstva 3,5-dimetoksifenilamidnih

derivata (4a, 7a, 13a, 16a, 22a, 28a, 29a) prema Hel.a celijama. Sa druge strane, manje lipofilni
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3,5-dimetoksi-supstituisani fenilamidni derivati ispoljavaju nesto vecu jacinu dejstva prema
FemX 1 K562 ¢elijama (uporediti npr. 28a i 13a). Nekoliko jedinjenja ispoljava aktivnost prema
svim ¢elijskim linijama u submikromolarnim koncentracijama. To su derivati 2a, 12a, 13a, 14a i

22a.

Tabela 2. Antiproliferativna aktivnost amida aroilakrilnih kiselina (1a-29a) prema Celijskim
linijama humanih tumora.

H
P N R ICso ( uM)*
R, 2
(o]

Jedinjenje Ry R; HelLa FemX K562
1a H Ph- 4,91 £ 0,99 2,20 £0,50 5,30 £ 0,08
2a 2,5-di-Me Ph- 0,74 £0,13 0,62 £0,13 0,34 £ 0,08
3a 3,4-di-Me Ph- 2,95 £ 0,27 1,84 + 0,65 0,72 £ 0,19
4a 3,4-di-Me 3,5-di-OMe-Ph- 2,89 £ 0,24 1,17 £ 0,22 0,45 £ 0,01
5a 3,4-di-Me 4-;-Pr-Ph- 2,84 £ 0,15 1,79 £ 0,01 1,12 £ 0,15
6a 4-7-Pr Ph- 3,09 £ 1,78 0,64 £ 0,13 0,48 £ 0,02
7a 4-7-Pr 3,5-di-OMe-Ph- 1,98 = 0,24 0,75 £ 0,21 0,45 £ 0,08
8a 4-7-Pr Ch- 1,38 + 0,65 0,81 £ 0,03 0,55 £ 0,08
9a 2,5-di-Me Bn- 2,24 £ 0,79 1,48 £ 0,54 1,19 £ 0,42
10a 4-7-Pr Bn- 1,37 £ 0,11 0,49 £ 0,21 0,34 £ 0,01
11a 4-i-Pr 4-OMe-Ph- 2,92 £ 0,04 1,06 £ 0,07 0,68 £ 0,16
12a 2,4-di--Pr Ph- 0,68 £0,13 0,59 £ 0,15 0,38 £ 0,10
13a 2,4-di-i-Pr 3,5-di-OMe-Ph- 0,83 £ 0,61 0,95 £ 0,06 0,71 £0,18
14a 2,4-di-i-Pr 4-;-Pr-Ph 0,75 £ 0,29 0,78 £ 0,06 0,39 £ 0,06
15a 2,4-di-i-Pr Bn- 1.52 + 0,39 1,01 £ 0,09 0,73 £ 0,07
16a p-tetralinil 3,5-di-OMe-Ph- 2,67 £ 0,82 1,26 = 0,29 0,70 £ 0,11
17a p-tetralinil Ch- 2,14 £ 0,30 0,99 £ 0,05 0,52 £ 0,13
18a p-tetralinil 4-;-Pr-Ph- 1,80 £ 0,17 1,02 + 0,09 0,41 £ 0,04
19a p-tetralinil Bn- 1,63 £ 0.44 0,80 £ 0,15 0,36 £ 0,01
20a p-tetralinil Ph- 2,11 £ 0,09 0,73 £ 0,16 0,52 £ 0,06
21a 4-n-Bu Ph- 1,06 = 0,30 0,62 £ 0,06 0,45 £ 0,02
22a 2,3,5,6-tetra-Me 3,5-di-OMe-Ph- 0,86 £ 0,53 0,65 £ 0,15 0,55 £ 0,05
23a 4-F Ph- 2,99 £ 0,65 0,63 £ 0,32 0,55 £ 0,07
24a 4-Cl Ph- 2,91 £ 0,29 2,84 £ 0.37 0,61 £ 0,07
25a 3,4-di-Cl Ph- 2,80 £ 0,07 2,30 £ 0,28 0,51 £ 0,10
26a 4-Br Ph- 2,29 £ 0,98 2,30 £ 0,33 0,40 £ 0,12
27a 4-OMe Ph- 3,50 £ 0,54 2,34 + 0,48 1,31 £ 0,25
28a 4-OMe 3,5-di-OMe-Ph- 2,55 + 0,35 0,52 = 0,09 0,38 £ 0,03
29a 3,5-di-Me-4-OMe 3,5-di-OMe-Ph- 1,36 £ 0,38 0,76 £ 0,33 0,82 + 0,35

Kolhicin / / 4,4+ 0,30 4,7 £ 0,30 5,7 £0,30

*Koncentracija jedinjenja koja 50% inhibira proliferaciju celija.
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3.1.3.2. Antitubnlinska aktivnost jedinjenja 1a-29a

Razmatraju¢i moguci mehanizam kojim jedinjenja 1a-29a ispoljavaju antiproliferativno
dejstvo, pretpostavili smo da tubulin moze da bude jedna od bioloskih meta jedinjenja. Ova
pretpostavka je zasnovana na strukturnoj slicnosti nasih jedinjenja sa fenilcinamidima (V) i
cinamoil-antranilatima (VI), Shema 47. Ispitano je da li jedinjenja inhibiraju polimerizaciju

tubulina, odn. mikrotubula. Kombretastatin A4 je koriscen kao referentno jedinjenje.

Rezultati ispitivanja inhibicije polimerizacije tubulina su prikazani u Tabeli 3. Cetrnaest
derivata inhibira polimerizaciju tubulina sa IC,, vrednostima ispod 20 uM. Derivat sa najve¢om
jacinom dejstva je nesupstitisano jedinjenje 1a, (IC,;, = 2,9 uM). Sva ostala aktivna jedinjenja su
supstituisana malim supstituentima na aroil-fenil-prstenu i imaju nesupstituisan fenilamidni
prsten. Jedinjenja supstituisana 4-/-Pr ili 3,5-diOMe supstituentima na fenilamidnom prstenu,
ispoljavaju veoma slabu jacinu dejstva ili su potpuno neaktivha. Halogen ili metoksi-
supstituisani derivati (23a-27a) koji pokazuju slabu antiproliferativnu aktivnost u poredenju sa
ostalim jedinjenjima su vrlo aktivni kao inhibitori polimetizacije tubulina. Cetiri jedinjenja (12a,
13a, 14a i 22a) od pet koji imaju najvecu jacinu antiproliferativnog dejstva su potpuno
neaktivna u testu inhibicije polimerizacije tubulina. Prema tome, odnos strukture i aktivnosti za
inhibiciju polimerizacije tubulina jedinjenja 1a-29a je potpuno razlicit od odnosa strukture i

antiproliferativne aktivnosti.

Da bi ispitali mesto vezivanja jedinjenja za tubulin, testirano je trinaest jedinjenja u odnosu
na inhibiciju vezivanja kolhicina za tubulin. Rezultati ovih ispitivanja su dati u Tabeli 3.
Jedinjenja su testirana u koncentracijama od 5 1 50 uM. Sva ispitivana jedinjenja su pokazala
skromnu inhibiciju vezivanja kolhicina za tubulin. Najaktivniji inhibitori vezivanja kolhicina za
tubulin su jedinjenja 1a, 2a, 23a, koja su takode i najbolji inhibitori polimerizacije tubulina.
Prema tome, najaktivniji inhibitori polimerizacije tubulina iz ispitivanog seta jedinjenja (1a-29a)
se verovatno vezuju za kolhicinsko vezivno mesto. U literaturi je slican odnos strukture i
aktivnosti opisan kod halkona, strukturno srodnih nasim jedinjenjima, koji ispoljavaju

antitubulinsko dejstvo.282
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Tabela 3. Inhibicija polimerizacije tubulina i inhibicija vezivanja kolhicina jedinjenjima 1a-29a

Inhibicija Inhibicija vezivanja
polimerizacije kolhicina za tubulin
R. Br. Jed. tubulina (% * SD)
ICso (WM * SD) 50 uM 5 uM
la 29103 39+£5 24108
2a 52%0,2 38+1 93+3
3a 6,5 £ 0,08 14£5 7,0 £ 4
4a > 20 / /
5a > 20 / /
6a 9,7%+1 25%+2 313
Ta > 20 / /
8a 11+2 14+ 0,8 9,6£5
9a 810,08 19+ 4 12 £ 0,01
10a > 20 / /
11a > 20 / /
12a > 20 / /
13a > 20 / /
14a > 20 / /
15a > 20 / /
16a > 20 / /
17a 11 + 0,07 13+2 89+2
18a > 20 / /
192 > 20 / /
20a 18 £ 0,9 / /
21a 11+0,1 205 27*4
22a > 20 / /
23a 35103 31£4 11+3
24a 11+ 0,6 19+ 0,8 28+1
25a 10+ 2 20+ 5 03=*2
26a 8,6 £0,5 28t 4 6213
27a 7,8 £1 24+2 59%5
28a > 20 / /
29a > 20 / /
Kombretastatin A-4 1,2 £ 0,007 / 99 £ 0,7

Jedinjenja koja se vezuju za tubulin, narusavaju njegovu polimerizaciju i uticu na dinamicko
ponasanje mikrotubula, ispoljavaju i karakteristicne efekte na raspodelu celija u razlicitim
fazama Celijskog ciklusa, izazivajuéi porast broja Celija u G2/M fazi. Zbog toga je ispitan uticaj
cCetiri jedinjenja (la, 2a, 14a i 23a) na Celijski ciklus. Jedinjenja 1a, 2a i 23a inhibiraju
polimerizaciju tubulina u koncentracijama ispod 10 uM 1 u odredenom obimu sprecavaju
vezivanje kolhicina za tubulin. Ovi derivati imaju nes$to nizu jacinu dejstva u testu
antiproliferativne aktivnosti, u poredenju sa ostalim jedinjenjima iz seta. Za razliku od njih,
jedinjenje 14a ne inhibira polimerizacu tubulina, ali ispoljava antiproliferativhu aktivnhost u

submikromolarnim koncentracijama. Analiza uticaja jedinjenja na Celijski ciklus je uradena
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citofluorimetrijskom metodom, DNK K562 ¢elija je obelezena propidijum-jodidom, a kolhicin
je koriscen kao referentno jedinjenje. Rezultati ovih ispitivanja su dati u Tabeli 4 i na Slici 28.
Jedinjenje 1a prouzrokuje povecanje broja (odn. procentualnog udela) Celija u G2/M fazi, ali
bez koncentracione zavisnosti. Za razliku od toga, jedinjenja 2a i 23a prouzrokuju porast broja
Celija u G2/M fazi na koncentraciono zavistan nacin. Jedinjenje 14a ne izaziva porast broja
Celija u G2/M fazi cak i na koncentracijama osam puta veéim od IC,, vrednosti. Medutim,
povecanje udela Celija u G2/M fazi izazvano jedinjenjima 1a, 2a i 23a je znacajno skromnije od
efekata kolhicina i strukturno srodnih jedinjenja. Stoga se ¢ini verovatnim da postoji najmanje
jos jedan molekularni mehanizam kojim ova jedinjenja ispoljavaju antiproliferativhu aktivnost.
Jedinjenja 1a-29a su jaki Majklovi akceptori, pa mogu delovati kao alkilujuci agensi koji se
kovalentno vezuju za tiolne ili amino grupe brojnih makromolekula (potencijalnim bioloskim
metama) unutar celije.

Tabela 4. Analiza Celijskog ciklusa
R. Br. Jed. Koncentracija  G0/G1 (%) S () G2/M (%)

Kontrola / 39,55 26,17 12,05
1a 2x1Cs 35,93 3918 19,84
4x1Cs 40,24 35,26 18,32

8 x ICs0 40,56 36,54 17,30

2a 2x ICs 42,92 27 44 12,57
4x ICs 40,94 32,37 17,72

8 x ICs 37,48 37,32 19,04

23a 2x ICs 4438 24,74 14,67
4x ICs 41,80 29,01 16,41

8 x ICs 37,70 37,56 19,13

14a 8 x ICs0 40,76 24,52 12,30
Kolhicin 2 uM 2112 16,86 21,75
4 M 24,03 17,78 24,14

8 uM 23,71 18,02 23,58
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| GO/G1
m G2/M

GO/G1 s = 24M 4uM 8 uM 0 21 41C5, 8ICs
Kontrola Kolhicin Jedinjenje 1a

2ICs,  4ICs,  81Cs, * Gt s camM " 21C,,  4IC,  BICk,
Jedinjenje 2a Jedinjenje 14a Jedinjenje 23a
Slika 28. Analiza Celijskog ciklusa K562 éelija 24 h posle izlaganja Celija jedinjenjima 1a, 2a,14ai23a u
koncentraciji 2-8 ICso vrednosti.

3.1.3.3 Akutna toksicnost in vivo jedinjenja 23a

Jedinjenje 23a je izabrano za test akutne toksicnosti. Ovo jedinjenje ispoljava znacajnu
antiproliferativnu aktivnost prema sve tri ispitivane Celijske linije humanih tumora, a takode
ima izrazen efekat inhibicije polimerizacije tubulina. Predstavlja takode jedini fluoro-

supstituisani derivat u setu, §to ga verovatno ¢ini stabilnijim prema metabolickoj degradaciji

citohromima®?

u odnosu na ostala jedinjenja. Zbog nedovoljne rastvorljivosti u vodi, kao i
odsustva jonizabilnih grupa na molekulu, koje bi omoguéile da se naprave odgovarajuée soli i
tako poboljsa rastvorljivost u vodi, jedinjenje je rastvoreno u dimetilsulfoksidu i dato misevima
oralno. Odredena LD, vrednost za jedinjene 23a iznosi 45 mg/kg, pa tako ovo jedinjenje

spada u red toksicnih supstanci. Neophodne su dalje strukturne modifikacije amida

aroilakrilnih kiselina (la-29a) kako bi se smanjila njthova toksi¢nost 7 vivo.

3.1.4. Molekulsko modelovanje

Svi sintetizovani derivati (1a-29a) ispoljavaju znacajnu antiproliferativou aktivnost, ali u

relativno uskom opsegu IC,, vrednosti, sto ne dozvoljava da se izvedu statisticki znacajne
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kvantitativne korelacije izmedu odgovaraju¢ih molekulskih deskriptora kojim je opisana
struktura jedinjenja 1 njihove bioloske aktivnosti. Zbog toga nije uradena klasicna kvantitativna
analiza odnosa strukture 1 aktivnosti (QSAR). Medutim, zapazeno je da su jedinjenja koja imaju
povrsinu dostupnu rastvaracu (tzv. solvent accesable area) manju od 620 A* i zapreminu manju od
305 A’, aktivna u testu inhibicije polimerizacije tubulina, odnosno inhibiraju polimerizaciju
tubulina sa IC,, vrednostima manjim od 20 uM. Kvantitativhe vrednosti izracunatih
molekulskih deskriptora izvedenih iz 3D struktura jedinjenja su prikazane u Tabeli 5.

Tabela 5. Molekulski deskriptori izvedeni iz 3D struktura jedinjenja 1a-29a, na osnovu konformacija
dobijenih programom OMEGA uz upotrebu MMEFEF94s polja sila.

R. ::;1311;1 Nepolarna Zapremina,

br. Rsi- Ro- N povrsina, > Ovalnost VlogP

. rastvaracu, (A3)

jed. (A2) (A2)
1a* H Ph- 509,9 4289 235,5 1,5535 2,1945
2a* 2,5-di-Me Ph- 569,9 489,7 263,0 1,6393 3,0778
3a* 3,4-di-Me Ph- 554.,8 475,2 267,1 1,6063 2,9708
4a 3,4-di-Me 3,5-di-OMe-Ph- 633,3 518,6 316,4 1,6909 3,1674
5a 3,4-di-Me 4-7-Pr-Ph- 6379 558,2 315,2 1,7245 4,0284
6a* 4-4-Pr Ph- 591,7 513,6 288,1 1,6694 3,2755
7a 4-4-Pr 3,5-di-OMe-Ph- 676,1 561,4 332,6 1,7442 3,5008
8a 4-7-Pr Ch- 621,6 548,6 303,5 1,7289 34775
9a* 2,5-di-Me Bn- 6216 5486 3035 1,7289 3.4775
10a# 4-i-Pr Bn- 623,6 537,2 301,6 1,7127 2,9966
11a 4-4-Pr 4-OMe-Ph- 640,6 541,8 309,4 1,7034 3,4143
122 24-di-iPr Ph- 6534 580,2 3331 17575 42303
13a 2,4-di-/-Pr 3,5-di-OMe-Ph- 7333 626,9 3853 1,8311 4,5257
14a 2,4-di-i-Pr 4-i-Pr 754,1 683,7 383,7 1,8449 5,3879
15a 2,4-di-i-Pr Bn- 702,7 627,8 346,4 1,8059 4,1541
16a p-tetralinoyl 3,5-di-OMe-Ph- 660,9 550,1 339,6 1,7192 3,7478
17a* p-tetralinoyl Ch- 603,5 535,7 305,0 1,7055 3,7381
18a p-tetralinoyl 4-i-Pr-Ph- 658,8 581,7 341,6 1,7261 4,4992
19a# p-tetralinoyl Bn- 618,6 536,2 307,8 1,6875 3,4062
20a* p-tetralinoyl Ph- 595,2 511,2 2879 1,6254 34416
21a* 4-n-Bu Ph- 609,3 531,4 301,3 1,6875 3,1340
22a  2,3,5,6-tetra-Me 3,5-di-OMe-Ph- 678,6 567,8 348,6 1,7637 4,0446
23a* 4-F Ph- 514,2 4345 239,0 1,5584 2,4130
24a* 4Cl Ph- 5297 450,1 247,0 1,5793 2,8163
25a* 3,4-di-Cl Ph- 5448 4652 260,2 1,6003 3,3713
26a* 4-Br Ph- 535,5 4559 2521 1,5792 3,0228
27a* 4-OMe Ph- 547,1 447,6 259,1 1,5912 2,3008
28a 4-OMe 3,5-di-OMe-Ph- 620,3 485,8 308,1 1,6789 2,4709
29a 3,5-di-Me-4-OMe 3,5-di-OMe-Ph- 675,7 5494 3352 1,7503 3,3902

“Inhibiraju polimerizaciju tubulina u koncentracijama ispod 20 #M;# 19 ima povrsinu dostupnu rastvaracu, a 10
ima zapreminu nesto ispod ‘cut-off’ vrednosti navedenih u tekstu, ali ne inhibiraju polimerizaciju tubulina.
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Veéina jedinjenja opisanih u literaturi koja se vezuju za kolhicinsko vezivho mesto na
tubulinu i uticu na njegovu polimerizaciju, imaju strukturne slicnosti sa kombrestatinom A-4 ili
kolhicinom. Takva jedinjenja obi¢no sadrze dva ili tri —OH ili —OMe supstituenta na
aromaticnim prstenovima koji su povezani linkerom koji se sastoji od dva do cetiri ugljenikova
atoma. Od amida aroilakrilnih kiselina, 1a-29a, nesupstituisano jedinjenje, ili jedinjenja
supstituisana malim supstituentima na aroil-fenil-prstenu i nesupstituisanim fenilamidnim
prstenom, su se pokazala kao najbolji inhibitori polimerizacije tubulina i u odredenoj meri
sprecavaju vezivanje kolhicina za tubulin. Zbog toga su za studiju molekulskog modelovanja,
odnosno strukturno poredenje sa nasim jedinjenjima, odabrana dva jedinjenja E70 ( iz PDB
strukture 3HKC) i N16 (iz PDB strukture 3HKD), Shema 49, kokristalisana sa tubulinom.
Strukture i konformacije jedinjenja su preuzete iz Protein Data Bank. Jedinjenja su izabrana na
osnovu toga $to imaju samo jedan —OH i —OMe (E70) supstituent, ili nemaju nijedan (N16,
slicno kao i nasi aktivni derivati). Pored toga, jedinjenja imaju izduzeniji oblik u poredenju sa
kolhicinom ili kombretastatinom A4 i imaju sistem konjugovanih dvostrukih veza slican
sintetizovanim anilidima aroilakrilnih kiselina. Oblik i farmakoforne karakteristike ova dva
jedinjenja poredena su sa sintetizovanim jedinjenjima iz seta (1a-3a, 6a, 8a, 9a, 17a, 20a, 21a i
23a-27a) koristeéi program ROCS.*” Naden je kvantitativni trend izmedu farmakoforne
sli¢nosti nasih jedinjenja sa ligandom E70 (OpenEye Color polje sila, eksplicitni Meals-Dean,”
Tanimoto skoring) i procenta inhibicije vezivanja kolhicina na 50 uM (r = 0,89, Slika 29). Dva
jedinjenja, 17a i 24a se nisu uklapala u ovu korelaciju. Treba napomenuti da su jedinjenja iz
naseg seta mnogo slicnija po obliku sa jedinjenjima E70 i N16 nego po farmakofornim
osobinama. Farmakoforna slicnost procenjena upotrebom Tanimoto funkcije, nije prelazila
skor od 0,23 za E70; odnosno 0,35 za N16. Jedinjenja 1a, 2a i 23a su uvek bila vise rangirana
upotrebom kombinovanih skoring funkcija koje ukljucuju i1 oblik jedinjenja i famakofornu
slicnost (Tanimoto kombo). Tanimoto Sejp skor je bio veéi od 0,80 kada su jedinjenja
poredena sa jedinjenjem E70, odnosno veéi od 1,00 za jedinjenje N16 (Slika 30). Tanimoto
kombo skor za sva jedinjenja iz seta je prelazio je 0,62 za jedinjenje E70, odnosno 0,95 za

jedinjenje N16. Druge statisticki znacajne korelacije nisu zapazene.
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Shema 49. Strukture jedinjenja E70 i N16.

0.24

0.23 +

0.22 4

0.21 1

0.20

0.19 1

Color Tanimoto skor za E70

0.18

r T T
10 15 20 25 30 35 40

Procenat inhibicije vezivanja kolhicina na 50 yM
Slika 29. Korelacija izmedu procenta inhibicije vezivanja kolhicina za tubulin na (na koncentraciji

jedinjenja 50 M) 1 farmakoforne slicnosti jedinjenja sa jedinjenjem E70.
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23a »s E70, TC = 0.83 23a s N16, TC = 1.05
Slika 30. Strukture jedinjenja 1a i 23a preklopljene sa konformacijama E70 i N16 preuzetim iz

kristalnih struktura tubulina kokristalisanih sa jedinjenjima. E70 1 N16 su obojeni sivom bojom. Sli¢nost
liganda je dobijena Tanimoto kombo skoring funkcijom.

Prema tome, (F)-4-aril-4-okso-2-butenamidi ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost prema
tri Celijske linije humanih tumora (Hela, FemX 1 K562) u niskom mikromolarnom ili
submikromolarnom opsegu. Jacina dejstva svih sintetizovanih derivata (1a-29a) je znacajno
veca od odgovarajuée supstituisanih aroilakrilnih kiselina. Zamena karboksilne grupe
cikloheksilamidnom, odnosno nesupstituisanom ili pogodno supstituisanom fenilamidnom
grupom znacajno povecava jacinu antiproliferativnog dejstva. Derivati supstituisani alkil-
grupama na aroil-fenil-delu molekula ispoljavaju najjac¢e antiproliferativno dejstvo. Cetrnaest
derivata inhibira polimerizaciju tubulina, pri ¢emu ovi derivati ispoljavaju i skroman efekat
inhibicije vezivanja kolhicina za tubulin. Analiza Celijskog ciklusa K562 celija izloZenih dejstvu
derivata 1a, 2a, 14a i 23a pokazala je da samo jedinjenja 2a i 23a dovode do povecanja broja
Celija u G2/M fazi éelijskog ciklusa na koncentraciono zavisan nacin. Prema tome, postoji
najmanje jo§ jedan mehanizam dejstva kompetitivan inhibiciji polimerizacije tubulina.
Najaktivniji inhibitor polimerizacije tubulina je derivat la, nesupstituisan na aroil-fenil- i
fenilamidnom prstenu sa 1C;,=2,9 #M. Sintetizovani derivati (1a-29a) predstavljaju dobre
vodece strukture za dizajn nove klase antitubulinskih agenasa. Daljim strukturnim

modifikacijama je potrebno povecati jacinu dejstva i sniziti akutnu toksi¢nost.
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3.2. Antiholinesterazna aktivnost Majklovih adukata sekundarnih amina

na amide aroilakrilnih kiselina (1b-38b)

3.2.1. Racionalni dizajn inhibitora holinesteraza zasnovan na strukturnom skeletu

Maijklovih adukata na amide aroilakrilnih kiselina

Interes za inhibitore AChE je znacajno porastao u poslednjoj deceniji proslog i pocetkom
ovog veka, zahvaljuju¢i otkricu razlic¢itih neholinergickih uloga ovog enzima. Kao posledica
toga, znacajni napori su posveéeni razvoju novih inhibitora AChE sa poboljsanim

farmakokinetickim i farmakodinamickim svojstvima.

Nedavno je pokazano da neka jedinjenja koja sadrze aktiviranu dvostruku vezu inhibiraju
AChE i BChE. To su halkoni®* (I), koji su aktivni u mikromolarnom opsegu koncentracija i
maleamidi (II) 1 maleimidi (III) »- i p-aminobenzoeve kiseline (Shema 50), aktivni u
nanomolarnim koncentracijama.”® Neka od ovih jedinjenja se ponasaju kao ireverzibilni
inhibitori, verovatno usled Majklove adicije nukleofilnih grupa aminokiselinskih ostataka
enzima na aktiviranu dvostruku vezu inhibitora. Sa farmakokineticke tacke gledista, prisustvo
Majklovog akceptora u strukturi potencijalnog leka se obi¢no smatra nepozeljnim, zbog visoke
reaktivnosti 1 neselektivnosti ovakvih jedinjenja. Medutim, zasi¢eni analozi maleamida -
aminobenzoeve kiseline pokazuju ¢ak i vecu jacinu inhibicionog dejstva prema AChE u
poredenju sa nezasi¢enim analozima, sto ukazuje da prisustvo aktivirane dvostruke veze nije
neophodno za antiholinesteraznu aktivnost.'* Stoga se prisustvo aktivirane dvostruke veze
moze koristiti za dalju funkcionalizaciju inhibitora - adiciju pogodno izabranih nukleofila, koji

poseduju grupe koje mogu povoljno da interaguju sa aminokiselinskim ostacima unutar

supljine aktivnog mesta AChE i BChE.
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Shema 50. Halkoni (I), amidi p- 1 z-aminobenzoeve kiseline (II), imidi p- i z-aminobenzoeve
kiseline (IIT), anilidi aroilakrilnih kiselina (IV).
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U nastavku rada sa aroilakrilnim kiselinama i njihovim fenilamidima, odlucili smo da
iskoristimo reaktivnost ketovinilne grupe anilida aroilakrilnih kiselina prema uobicajenim
nukleofilima. Anilidi aroilakrilnih kiselina su izabrani kao Majklovi akceptori, zato $to sadrze
strukturne motive a,f-nezasicenog amida, kao kod maleamida aminobenzoeve kiseline 1 aroil-
grupu kao halkoni. Kao nukleofili izabrani su uobicajeni strukurni fragmenti inhibitora
AChE,™ piperidin, morfolin i imidazol. Sintetizovana je kongenerna serija od dvadeset 4-aril-
4-okso-2-aminil-butanamida.” Strukturne modifikacije su obuhvatile razli¢ito supstituisanu
aroil-fenilnu-grupu molekula dok je fenilamidni prsten bio nesupstituisan kod svih derivata.
Alikil-supstituisani kongeneri inhibirali su AChE i BChE u niskom mikromolarnom opsegu,
dok su hloro- i metoksi-supstituisani derivati bili neaktivni. Priroda cikloalkilamino-grupe na
polozaju 2 butanskog fragmenta uticala je na selektivnost prema jednom odnosno drugom
enzimu. Piperidinski i imidazolski derivati bili su aktivni prema AChE, dok su morfolinski

derivati ispoljavali aktivnost prema BChE.

U ovom radu smo odlucili da ispitamo uticaj varijacije amidnog dela molekula na jacinu
inhibicionog dejstva prema AChE 1 BChE. Sistematski je menjan cikli¢ni amin koji je koriséen
da se dobiju amidi benzoilakrilnih kiselina (3,5-dimetokisanilin, 4-izopropilanilin i
cikloheksilamin), uz zadrzavanje supstituenata na aroil-fenil-prstenu za koje je prethodno
utvrdeno da povoljno uti¢u na antiholinesteraznu aktivnost (4-/-Pt, 2,4-di-z-Pr 1 f-tetralinil). Za
Majklovu adiciju na aktiviranu dvostruku vezu su koris¢ena cetiri amina: piperidin, imidazol,
morfolin i N-metilpiperazin. Sintetizovana su i dva dodatna jedinjenja. Da bi se ispitao efekat
prisustva veoma voluminoznih fragmenata na polozaju 2 butanskog niza na antiholinesteraznu
aktivnost, sintetizovan je adicioni proizvod 4-benzilpiperidina na fenilamid 4-(4-/-Pr-fenil)-4-
okso-2-butenske kiseline i IN,N-dimetil-2-(piperazinil)etanamina na 3,5-dimetoksifenilamid 4-
(4-7-Pr-fenil)-4-okso-2-butenske kiseline. Drugo jedinjenje sadrzi dimetilamino-grupu koja je
protonovana na fizioloskom pH, kao i trimetilaminoetil-grupa acetil-holina. Sintetizovano je

ukupno 38 jedinjenja i odredena je jacina njihovog inhibicionog dejstva prema AChE i BChE.
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3.2.2. Sinteza i strukturna karakterizacija 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida (1b-38b)

Sinteza amida benzoilakrilnih kiselina je opisana u poglavlju 3.1.2. Majklova adicija cikli¢nih
amina na amide benzoilakrilnih kiselina odvijala se lako, bez katalizatora na sobnoj temperaturi

1 dala je ciljana jedinjenja (1b-38b, Shema 51).
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1b-38b 13,46 - 100%
Shema 51. Sinteza jedinjenja 1b-38b. Reagensi: (a) AlCl;/CH2Cl; (b) POCIs, suvi THF. Ry = 3,5-
dimetoksianilin, 4-izopropilanilin ili cikloheksilamin; (c) toluen, CH>Cl» i Rs = piperidin, imidazol,
morfolin, N-metilpiperazin, 4-benzilpiperidin i 4-(2-N,N-di-Me-aminoetil)-1-piperazin.

3.2.2.1."H NMR spekitri jedinjenja 1b-38b

"H NMR spektri jedinjenja 1b-38b (Tabela 6) su prikazani u Prilogu 2. Kod svih jedinjenja
karakteristican je takozvani ABX multiplet, koji je dokaz adicije amina na dvostruku vezu
odgovarajuceg amida aroilakrilne kiseline; njemu pripadaju tri dubleta dubleta, koji izgledaju
kao kvarteti, 1 poticu od tri hemijski neekvivalentna protona; jednog koji je vezan za stereogeni
ugljenikov atom (X deo multipleta) i druga dva vodonika vezana za susedan (prohiralan)
ugljenikov atom butanskog fragmenta molekula (AB deo multipleta). Kod svih jedinjenja (osim
imidazolskih derivata), polozaj kvarteta X dela multipleta se nalazi u oblasti ¢ od 4,03 do 4,33
ppm sa odgovaraju¢im konstantama kuplovanja [,, = 3,89-5,72 Hz i J,; = 6,30-17,91 Hz.
Polozaji signala druga dva kvarteta (AB deo multipleta) se nalaze u oblasti ¢ 3,60-4,10 ppm (], ,
= 6,15-7,94 Hz i J,; = 9,40-18,84 Hz) odnosno 2,87-3,50 ppm (J,, = 4,65-5,65 Hz i J,; =
16,26-19,07 Hz). U spektrima imidazolskih derivata (2b, 6b, 10b, 14b, 18b, 22b, 26b, 30b, 34b)
polozaji ABX signala su pomereni ka nesto veéim J vrednostima, u poredenju sa polozajima
signala kod adicionih proizvoda aliciklicnih amina. Signali koji pripadaju X delu multipleta se
nalaze u oblasti § od 5,40-5,69 ppm. U ovom slucaju dublet dubleta nije dovoljno razlozen

(osim kod jedinjenja 30) jer su unutrasnji signali spojeni u jedan, nesto Siri signal; kao rezultat
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toga dobija se signal koji li¢i triplet sa konstantom kuplovanja | = 5,65-7,19 Hz. Signali
preostala dva kvarteta ABX dela multipleta imidazolskih derivata se nalaze u oblasti ¢ 3,98-4,10
ppm (J,, = 6,15-821 Hz i J,; = 17,24-18,84 Hz) odnosno u oblasti 3,25-3,50 ppm (J,, = 5,25-
6,68 Hz 1], ; = 17,44-18,12 Hz). Kod spektara 4-/-Pr i 2,4-di-/-Pr supstituisanih jedinjenja (1b-
24b, na aroil-fenil-delu i 29b-32b, na fenilamidnom delu molekula), karakteristican je dublet
koji potice od metil-grupa izopropil-supstituenta molekula. Ovi signali se nalaze u oblasti 6 od
1,11 do 1,30 ppm sa konstantama kuplovanja u opsegu vrednosti 6,52 — 7,59 Hz. Proton koji
pripada metinskoj grupi izopropil supstituenta daje karakteristican heptet na vrednostima ¢
koji se najcesée preklapa sa signalima koji pripadaju ABX delu spektra. Zbog toga nije bilo
moguce odrediti konstante kuplovanja ovog multipleta za najveéi broj jedinjenja. Kod
tetralinoil- supstituisanih derivata (25b-36b) karakteristicna su dva relativno Siroka signala koji
poticu od dva tipa hemijski neekvivalentnih metilenskih protona tetralinil-grupe. Signali ovih
protona se nalaze u oblastima ¢ 1,78-1,81 ppm 1 2,78-2,82 ppm. Protoni metoksi grupa 3,5-
dimetoksi supstituisanih derivata (1b-4b, 13b-16b, 25b-28b i 38) daju singlete u oblasti 3,64-
3,78 ppm. Protoni cikloheksil-prstenova derivata 9b-12b, 21b-24b i 33b-36b daju cetiri grupe
nedovoljno razlozenih multipleta na vrednostima ¢ od 1,14-1,45 (prva grupa), 1,54-1,66

(druga), 1,78-3,77 (treca) i 3,77 (Cetvrta grupa).

Piperidinski prstenovi jedinjenja 1b, 5b, 9b, 13b, 17b, 21b, 25b, 29b i 33b daju tri tipa
multipleta koji poti¢u od tri grupe hemijski neekvivalentnih metilenskih protona. Ovi signali se
nalaze ¢ vrednostima oko: 1,50, 1,60 i 2,60 pp. Sli¢no, morfolinski prstenovi derivata 3b, 7b,
11b, 15b, 19b, 23b, 27b, 31b i 35b daju dva tipa signala sli¢cnih dubletu koji poticu od protona
metilenskih grupa i nalaze se na oko d 2,60 ppz 1 3,70 ppm. Signali metilenskih protona derivata
sa N-metilpiperazinskim prstenom (4b, 8b, 12b, 16b, 20b, 24b, 28b, 32b 1 36b) se nalaze na
vrednosti 6 ~ 2,51 2,6 ppm. Singlet koji poti¢e od protona N-Me grupe ovih derivata nalazi se
na 2,3 ppm. Aromaticni protoni imidazolovog prstena derivata 2b, 6b, 10b, 14b, 18b, 22b, 26b,
30b i 34b daju tri signala koji poti¢u od tri hemijski neekvivalentna protona na vrednostima ¢

7,1,7,217,6 ppm.

U spektrima derivata supstituisanih 4-/~Pr grupom na aroil-fenil-prstenu (1b-12b) se nalaze
dva karakteristicna dubleta koji pripadaju o— i 7— protonima aroil fragmenta; signali 7— protona

se nalaze na ¢ vrednostima 7,26-7,33 ppm, sa konstantama kuplovanja u opsegu | = 8,00 — 8, 50
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Hz, signali o— protona u oblasti § 7,84-7,94 ppm, sa | = 7,86-8,50 Hz. U spektrima derivata
supstituisanih 4-~Pr grupom na fenilamidnom delu molekula (5b-8b, 17b-20b 1 29b-32b)
signali aromati¢nih o- 1 7- protona se nalaze na nesto nizim vrednostima ¢ u odnosu na signale
odgovarajucih protona na aroil-fenil-prstenu; signali z—protona se nalaze na ¢ vrednostima
7,08-7,18 ppm, sa konstantama kuplovanja u opsegu | = 7,68 — 8,83 Hz, signali o—protona u
oblasti 6 7,44-7,46 ppm, sa | = 7,49-8,96 Hz. Kod 2,4-di-z-Pr supstituisanih derivata (13b-24b)
aromaticni z-proton, koji se nalazi izmedu dve izopropil-grupe daje singlet u oblasti 6 7,24-7,28
pprr; drugi m-proton daje dublet u oblasti 6 7,09-7,28 ppm sa | = 7,83-8,95 Hz a o-proton daje
dublet u oblasti & 7,46-7,66 ppm, sa | = 7,48-8,96 Hz. Kod tetralinil-supstituisanih derivata
(25b-36b) -proton na aroil-fenil-prstenu daje dublet na vrednostima ¢ u oblasti 7,09-7,20 ppm
sa vrednostima konstanti kuplovanja u opsegu J= 7,20-9,00 Hz. Signali preostala dva o-
protona na aroil-prstenu su preklopljent i nalaze se u oblasti 7,58-7,74 ppm. Kod 3,5-dimetoksi-
supstituisanih derivata (1b-4b, 13b-16b i 25b-28b) p-proton na fenilamidnom prstenu daje
signal slican tripletu na vrednosti § oko 6,20 ppm, a dva o-protona daju dva veoma bliska
singleta na vrednostima ¢ od oko 6,80 1 6,81 ppm. Signal koji potice od amidnog -NH- protona
se nalazi na najvisim ¢ vrednostima u oblasti 9,16-10,30 ppm, osim u slucaju cikloheksilamidnih
derivata (9b-12b, 21b-24b i 33b-36b) gde amidni proton daje karakteristican dublet (potice od
kuplovanja sa susednim metinskim protonom cikloheksil-grupe) na vrednostima ¢ 6,32-7,28

ppm sa konstantama kuplovanja u opsegu | = 7,84-13,78 Hz.

3.2.2.2. "C NMR spektri jedinjenja 1b-38b

"C NMR spektri su dati u Prilogu 2. U "C NMR spektrima jedinjenja 1b-38b signali
ugljenika aroil karbonilne grupe se nalaze na najviSem hemijskom pomeranju, i to u oblasti
195,81-203,83 ppz. Na nesto nizim vrednostima J se nalaze signali ugljenika amidne karbonilne
grupe, u oblasti 154,14-171,08 ppsm. Signali aromati¢nih ugljenika, kao 1 ugljenika imidazolovog
prstena se nalaze u oblasti 6 95,70-161,08 pprm, a signali alifaticnih ugljenikovih atoma se nalaze

u oblasti § od 22,31 do 67,35 pp.
3.2.3 Antiholinesterazna aktivnost 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida (1b-38b)
Antiholinesterazna  aktivnhost ~ derivata ~ 1b-38b  odredena  je = Elmanovom

spektrofotometrijskom metodom, i rezultati su prikazani u Tabeli 6, zajedno sa ICj,
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vrednostima jedinjenja iz prethodnog seta (39b-47b).”*” Dvadeset jedinjenja inhibira AChE u
odredenom stepenu, a dvanaest jedinjenja inhibira enzim u niskom mikromolarnom opsegu
koncentracija. Veéina piperidinskih 1 imidazolskih derivata inhibira AChE u niskim
mikromolarnim koncentracijama, dok su morfolinski i N-metilpiperazinski derivati neaktivni
sve do koncentracija od 15-20 zM. Dakle, prisustvo voluminoznijih grupa na polozaju C2
butanskog niza molekula smanjuje jacinu inhibicionog dejstva prema AChE. Ovaj trend je

zapazen i kod prethodno sintetizovane kongenerne serije.”’

3,5-Dimetoksi supstitucija na fenilamidnom prstenu piperidinskih i imidazolskih derivata u
nekim slucajevima (uporediti 2b sa 40b, i 26b sa 46b) neznatno poboljsava inhibiciju, dok u
drugim slucajevima (uporediti 13b sa 42b, 14b sa 43b i 25b sa 45b) neznatno smanuje
inhibiciono dejstvo derivata prema AChE. 4-/~Pr Supstitucija na fenilamidnom prstenu
piperidinskih i imidazolskih derivata u vecini slucajeva (6b, 17b, 18b i 30b) poboljsava
anttholinesteraznu aktivhost u poredenju sa aktivnosti derivata nesupstituisanih na
fenilamidnom prstenu (40b, 42b, 43b i 46b). U nekim slucajevima, 4-~Pr supstitucija ima
veoma izrazen povoljan uticaj na antiacetilholinesteraznu aktivnost. Ovo je uocljivo kod
derivata 19b i 20b, kod kojih ovaj tip supstitucije pretvara inace neaktivnhe morfolinske i IN-

metilpiperazinske derivate u aktivna jedinjenja, sa ICy, vrednostima blizu 6,5 #M.

Zamena fenil-grupe cikloheksil-grupom na amidnom delu molekula kod piperidinskih 1
imidazolskih derivata (9b, 10b, 33b, 34b) smanjuje jacinu inhibicionog dejstva prema AChE
najmanje za jedan red velicine. Ovo ukazuje na to da amidna grupa molekula verovatno
interaguje sa aminokiselinskim ostacima aktivhog mesta AChE ukljucujuéi n elektrone fenil
prstena. Smanjenje u jacini inhibicionog dejstva, usled prisustva cikloheksil-grupe je skromno
samo za 2,4-di-/-Pr supstituisane piperidinske 1 imidazolske derivate 21b i 22b, koji imaju I1Cy,

vrednosti 5,44 odnosno, 5,94 #M.

Devetnaest derivata inhibira BChE, a za najveéi broj jedinjenja, jacina inhibicionog dejstva
izrazena je kao rezidualna enzimska aktivhost na najvisoj testiranoj koncentraciji jedinjenja,
Tabela 6), a samo tri jedinjenja imaju IC;, vrednosti u niskom mikromolarnom (16b i 24b)
odnosno submikromolarnom (20b) opsegu. Sva tri jedinjenja sadrze 2,4-di-/~Pr supstituisanu

aroil-fenil-grupu i N-metilpiperazin na polozaju C2 butanskog dela molekula. Morfolinski
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derivati (15b i 19b) supstituisani 2,4-di-~~Pr grupama na aroil, i 3,5-dimetoksi ili 4-izopropil
grupama na fenilamidnom delu molekula nemaju vecu jacinu inhibicionog dejstva od derivata
koji ima nesupstituisan fenilamidni prsten, 44b (1C;;=2,48 x#M). p-Tetralinski derivati sa IN-
metilpiperazinskim prstenom na polozaju C2 butanskog dela molekula, pokazuju umerenu
jacinu dejstva prema BChE, u koncentracijama od oko 10-20 #M. Svi ostali ispitivani derivati

ne ispoljavaju izrazeno inhibiciono dejstvo prema BChE.

Da bi se ispitao uticaj prisustva voluminoznih molekulskih grupa (fragmenata) na polozaju
C2 butanskog niza na inhbiciju AChE i BChE, sintetizovan je derivat 37b, adicijom 4-
benzilpiperidina na fenilamid (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline. Cilj je bio da
se ispita da li ¢e, u poredenju sa drugim derivatima, ova grupa izazvati znacajan porast
inhibicije AChE ili BChE i da li ¢e ovako dizajnirano jedinjenje pokazivati razliciti tip inhibicije
enzima u poredenju sa drugima jedinjenjima. Kod jedinjenja 38b, u molekul je uvedena
dimetilamino-grupa (adicijom IN,N-dimetil-2-(piperazinil)etanamina na polozaj C2 butanskog
niza) koja je protonovana na fizioloSkom pH, slicno kao trimetilamino-grupa acetilholina.

Medutim oba derivata nisu bila aktivha ni prema jednoj esterazi na najvisoj testiranoj

koncentraciji (20 zM).
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Tabela 6. ICs) vrednosti za inhibiciju AChE i BChE za jedinjenja 1b—47b.
IC,, * SEM ( uM)*

R. Br.

Jed. Ry R2 R3 AChE BChE
1b piperidin Nestabilanb Nestabilan
2b 3,5-di-OMe- imidazol 449 +0,18 > 20
3b Ph- morfolin > 20 > 20
4b N-Me-piperazin 76,65 @, 20¢ > 20
5b piperidin Nestabilan Nestabilan
6b . . imidazol 2,33 + 0,40 > 20
7b P HPePh rfolin > 20 > 20
8b N-Me-piperazin > 20 72,41@ 15
9b piperidin 63,10 @ 15 64,96 @ 20
10b Ch. imidazol 65,31 @ 15 76,01 @ 20
11b morfolin 85,13 @ 25 46,82 @ 10
12b N-Me-piperazin 86,24 @ 25 66,18 @ 20
13b piperidin >75 >75
14b 3,5-di-OMe- imidazol 3,30 = 0,35 78,37 @ 20
15b Ph- motfolin > 20 62,37 @ 10
16b N-Me-piperazin > 20 5,26 £ 0,24
17b piperidin 1,96 + 0,22 Nerastvoran
18b . . imidazol 2,05 = 0,06 > 20
19b 2,4-di-i-Pr 4iPePhe o efolin 4436 @ 6,5 73,56 @ 10
20b N-Me-piperazin 43,64 @ 6,5 0,74 0,16
21b piperidin 544 + 0,61 72,73 @ 20
22b Ch. imidazol 5,94 0,02 65,83 @ 20
23b motfolin > 15 > 20
24b N-Me-piperazin > 15 225+ 0,23
25b piperidin 6,37 £ 1,02 > 20
26b 3,5-di-OMe-  imidazol 323+ 0,15 > 20
27b Ph- morfolin Nerastvoran Nerastvoran
28b N-Me-piperazin > 15 56,68 @ 20
29b piperidin Nerastvoran Nerastvoran
30b .. . imidazol 2,36 + 0,20 > 20
31b p-tetralinil 4-7-Pr-Ph- morfoli > 15 > 15
32b N-Me-piperazin 86,48 @ 8,5 10,75 = 1,39
33b piperidin > 20 61,46 @ 20
34b Ch- imidazol 19,99 £ 2,00 52,23 @ 20
35b morfolin > 15 75,22 @ 20
36b N-Me-piperazin > 20 39,10 @ 20
37b 4-7-Pr -Ph 4-benzilpiperidin > 20 > 20
38 4P 3,5-di-OMe- %’\],N—dim.etil—Z—(piperazin—l— > 20 > 20

Ph- il)etanamin

39b piperidin 347 + 0,04 7,06 = 0,04
40b 4-/-Pr -Ph imidazol 8,22 £ 0,04 90,00 @ 30
41b mortfolin >100 72,78 (@ 40
42b piperidin 4,86 £ 0,03 60,07 @15
43b 2,4-di-i-Pr -Ph imidazol 1,55 = 0,01 >20
44b morfolin >10 2,48 £ 0,01
45b piperidin 5,64 = 0,02 78,50 @ 15
46b f-tetralinil -Ph imidazol 6,34 + 0,01 83,00 @ 40
47b mortfolin >30 87,00 @ 40

Takrin / / / 42,95+ 0,01 nM 6,95+ 0,01 nM

* Koncentracija koja inhibira 50% AChE (elektri¢na jegulja) ili BChE (konjski serum). ICso vrednosti su date kao srednja vrednost tri nezavisna
odredivanja. b Zapazeno je razlaganje jedinjenja u enzimskom testu. ¢ Jacina inhibicionog dejstva je izrazena kao procenat rezidualne enzimske
aktivnosti na datoj koncentraciji.
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Za jedno od najaktivnijih jedinjenja u setu prema AChE, derivatu 17b, odreden je tip
inhibicije, takode Elmanovom spektrofotometrijskom metodom. Grafik zavisnosti reciproc¢ne
vrednosti brzine enzimske reakcije od reciprocne vrednosti koncentracije supstrata (na
razli¢itim koncentracijama inhibitora) prikazan je na Slici 31. Jedinjenje pokazuje mesoviti tip
inhibicije, na $ta ukazuje presek pravih u gornjem levom kvadrantu grafika. Ovakav tip
inhibicije ukazuje na vezivanje inhibitora za slobodan enzim, ali i za enzim-supstrat kompleks.
Dobijene K, vrednosti iznose 0,52 #zM za slobodan enzim, odnosno 1.93 M, za enzim-supstrat

kompleks.

20

V"' (min/aA)

; —8 . : . '
5 /9/' 5 q 5 10

1/[S]x10°(M™)

Slika 31. Lajnviver-Barkov grafik brzine reakcije katalizovane AChE (0.02 U) odredene sa
supstratom ASCh, u odsustvu i prisustvu razlicitih koncentracija derivata 17b. (@) Bez inhibitora; (@) 2
UM;(A) 4 uM;(V) 5 uM.

3.2.4. Molekulsko modelovanje

3.2.4.1. Analiza odnosa 3D strukture i aktivnosti derivata 1b-47b

3D-QSAR model izveden za prethodno sintetizovan kongenerni set 4-aril-4-okso-2-
aminilbutanamida kao i za set inhibitora AChE preuzetih iz literature, opisan ranije,289 koriséen
je da se predvidi jacina dejstva inhibitora AChE prikazanih u ovoj disertaciji. Dobijena je
zadovoljavajuéa prediktivnost za jedinjenja 2b, 6b, 14b, 17b, 18b, 21b, 22b, 25b, 26b i 30b (¥
= 0,00, s4=0,118), dok je jacina dejstva derivata 34b u odredenom obimu precenjena. Rezultati
su dati u Tabeli 7.
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Tabela 7. Predvidena jacina dejstva 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida
na osnovu modela opisanog u referenci 289.

R. Br. Jed. Eksp. p(ICso) Izsr. p(ICso)

2b 5.348 5.478

6b 5.633 5.634
14b 5.481 5.433
17b 5.708 5.555
18b 5.688 5.503
21b 5.264 5.088
22b 5.226 5.329
25b 5.196 5.197
26b 5.491 5.544
30b 5.627 5.759
34b 4.699 5.224

Nezavisno od predvidjene aktivnosti molekula 2b, 6b, 14b, 17b, 18b, 21b, 22b, 25b, 26b,
30b i 34b na osnovu modela opisanog u predhodnom radu, izveden je novi 3D-QSAR model
zasnovan na GRIND-2 deskriptorima za derivate za koje su dobijene definisane ICy, vrednosti
u ovom i prethodno sintetizovanom setu molekula. U ovaj model su ukljucena 1 jedinjenja za
koja smo uspeli da odredimo samo procenat rezidualne enzimske aktivnosti na najvisoj
testiranoj koncentraciji (4b, 9b-12b, 19b, 20b i 32b). Za ta jedinjenja IC;, vrednosti su
aproksimirane. Za izracunavanje MIF-ova i izvodenje deskriptora su koris¢ene sve GRID
probe dostupne u programu Pentacle: DRY (hidrofobna), N1 (donor vodonicne veze), O
(akceptor vodonicne veze) 1 TIP (opisuje oblik molekula). PCA model objasnjava otprilike 55
% varijabilnosti seta (Tabela 8). Statisticki parametri modela su dati u Tabeli 9, prikazane # i ¢°
vrednosti dobijene su posle jednog cikulsa selekcije varijabli FFD metodom. Grafik PLS

koeficijenata, dobijen za 3 latentne varijable (3LV) je prikazan na Slici 32.
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Tabela 8. Statisticki parametri PCA modela™
Komponenta SSX SSXi.. VarX VarXgc

1 2447 2447 21.04 21.04
16.33 408 1415 35.19
9.80 50.60 8.05  43.24
775 5835 642  49.66
533 63.68 4.05 53.71

o A W N

Tabela 9. Eksperimentalne i izracunate p(ICse)
vrednosti dobijene iz PLS modela sa 3LV.

R.Br.Jed.  Eksp.p(ICsp)  Izr. p(ICs)

2b 5.348 5.451
4b 4.553 4.589
6b 5.633 5.561
9b 4.638 4.657
10b 4.602 4.646
11b 4.398 4.401
12b 4.398 4.400
14b 5.481 5.506
17b 5.708 5.794
18b 5.688 5.660
19b 5.131 5.302
20b 5.143 5.218
21b 5.264 5.185
22b 5.226 5.126
25b 5.196 5.204
26b 5.491 5.401
30b 5.627 5.619
32b 4.921 5.019
34b 4.699 4.634
39b 5.460 5.203
40b 5.085 5.031
42b 5.313 5.372
43b 5.810 5.716
45b 5.249 5.365
46b 5.198 5.199

*

" SSX - procenat zbira kvadrata X objasnjen odgovaraju¢om PC, SSXacc - akumulativni procenat zbira kvadrata
X objasnjen odgovaraju¢om PC, VarX - procenat varijanse X objasnjen odgovaraju¢om PC, VarXacc -
akumulativni procenat varijanse X objasnjen odgovaraju¢om PC.
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Slika 32. Grafik PLS koeficijenata, dobijen sa 3LV.

DRY-DRY blok je bogat varijablama koje su pozitivno korelisane sa ja¢inom dejstva derivata,

$to ukazuje na pozitivan doprinos hidrofobnih grupa molekula na inhibicionu aktivnost prema

AChE. U N1-N1 bloku veéina varijabli je negativho korelisana sa ja¢cinom dejstva derivata.

Varijabla O-TIP 473 (10,0-10,4 A) ima najveci pozitivan uticaj u modelu. Ona je prisutna kod

najaktivnijih derivata i spaja MIF-ove O probe povezane sa amidnom -NH- grupom jedinjenja

i MIF-ove TIP probe povezane sa supstituentima na fenilamidnom prstenu (4-~Pr ili 3,5-di-

OMe, Slika 33). Za jedinjenja sa nesupstituisanom fenilamidnom grupom TIP polje je

povezano sa supstituenatima na aroil-fenil-prstenu.

3
o

Slika 33. Varijabla O-TIP 473 (10.0-10.4 A), na primeru najaktivnijeg derivata 18b.
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3.2.4.2 Doking studija najaktivnijib 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida prema AChE

Da bi ispitali interakcije koje se mogu formirati izmedu aminokiselinskih ostataka u
aktivnom mestu AChE i liganada, za sedam jedinjenja koja su imala IC,, vrednosti ispod 5 zM
uraden je doking u Supljinu aktivhog mesta AChE. Doking je uraden za oba enantiomera
svakog jedinjenja u kristalnu strukturu misije #AChE (Mus musculus, PDB oznaka 2HAZ2),
upotrebom najnovije verzije programa AutoDock 4.*”' Prilikom doking izracunavanja
generisano je pedeset poza za svaki enantiomer. Kako su skoring funkcije koje se koriste za
rangiranje poza liganada i dalje neprecizne,” odlucili smo da analizirajmo dva tipa poza:
energetski najpovoljnija poza (na osnovu procenjene slobodne energije vezivanja, AG) i
najpovoljnija poza koja pripada najviSe popunjenom klasteru koji sadrzi najveci broj poza.
Interakcije izmedu liganada i aminokiselinskih ostataka u aktivnom mestu AChE analizirane su

293

programom LigPLot.”” Detaljni podaci za interakcije izmedu liganada i AChE, za sva
jedinjenja, dati su u Tabeli 10. Moze se zapaziti da se kod oba tipa poza (najbolje poze i poze
koja pripada najvise popunjenom klasteru) za oba enantiomera svih jedinjenja prikazanih u
Tabeli 10, vodoni¢na veza formira izmedu amidne -NH- grupe jedinjenja i -OH grupe boc¢nog
ostataka Tyr 124 AChE. Takode, kod znacajnog broja doking poza, vodoni¢na veza se formira
izmedu peptidne -NH- grupe aminokiselinskog ostatka Phe 295 i razli¢itih funkcionalnih grupa
liganada (fenilamidna —OMe grupa, N3 azot imidazola ili aroil karbonil grupe). Aminokiselinski
ostaci koji formiraju hidrofobne interakcije sa jedinjenjima su His 447, Tyr 341, Phe 295, Phe

297 1 Phe 338.
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Tabela 10. Interakcije jedinjenja sa aminokiselinskim ostacima u aktivnom mestu AChE, dobijene doking izracunavanjima.

8oz s 8 83 8 & s 83 8 .. %88%8% & & & 3 8 & 3 .,
Comp.No™ | 5 & o = = = 5 3 52 5 H& § 3 = 2 o2 5. 52 & <
o< £ O 0O O - o = O & s B > < > = =R T

2b (E, P) 1 1 Ph 0 0 1 HBNH™ 0 0 0 1 Ar 1 1 1  HB(CO) 1 1 1 1 1 HBMO) -10.57
6b (E, P) 1 1 Ph 0 0 0 HBNH 0 0 1 0 Ar 1 1 1  HB(CO) 1 0 1 11 1 1115
14b (E) 1 1 Ph 1 1 1 HBENH 1 0 1 0 Ar 0 0 0 1 0 1 1 0o 1 0 9.67
14b (P) 1 1 Ar 0 0 0 HBNH 0 0 0 0 Ph 0 1 1 HBQ@m) HB@m) 1 HBNH 1 1 0 -9.66
17b (E) 0 1 Ar 1 1 1 HBNH 1 10 1 Ph 0 1 1 0 1 1 1 11 1 12,65
17b (P) 1 1 Ph 0O 0 0 HBENH 0 0 1 0 Ar 0 0 1 1 1 1 1 11 1 1122
18b (E) 0 0 Ar 1 1 1 HBQNH 1 11 0 Ph 1 1 1 1 1 1 0 11 1 9.06
18b (P) 1 1 Ph 0O 0 0 HBENH 0 0 1 0 Ar 0 0 1  HB(@Im) 0 1 1 11 1 -8.96
26b (E) 1 1 Ar 0 1 1 HBQNH) 1 0 0 HB@m) Ph 0 1 1 HBQMO) 1 1 0 11 1 11.28
26b (P) 1 1 Ar 0 0 0 HBNH 0 0 0 0 Phh 0 0 1  HB(m) 1 1 1 1 0 HBMO) -10.76
30b (E,P) 1 1 Ph 0 0 0 HBNH 0 0 1 0 Ar 1 1 1  HB(CO) 1 1 1 1 1 1 11.47
2b (E) 1 0 Ph 1 1 1 HBENH 1 1 0 HB@m) Ar 0 1 1 1 1 1 1 11 1 -10.39
2b (P) 1 1 Ph 0 0 0 HBNH 0 0 0 1 Ar 1 1 1 HB(CO) 1 1 1 11 1 -10.25
6b (E, P) 1 1 Ph 0 0 0 HBNH 0 01 0 Ar 1 1 1 HB(CO) 1 0 1 11 1 111
14b (E) 1 1 Ph 0 0 1 HBNH HBMO) 0 0 1 Ar 0 0 1 1 0 1 1 1 1 HB@m)  -10.72
14b (P) 1 1 Ar 0 1 1 HBNH 1 0 0 1 Ph 0 0 1  HB(m) 0 1 1 11 1 9.42
17b (E) 0 1 Ar 1 1 1 HBQNH 1 10 1 Ph 0 1 0 0 0 1 1 11 1 -10.92
17b (P) 1 1 Ph 0O 1 0 HBENH 0 0 1 1 A0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 -10.89
18b (E) 0 0 Ar 1 1 1 HBNH) 1 11 1 Ph 1 1 0 0 1 1 0 11 1 -10.62
18b (P) 1 1 Ph 0 0 0 HBNH 0 0 1 0 At 0 0 1  HB(m) 0 1 1 11 1 -10.26
26b(N,P) | 1 1 Ph O 0O 0 HBNH) 0 0 0 1 Ar 11 1 1 1 1 1 1 1 HB@m)  -11.00
30b (E) 1 1 Ar 0 1 1 HBENH) 1 0 0 HB@Im) Ph 0 1 1 1 1 1 0 1 1 HB@m)  -11.62
30b (P) 1 1 Ar 0 1 0 HBNH 0 0 0 0 Phh 0 1 1  HB(m) 0 0 1 1 0 1 -10.78

Objasnjenja: Gornji deo tabele odgovara doking pozama S enantiomera, dok su u donjem delu date doking poze R enantiomera. Oznaka ‘0’ opisuje odsustvo interakcije
izmedu odgovarajuéeg aminokiselinskog ostatka AChE i liganda, dok oznaka ‘1’, oznacava prisustvo bliskih kontakta izmedu liganda i ostataka AChE. *(E) — najbolje
rangirana poza, (P)-poza koja pripada najvise popunjenom klasteru, (E, P) — ove poze su ekvivalentne; ™ U ovim kolonama je naznaceno koja grupa liganda interaguje
sa AS (Ttp 86) odnosno sa PAS (Ttp 2806), oznaka Ph odgovara fenilamidnoj grupi, a oznaka Ar aroil fenil grupi jedinjenja. “*Naznacen je tip vodoni¢ne veze (HB) koji
se fomira izmedu funkcionalnih grupa liganda i aminokiselinskih osataka AChE: HB(NH) — izmedu -NH- amidne grupe i -OH grupe bocnog ostatka Tyr 124; HB
(MeO) — izmedu metoksi grupe na fenilamidnom prstenu liganda i —OH grupe boc¢nog ostataka Ser 125, ili peptidne -NH- grupe Phe 295; HB(Im) — izmedu N3 azota
na imidazolskom prstenu liganda i —OH grupe Ser 203, ili peptidne -NH-grupe Phe 295; HB(CO) — izmedu aroil karbonil grupe liganda i peptidne -NH- grupe Phe 295.
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Detaljan opis doking poza za sve ligande je izvan okvira ovog teksta, ali ¢emo dati
detaljnu diskusiju vezanu za doking poze (reSenja) za tri najaktivnija jedinjenja 6b, 17b 1
18b, koje su prikazane na Slici 34. § Enatiomeri jedinjenja su obojeni tirkiznom, a K
enantiomeri crvenom bojom. Nadeno je da su za sva jedinjenja doking poze § i R
enantiomera veoma slicne. Odnosno, da enantiomeri sva tri jedinjenja interaguju sa AChE
na veoma sli¢an nacin. Ovo se ogleda i u RMSD' razlikama polozaja atoma izmedu poza
enantiomera, koje ne prelaze 2.077 A (za preklapanje koje uzima u obzir samo teske atome
liganada, Tabela 11).

Tabela 11. RMSD razlike izmedu doking poza R1i § enantiomera,
energetski najbolje rangiranih (E) i najbrojnijih (P) reSenja 6b, 17b 1 18b.

R. br. RMSD, A
jedinjenja sa H atomima samo teski atomi
6b 1.811 1.810
17b (E) 2.350 1.480
17b (P) 2.077 2.077
18b (E) 1.874 1.220
18 (P) 2312 1.440

Na slici 34a i 34b su prikazane najbolje rangirane doking poze (prema procenjenoj
slobodnoj energiji vezivanja AG) za R i § enantiomere jedinjenja 17b i 18b. Oba
enantiomera oba jedinjenja su orijentisana unutar aktivnog mesta AChE na slican nacin.
Aroil-fenil-grupe su usmerene ka dnu supljine aktivhog mesta i interaguju sa aromati¢nim
prstenovima aminokiselinskih ostataka Trp 86 1 Tyr 337. Amidne -NH- grupe jedinjenja
formiraju vodonicne veze sa —OH grupom boc¢nog ostatka Tyr 124. Fenilamidni prstenovi
oba jedinjenja su usmereni ka izlazu iz Supljine aktivnhog mesta i interaguju sa bocnim
ostacima Trp 286 (PAS) i Phe 295 i Phe 297 (acil dzep). Piperidinski prsten derivata 17b i
imdazolski prsten derivata 18b se nalaze u blizini aminokiselinskih ostataka kataliticke
trijade, His 447 i Ser 203. Azot N3 imidazolskog prstena oba enantiomera jedinjenja 18b
formira vodoni¢nu vezu sa —OH grupom bocnog ostataka Ser 203. Aroil fenil prsten i
odgovarajuce ciklolakilamino grupe se nalaze u blizini aminokiselinskih ostataka koji
pripadaju oksianjonskoj Suplini, Gly 121 1 Gly 122. Na Slici 34c 1 34d su prikazane najbolje

rangirane doking poze koje pripadaju najvise popunjenom klasteru za jedinjenja 17b i 18b.

" RMSD (eng. ,,Root Mean Square Deviation®) — srednja (uprosecena) vrednost polozaja stih atoma dve
razlic¢ite konformacije molekula.
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U ovom slucaju orijentacija liganada je suprotna u odnosu na energetski najbolje rangirane
poze. Aroil-fenil-grupe liganda su usmerene ka izlazu iz Supljine aktivhog mesta AChE
(PAS) i interaguju sa aromati¢nim prstenovima aminokiselinskih ostataka Trp 286 1 Tyr 72.
Fenilamidne grupe oba jedinjenja su usmerene ka dnu Supljine aktivhog mesta i interaguju
sa boc¢nim ostacima aminokiselinskih ostataka Tyr 337, Phe 338 1 Trp 86. I ovde smo
primetili da se kod energetski favorizovanih poza formira vodonicna veza izmedu -NH-
grupe fenilamidnog dela liganada 1 —OH grupe Tyr 124. Vazna razlika izmedu energetski
favorizovanih poza i onih koje pripadaju najvise popunjenom klasteru za jedinjenja 17b i
18b je da se ligandi u pozama koje pripadaju najvise popunjenom klasteru nalaze blize PAS
vezivnom mestu. Gornji deo Supljine aktivhog mesta je zapreminski veci u poredenju sa
AS, i u ovom delu supljine lako se mogu smestiti voluminozne diizopropil grupe na aroil
fenil prstenovima jedinjenja 17b 1 18b, i to u vise razlicitih, ali suStinski sli¢nih
konformacija. Verovatno zbog toga, algoritam za pretrazivanje moze naci vise sli¢cnih poza
koje pripadaju istom klasteru. Cikloalkilamino-grupe jedinjenja 17b i 18b, se u pozama koje
pripadaju najvise popunjenom klasteru, nalaze blizu ostataka acil dzepa AChE, Phe 295 i
Phe 297; dok se u energetski favorizovanim pozama te grupe nalaze blizu ostataka
kataliticke trijade His 447 i Ser 203. Zbog toga, u ovom slucaju, N3 atom imidazolskog
prstena jedinjenja 18b ne moze da formira vodonicnu vezu sa peptidnom -NH- grupom

Phe 295.

Doking poze oba enantiomera jedinjenja 6b su prikazane na Slici 34e. Energetski
najbolje rangirana poza pripada najvie popunjenom klasteru doking resenja. Oba
enantiomera ostvaruju gotovo identi¢ne interakcije sa aminokiselinskim ostacima aktivnog
mesta AChE. Procenjene slobodne energije vezivanja su veoma slicne: —11,15 kcal/mol za
S, odnosno —11.11 kcal/mol za R enantiomer. Fenilamidne grupe oba enantiomera su
usmerene ka dnu Supljine aktivhog mesta AChE i formiraju hidrofobne interakcije sa
aminokiselinskim ostacima Phe 338, Tyr 337 i Trp 86. Aroil-fenil-prstenovi oba
enantiomera su usmereni ka izlazu iz Supljine 1 interaguju sa aminokiselinskim ostacima
PAS mesta Tyr 72, Asp 74 1 Trp 286. Kiseonikov atom aroil-karbonilne grupe formira
vodoni¢nu vezu sa peptidnom -NH- grupom Phe 295. Za ovo jedinjenje samo nekoliko
poza, od zadatih pedeset, je nadeno u orijentaciji u kojoj su aroil prstenovi usmereni ka dnu
supljine, ali sa znacajno nizom procenjenom slobodnom energijom vezivanja. Prema tome,
kada na aroil prstenu nisu prisutne voluminozne #Pr grupe u polozajima 2 i 4, koje mogu

da formiraju vazne hidrofobne interakcije sa aminokiselinskim ostacima aktivhog mesta
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AChE 1 daju doprinos energetski favorizovanim pozama (ali koje ne pripadaju najvise
popunjenom klasteru, kao u slucaju jedinjenja 17b i 18b) poza koja pripada najvise
popunjenom klasteru postaje i energetski najbolje rangirana, sa fenilamidnom grupom

usmerenom ka dnu supljine aktivnog mesta.

Slika 34. Doking poze jedinjena 6b, 17b i 18b u aktivnom mestu AChE. § Enantiomeri su obojeni
tirkiznom, a R enantiomeri crvenom bojom. (a) energetski najbolje rangirana poza za 17b; (b)
energetski najbolje rangirana poza za 18b; (c) poza koja pripada najvise popunjenom klasteru

resenja 17b; (d) poza koja pripada najvise popunjenom klasteru resenja 18b; (e) doking resenja za
jedinjenje 6b.
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Prethodno opisani rezultati doking studija pruzili su vazan uvid u moguce interakcije
oba enantiomera tri najaktivnija derivata (6b, 7b i 18b) sa aminokiselinskim ostatacima u
aktivnom mestu AChE. Detaljna analiza doking poza pokazala je da postoje dve moguce
orijentacije liganda unutar Supljine aktivnog mesta AChE. U jednoj aroil-fenil-grupe liganda
su usmerene ka dnu Supljine aktivnog mesta AChE, a u drugoj ove grupe su usmerene ka
izlazu iz Supljine, blizu aminokiselinskih ostataka PAS. Ovaj poslednji tip poza pripada
najvise popunjenom klasteru resenja doking izracunavanja. Kod svih derivata, nezavisno od
tipa poze, formira se vodonicna veza izmedu amidnih -NH- grupa liganada i —OH grupe

boc¢nog ostatka Tyr 124.
3.2.4.3 Studije molekulske dinamike a kompleks ACHE i derivata (S)-18b

U prethodno opisanoj studiji molekulskog dokinga nije uzeta u obzir fleksibilnost
proteina. Poznavanje varijacije interakcija, kao i konformacionih promena kompleksa
enzima 1 liganda tokom vremena, moze da pruzi informacije o najpostojanijim
interakcijama 1 o stabilnosti enzim-ligand kompleksa. Zbog toga je uradena 5 ns duga
simulacija molekulske dinamike kompleksa § enantiomera jedinjenja 18b i AChE,
dobijenog dokingom. Simulacija je zapoceta iz energetski najpovoljnije doking poze, koja
pripada najvise popunjenom klasteru resenja. Na Slici 35 su prikazana najvaznija rastojanja
izmedu aminokiselinskih ostataka aktivhog mesta AChE i funkcionalnih grupa derivata 18b.
Tokom simulacije, ligand se pomera ka izlazu iz Supljine aktivhog mesta AChE, sto se vidi
1z postepenog povecanja rastojanja izmedu centroida definisanih na indolovom prstenu Trp
86 i na fenilamidnom prstenu jedinjenja 18b. Pocetno rastojanje iznosi 4 A i do kraja
simulacije dostize oko 12 A, Slika 35a. Na Slici 35b (plave tacke) prikazana je promena
rastojanja tokom vremena izmedu centroida na indolovom prstenu Trp 286 (ostatak koji
pripada PAS) i centroida na aroil-fenil-prstenu jedinjenja 18b. Tokom prve ns simulacije
moZe se zapaziti najveca fluktuacija u rastojanju (od 4,5 do skoro 11 A); nakon ovog
vremena fluktuacija u rastojanju je stabilna sa prose¢nom vredno$éu od 7,5 A. Praceno je i
rastojanje izmedu uglienikovog atoma metil-grupe orfo-7-Pr grupe na aroil-fenil-prstenu
jedinjenja 18b i centroida definisanog na indolovom prstenu Trp 286. Profil ovog rastojanja
tokom vremena (Slika 35b, ljubicaste tacke) je slican profilu rastojanja izmedu centroida
definisanih na Trp 286 i na aroil fenil prstenu, i sugeriSe postojanje stabilne CHeeen

interakcije, sa prosec¢nim rastojanjem od oko 4 A. Studije dokinga su ukazale na moguénost
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fromiranja vodoni¢ne veze izmedu peptidne -NH- grupe ostatka Phe 295 i azota N3 na
imidazolovom prstenu derivata 18b. Fluktuacija ovog rastojanja tokom vremena je
prikazana na Slici 35c. Ova vodoni¢na veza je stabilna tokom prvih 500 ps simulacije, posle
cega rastojanje naglo raste (dakle veza se raskida) i ostaje veliko sve do kraja cetvrte ns
simulacije. Nakon ovog vremena, vrednost rastojanja opada, vodonicna veza se ponovo
formira 1 ostaje stabilna sve do kraja simulacije. Rastojanje izmedu —OH grupe Tyr 124 i
amidne -NH- grupe derivata 18b je prikazano na Slici 35d. Ova vodonic¢na veza, koja je
primecena kod svih doking poza, za sva jedinjenja, stabilna je tokom citave simulacije.
Veoma kratkotrajan porast u rastojanju moze se primetiti samo oko trece ns simulacije,
posle cega se veza uspostavlja ponovo i ostaje stabilna do kraja simulacije. Procenat
frejmova u kojima je ova veza uspostavljena (tzv. procenat zauzetosti) iznosi 72,52 %.
Prema rezultatima simulacija molekulske dinamike, najstabilnije, i prema tome verovatno
najvaznije interakcije izmedu funkcionalnih grupa jedinjenja 18b i aminokiselinskih ostataka
u aktivnom mestu AChE su vodonicna veza izmedu amidne -NH- grupe liganda i —OH
grupe Tyr 124 i CHee*n interakcija izmedu metil-grupe orfo--Pr grupe jedinjenja 18b i
indolovog prstena Trp 286. Kako se ligand tokom simulacije pomera ka PAS mestu na
AChE gube se CHee*n interakcije sa Trp 86. Verovatno je da bi dodatni supstituenti,
voluminozniji od 7Pr grupe u para-polozaju fenilamidne grupe povecéavali jacinu

inhibicionog dejstva tako dizajniranih derivata.
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Slika 35. Najvaznija rastojanja izmedu aminokiselinskih ostataka AChE i funkcionalnih grupa
jedinjenja 18b, dobijenih iz 5 ns simulacije MD: (a) rastojanje izmedu centroida fenilamidnog
prstena 18b i centroida indolovog prstena Trp 82; (b) Plave tacke-rastojanje izmedu centroida aroil-
fenil-prstena jedinjenja 18b i centroida indolovog prstena Trp 286; ljubicaste tacke — rastojanje
izmedu centroida indolovog prstena Trp 286 i Me grupe orfo-i-Pr supstituenta; (c) rastojanje izmedu
peptidne -NH- grupe Phe 295 i N3 azota na imidazolovom prstenu jedinjenja 18b; (d) rastojanje
izmedu kiseonika -OH grupe Tyr 124 i azotovog atoma amidne -NH- grupe jedinjenja 18b.

Ukratko, ispitan je uticaj strukturnih modifikacija 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamida na
inhibicionu aktivnost i selektivnost prema AChE i BChE. Strukturne promene na amidnom
delu molekula obuhvatile su uvodenje 3,5-dimetoksi ili 4-/Pr supstituenata na fenilamidni
prsten, ili zamenu fenil-prstena cikloheksil-grupom uz zadrzavanje alkil-supstituenata (4-7-
Pr, 2,4-di-i-Pr i f-teralinil) na aroil-fenil-prstenu jedinjenja koji imaju povoljan uticaj na
jacinu inhibicionog dejstva. Za Majklovu adiciju na aktiviranu dvostruku vezu su
upotrebljeni slede¢i ciklicni amini: piperidin, imidazol, morfolin, N-metilpiperazin, 4-
benzilpiperidin i 4-(2-N,N-dimetilaminoeti)-1-piperazin. Dvanaest jedinjenja, uglavnhom
piperidinskih i imidazolskih derivata, inibira aktivnost AChE u niskom mikromolarnom
opsegu koncentracija. Ova jedinjanja su neaktivna prema BChE. Tri jedinjenja su inhibirala

aktivnost BChE u niskom mikromolarnom ili submikromolarnom opsegu koncentracija.
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Sva tri jedinjenja su 2,4-di-~Pr-supstituisana na aroil-fenil-prstenu 1 sa N-
metilpiperazinskim prstenom na polozaju C2 butanskog dela molekula. Kao i kod
prethodnog kongenernog seta,” priroda cikloalkilamino-grupe uti¢e na selektivnost
jedinjenja. Najaktivniji inhibitor AChE, derivat 17b, ponasa se kao mesoviti tip inhibitora,
$to ukazuje na mogucnost vezivanja jedinjenja za slobodan enzim, ali 1 za enzim-supstrat
kompleks. Doking studija, uradena za sedam najaktivnijih inhibitora AChE, pokazala je da
svi derivati mogu da formiraju vodoni¢nu vezu izmedu amidne -NH- grupe ispitivanih
derivata 1 -OH grupe Tyr 124. Simulacija molekulske dinamike kompleksa AChE sa
jedinjenjem 18b, pokazala je da je ova vodoni¢na veza jedna od najstabilnijh
(najpostojanijih) interakcija u kompleksu, zajedno sa CHeeen interakcijom koja se formira
izmedu metil-grupe orfo-i-Pr supstituenta na aroil-fenil-prstenu jedinjenja 18b i aromati¢nog
indolovog prstena Trp 286. lako umereno aktivna, jedinjenja se mogu dalje strukturno
modifikovati tako da se dobiju derivati sa vecom jacinom inhibicionog dejstva prema

AChE i BChE.
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3.3. Kvantitativha analiza odnosa trodimenzionalne strukture i
aktivnosti dualnih reverzibilnih inhibitora AChE i dizajn novih

heterodimernih takrinskih inhibitora

U prethodnom poglavlju su opisani dizajn i sinteza reverzibilnih umereno aktivnih,
mikromolarnih inhibitora acetilholinesteraze. MeSoviti tip inhibicije, odreden za derivat
17b, pokazao je da postoji moguénost da aktivni 4-aril-4-okso-2-aminilbutanamidi pokazuju
afinitet vezivanja za mesto na AChE koje je udaljeno od aktivhog mesta (AS). Jedna od
dobro poznatih strategija dizajna inhibitora holinesteraza visokog afiniteta jeste povezivanje
dobro poznatih inhibitora AS sa strukturnim fragmentima inhibitora nesto nizeg afiniteta u
novi, dualni molekul, obi¢no preko polimetilenskog linkera odgovarajuce duzine. Tako se
tetrahidroakridinil-polialkil-amini mogu upotrebiti za Majklovu adiciju na aktiviranu
dvostruku vezu aroilakrilnih kiselina ili njihovih amida, u cilju dobijanja dualnih
reverzibilnih inhibitora AChE koji bi se simultano vezivali za AS 1 za PAS AChE. Medutim,
zbog brojnih mogucnosti kombinovanja razlicitih strukturnih fragmenata prilikom dizajna
ovih molekula (razlicita velicina aliciklicnih prstenova na takrinskom fragmentu, razlicita
duzina linkera, razli¢iti tip Majklovog akceptora 1 supstituenata na njemu) odlucili smo da
izvedemo 3D QSAR model koji bi posluzio za predvidanje jacine dejstva zn silico
dizajniranih reverzibilnih dualnih inhibitora AChE zasnovanih na strukturi takrina i amida

aroilakrilnih kiselina.

3.3.1 Opis seta dualnih inhibitora AChE i izbor konformacija koje su koris¢ene za

izvodenje 3D QSAR modela

Cilj ove studije je bio da se izvedu 3D-QSAR modeli zasnovani na GRIND-2
deskriptorima (nezavisnim od medusobnog prostornog svrstavanja molekula) za set od 110
dualnih reverzibilnih inhibitora AChE.” Ovako izveden model je upotreblien kao
smernica za dizajn heterodimernih inhibitora zasnovanih na strukturi takrina i strukturi

amida aroilakrilnih kiselina povezanih polimetilenskim linkerom pogodne duzine.

Za izvodenje modela koriséeno je Sest strukturno razlicitth grupa jedinjenja: N-

benzilpiperidinski ~ derivati  (lc-11¢),”  homodimerni  hinazolinimini ~ (12¢-32c),”

heterodimeri hinazolinimina i lipoi¢ne kiseline (33c-38¢),”” dimerni piridinski inhibitori
(40c-67¢),” heterodimeri takrina i supstituisanih benzena (39¢c, 68c-80c i 97¢-110c),”” i

300

heterodimeri takrina i ksanomelina (81c-96¢),”" sto je dalo set od ukupno 110 jedinjenja u
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opsegu aktivnosti od cetiri pICj; jedinice. Strukture jedinjenja su prikazane na Shemama 52
1 53. Obzirom da su eksperimentalni podaci o jacini inhibicionog dejstva (IC,, vrednosti)
sakupljeni od razli¢itih istrazivackih grupa (preuzeti iz razli¢itih literaturnih izvora),
eksperimentalni uslovi za odredivanje I1C,, vrednosti za inhibiciono dejstvo prema AChE za
razlicite kongenerne serije jedinjenja u okviru seta su detaljno ispitani 1 uporedeni. U svim
eksperimentima koris¢ena je Elmanova spektrofotometrijska metoda za odredivanje
aktivnosti jedinjenja, na pH 8.00 sa ASCh kao supstratom. Kao izvor AChE, koris¢en je
enzim iz elektri¢ne jegulje. IC,, Vrednosti za takrin (Slika 20), kao referentno jedinjenje, bile
su poredive kod svih istrazivackih grupa, osim u referenci 297. Eksperimentalno odredena
IC,, vrednost za takrin je bila Cetiri puta niza od eksperimentalno odredenih IC,; vrednost
za takrin u ostalim radovima iz kojih smo podatke preuzeli. Zbog toga su IC, vrednosti za
ovu grupu jedinjenja renormalizovane prema preporuci Martin-Santamarie i saradnika.””

Inhibiciono dejstvo prema AChE svih jedinjenja iz seta, kao plC,, vrednosti, su prikazane u

Tabeli 12.
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NC /ICN

(n) A,

1c-4c: R1=Ph, R,=Me, n=0-3
5c: R1=Ph, Ry=H, n=0

6¢c: R4=H, R,=Me, n=0

7c: R1=R2=H, n=0

8c: R1=R2=H, n=2

12c, 13¢c: n=3, m=1, X=NMe, NAc

14c, 15¢: n=3, m=4, X=NMe, NAc

16¢, 17¢: n=4, m=1, X=NMe, NAc

18c, 19¢c: n=4, m=4, X=NMe, NAc

20c, 21¢c: n=4, m=1, 4, X=EtC(O)N-
22c, 23c: n=4, m=1, 4, X=(CHj3),C(O)N-

24c¢-28c: n=4, m=4, X=CH3C(O)NCH,C(O)N-,
{BuC(O)N-, BUC(O)N-, 'BuC(O)N-, PeC(O)N-
29c, 30c: n=3, m=1,4, X=-CH»-
31c¢, 32c: n=4, m=1,4, X= -CH2-

s S L0
O\N | < z | N~
/N\/\/N\

R=40c: H, 41c: 3-CN, 43c: 2-NO,, 44c: 3-NO,, 45c: 4-NO,,
46¢: 2-OMe, 47c: 3-OMe, 48c: 4-OMe, 49c: 2,6-diOMe,
50c: 2,5-diOMe, 51c: 2-Cl, 52c: 2-F, 53c: 2-naftil, 54c: 4-Cl
55c: 2,4-diCl, 56c: 2-Me, 57c: 3-Me, 58c: 4-Me, 59¢c: 2-CN

Shema 52. Strukture jedinjenja 1c-59c koriscene za izvodenje 3D-QSAR modela
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\/©| LQ 0
DC NF FT ©

60c: R4=NF, Ry=FE, 61¢: R;=NF, R,="Pr X
62c: R1=DC, R,=PYR, 63¢c: R;=DC, R,=FE s @ &/\/@
64c: Ry=DC, R,="Pr, 65¢: R{=FT, R,=PYR NN

PYR FE

66¢c: Ry=FT, R,=FE, 67c: R;=FT, Ry="Pr

R 68c, 69c: n=4 ili 5, X=-CH,-, Y=C, R=R4=H, R,=R3;=0OMe
70c: n=6, X=-CH2-, Y=C, R4=R,=R4=H, R3=OH
HN/\(n) R2 71c: n=6, X=-CH,-, Y=C, R1=R4=H, R,=OMe, R3=0OH
72c: n=8, X=-CH,-, Y=C, R1=R,=R4=H, R3;=0OH
_ 73c: n=8, X=-CH2-, Y=C, R1=R2=R4=H, R3=OH
Rs T4c: n=8, X=-CH,-, Y=C, R4=H, R,=R;=0Me, R3=0OH
~ R4 75c: n=8, X=-CH2-, Y=C, R1=R3=R4=H, R2=OH
N 76¢: n=8, X=-CH,-, Y=C, R4=0H, R,=R3=R4=H
77c: n=8, =-CH2-, Y=C, R1=R2=R4=H, R3=OMe
78c¢: n=8, X=-CH,-, Y=C, R1=R4=H, Ry>-R3=-OCH,0-
79c: n=8, X=-CH,-, Y=N
80c: n=8, X=C=0, Y=N
N—=" (0] N=
I ,N I ,N
V) . v/
™ /\H/\/\o HN’(m)/\H’U\(n)O\(CHZ),,
< /4 <X 4
N N
85c-88¢c: m=1, n=1-4
81c-84c: m=1,231ili4 89c¢c-92c: m=2, n=1-4
92c¢-96¢: m=6, n=1-4

HNT o) N R
H 97¢-102¢: Ry-R,= -OCH,0-, R3=OMe, n=2-7
d\ja R, 103¢c-106¢c: Ri=R,=R3=OMe, n=4-7
107¢-110¢: R=R,=OMe, R3=H, n=4-7

Shema 53. Strukture jedinjenja 60c-110c koriséene za izvodenje 3D-QSAR modela

Dualni reverzibilni inhibitori AChE se sastoje iz dva aromati¢na policikli¢na molekulska
fragmenta koji su spojeni polimetilenskim linkerom odgovarajuce duzine. Zbog toga su ova
jedinjenja veoma fleksibilna. Kako je opisano u poglavlju 2.2., metod zasnovan na GRIND-
2 molekulskim deskriptorima je neosetljiv na male konformacione promene jedinjenja,
medutim za dobijanje validnog modela, potrebno je koristiti konformacije jedinjenja koje su
najpribliznije bioaktivnim konformacijama molekula. Jedan od ciljeva ove studije bio je i da
se ispita uticaj koriséenja konformacija molekula dobijenih na osnovu razlicitih kriterijuma
na statisticki kvalitet 1 interpretabilnost modela. Zbog toga su izvedena tri nezavisna 3D-
QSAR modela upotrebom konformacija jedinjenja koje su dobijene na osnovu razlicitih

kriterijuma: (a) konformacije minimalne energije izvedene koris¢enjem MMFF94s polja sila,
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u daljem tekstu OMEGA model, (b) konformacije koje su najsli¢nije konformaciji liganda

iz kristalne strukture sa AChE, u daljem tekstu ROCS model i (c) konformacije dobijene

molekulskim dokingom liganda u aktivho mesto AChE, u daljem tekstu VINA model.

Tabela 12. Eksperimentalno odredene pIC;, vrednosti
jedinjenja 1c-110c¢ za inhibiciju aktivhosti AChE

iz elektricne jegulje.

Br. Br. Br.

]ed. pICso ]ed. pICso Jed. pIC50
1c* 5921 38¢c 6,330  75c* 8,426
2¢* 6,567  39c 5,031  76¢ 8,506
3c 7,796 40c* 5455 T7lc 8,417
4c 7,584  4lc 5,848 178c 8,812
5c 5398 42c* 5,846  79c 8,932
6¢c 7886  43c 5863 80c* 8,016
7c* 7432 44c 6,036 8lc 7,200
8¢ 7276 45¢c 6,143  82c 7,360
9¢ 7796 46¢ 5551 83c 7,660
10c* 5,638 47c 5,710  84c* 7,580
11c* 6,276  48c* 4,684 85c 7,830
12¢ 6,267 49c¢* 4943  86¢* 7,870
13c 6,480 50c 4,932  87c 7,970
14c 6,692 5lc 6,236 88c 7,990
15¢* 7310  52c 5939  89c* 7,920
16¢ 6,251 53c 6,055 90c 7,970
17¢ 7678 54c 5351 9lc 8,070
18c 6,217  55c 6,468  92c* 8,060
19c* 6,752 56¢ 5,762  93c 8,180
20c 7,745 5Tc 5,684  94c 7,640
21c* 6,539 58c* 5,099  95c 8,190
22¢ 8,174 59c 5879  96c* 8,210
23c 6,815  60c 5775 97c 7,564
24c 7119 6lc 5337 98¢ 7,722
25¢ 6271 62c 4527  99c¢ 8,384
26¢* 5976  63c 5,842 100c 8,352
27c 6,207  64c 4996 101c 8,714
28¢c 6,101  65c* 4,588 102c 8,346
29c* 7,102 66¢ 6,161 103c 8,267
30c 7,187  67c* 5,262  104c 8,379
31c 7,236 68c 7,032 105c 8,627
32c 4,842  69c 7,583  106¢ 8,312
33c* 5547  70c 8,194 107¢ 8,127
34c 5339 71c* 7971 108c 8,236
35¢ 5358  72c* 8,728  109c 8,562
36¢ 6,129  73c 8,947 110c 8,217
37c 5712 74c 8,939

*Jedinjenja pripadaju test setu 1.
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Za izvodenje deskriptora, koris¢ene su cetiri GRID probe: hidrofobna (DRY), donor

vodoni¢ne veze (N1), acceptor vodoni¢ne veze (O) i proba koja opisuje oblik molekula

(TIP). Ove probe opisuju uobicajene tipove interakcija izmedu liganda i receptora.

Statisticki podaci za PCA model su dati u Tabeli 13. Tri PLS modela, izvedena na osnovu

razlicitih konformacija molekula 1c-110c, imaju dobre statisticke parametre i prediktivnost

(Tabela 14). Eksperimentalne 1 izracunate plC,, vrednosti su prikazane u Tabeli 15. Grafici

PLS koeficijenata, dobijeni sa tri latentne varijable, za svaki model, su prikazani na Slici 36.

Tabela 13. Statisticki parametri PCA modela

LV SSX SSXacc VarX VarXoee
1 35,30 35,93 35,28 35,28
o 2 17,76 53,69 17,46 52,74
E 3 6,46 60,15 6,17 58,91
O 4 4,66 64,81 442 63,33
5 455 68,96 3,99 67.31
1 39,03 39,03 38,40 38,40
o 2 11,07 50,10 10,67 49,07
o 3 8,13 58,23 7,86 56,93
I 5,05 63,28 481 61,74
5 3,28 66,55 3,05 64,78
1 38,37 38,37 37,73 37,73
< 2 9,60 47,97 9,15 46,88
g 3 7,08 55,04 6,74 53,62
> 4 6,38 61,42 6,16 59,79
5 411 65,64 3,90 63,69

Tabela 14. Statisticki parametri PLS modela# Modeli su izvedeni koridéenjem razli¢itih

konformacija molekula, kao $to je opisano u tekstu.

LV SSX SSX.c SDEC SDEP R? RZ. Qe Qi Qi
(5RG) (LTO) (LOO)

o 1 3473 3473 077 080 060 060 057 060 058
S 2 848 4321 066 073 071 071 064 068 0,65
2 3 1362 568 063 073 003 073 064 0,66 0,65
L 1 3963 396 071 073 067 067 065 062 065
° 2 778 4740 056 062 012 079 074 069 075
3 391 5131 048 062 005 084 075 072 0,76

. 136763676 075 077 063 065 060 060 060
5 2 769 4445 063 070 011 074 067 068 0,68
3 421 4866 055 073 006 080 065 066 0,66

* SSX- procenat sume kvadrata X objasnjen LV, SSXacc- akumulativni procenat sume kvadrata X objasnjen

LV, SDEC - standardna devijacija izracunavanja, SDEP - standardna devijacija predvidanja, R? - doprinos LV

koeficijentu korelacije modela, R?acc - akumulativni koeficijent korelacije modela, Q?acc - indeks prediktivne

sposobnosti modela
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Tabela 15. Eksperimentalno dobijene i izracunate pICso vrednosti.

Br. Eksp. Izracunato pICso Br. Eksp. Izracunato pICso
Jed. plCso Jed. pICso

OMEGA ROCS VINA OMEGA ROCS VINA
1c 5,921 6,187 6,371 6,388 56¢ 5,762 5,533 5,274 5,806
2c 6,567 6,857 6,374 6,082 57¢c 5,684 5,500 5,211 5,657
3c 7,796 6,920 7,023 6,904 58¢c 5,099 5,468 5,266 5,563
4c 7,584 6,821 6,868 6,860 59¢ 5,879 5,630 5,966 5,611
5¢ 5,398 6,484 6,578 6,823 60c 5,775 5,733 6,040 5,715
6c 7,886 7,213 6,587 6,906 61c 5,337 5,714 5,412 5721
7c 7,432 6,974 7,281 7,401 62¢c 4,527 6,085 5,717 5,665
8c 7,276 7,043 7,288 7,061 63c 5,842 6,000 5,708 5,678
9c 7,796 7,126 6,858 6,612 64c 4,996 5,749 5,172 5,533
10c 5,638 5,423 6,458 6,702 65¢c 4,588 5,655 5,649 5,986
11c 6,276 6,581 6,567 6,570 66¢ 6,161 5,655 5,713 6,187
12¢c 6,267 7,194 6,401 6,850 67c 5,262 5,705 5,440 5,957
13c 6,480 6,861 6,575 6,526 68c 7,032 7,886 7,596 7,551
l4c 6,692 7,520 6,008 6,207 69c 7,583 7,747 7,688 8,156
15¢ 7,310 6,451 6,846 5,723 70c 8,194 8,082 8,245 8,171
16¢ 6,251 6,944 5,669 6,692 71c 7,971 8,036 7,744 8,740
17c 7,678 7,034 7,696 6,778 72c 8,728 8,743 8,464 8,444
18c 6,217 7,308 6,155 5,773 73c 8,947 8,896 8,790 8,437
19c 6,752 6,827 7,058 6,888 T4c 8,939 9,012 8,840 8,646
20c 7,745 6,893 7,778 6,506 75¢ 8,426 8,797 8,217 8,353
21c 6,539 6,847 6,578 6,167 76¢ 8,506 8,339 7,974 8,500
22¢ 8,174 7,193 7,481 6,959 T7c 8,417 7,853 8,191 8,468
23c 6,815 6,974 7,349 6,910 78¢c 8,812 8,584 8,993 8,747
24c 7,119 7,074 6,830 7,254 79c 8,932 8,327 8,913 8,160
25¢c 6,271 6,845 7,042 6,791 80c 8,016 7,025 7,352 7,780
26¢ 5,976 6,687 6,396 5,955 81c 7,200 7,721 7,369 7,289
27c 6,207 6,929 6,347 6,180 82c 7,360 7,682 7,906 7,083
28c 6,101 6,828 6,311 6,573 83c 7,660 7,385 8,038 8,155
29c 7,102 6,930 7,008 6,700 84c 7,580 7,690 7,956 8,207
30c 7,187 6,852 6,500 6,834 85¢c 7,830 6,735 7,801 7,886
31c 7,236 6,818 7,104 6,660 86¢ 7,870 6,828 8,044 7,876
32c 4,842 6,747 6,558 6,839 87c 7,970 6,780 7,544 7,380
33c 5,547 6,495 5,796 5,983 88c 7,990 6,774 7,823 7,770
34c 5,339 6,619 5,912 6,317 89c 7,920 6,812 7,965 7,859
35¢ 5,358 6,730 5,760 6,313 90c 7,970 6,688 8,044 7,701
36c 6,129 6,751 6,297 6,087 9lc 8,070 6,760 7,964 7,797
37c 5,712 6,631 6,231 5,696 92¢c 8,060 6,588 7,624 8,056
38c 6,330 6,516 6,336 6,052 93¢ 8,180 6,978 7,833 8,098
39c 5,031 6,931 6,221 5,722 94c 7,640 6,676 7,755 7,976
40c 5,455 5,590 5,422 5,658 95¢ 8,190 6,875 7,891 8,020
41c 5,848 6,231 5,980 5,159 96¢ 8,210 6,874 8,059 7,739
42c 5,846 5,761 5,581 5,548 97c 7,564 8,067 7,420 7,340
43c 5,863 5,585 6,330 5,977 98¢ 7,722 7,917 7,630 7,717
44c¢ 6,036 6,166 6,181 5,907 99c 8,384 7,911 7,798 8,665
45¢ 6,143 5,885 5,506 6,214 100c 8,352 8,434 8,587 8,256
46c 5,551 5,473 5,389 5,440 101c 8,714 8,658 8,300 8,396
47c 5,710 5,455 5,155 5,328 102c 8,346 8,502 8,466 8,268
48¢c 4,684 5,464 4,992 5,044 103c 8,267 8,470 8,006 8,320
49c 4,943 5,441 5,193 5,239 104c 8,379 8,274 8,922 8,529
50c 4,932 5,806 5,146 5,551 105¢c 8,627 8,716 8,512 8,863
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51c
52¢c
53c
54c
55¢c
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5,939
6,055
5,351
6,468
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5,591
5,464
5,453
5,964

5,512
5,448
5,343
5,185
6,004

5,676 106c 8,312 8,650 8,441 8,543
5,586 107c¢ 8,127 8,258 7,844 8,336
5,987 108c 8,236 8,258 8,477 8,273
5,375 109c 8,562 8,783 8,669 8,472
5,583 110c 8,217 8,505 8,827 8,339
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Slika 36. Grafici PLS koeficijenata dobijeni sa 3LV za modele izvedene iz: (a) OMEGA
konformacija, (b) ROCS konformacija, (c) VINA konformacija. Tip varijabli je oznacen bojom:
DRY-DRY - zuta, O-O - ctvena, N1-N1 - plava, TIP-TIP - zelena, DRY-O - titkizna, DRY-NT -
roze, DRY-TIP - tamno plava, O-N1 - tamno zelena, O-TIP - ruzic¢asta, N1-TIP - siva. Varijable

oznacene crvenim brojevima su specificne za dati model.
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U daljem tekstu ¢emo opisati osnovna zapazanja o farmakofornim svojstvima molekula
koja imaju znacCajan uticaj na antiholinestraznu aktivnost jedinjenja, za svaki model
pojedinacno. Dve grupe jedinjenja sadrze takrinski fragment na jednom kraju molekula.
Zato treba naglasiti da su rezultati modela interpretirani na osnovu Siroko prihvacene
pretpostavke (zasnovane na kristalografskim podacima i podacima iz SAR studija) da se ova
jedinjenja vezuju za aktivno mesto AChE tako da takrinski fragment interaguje sa AS a
drugi aromaticni fragment molekula interaguje sa PAS. Ova pretpostavka je takode u skladu

sa dobijenim doking pozama za jedinjenja 1c-110c.
3.3.1.1. Kratak opis doking resenja

Detaljan opis poza molekula unutar supljine aktivhog mesta AChE dobijenih dokingom
je izvan okvira ovog teksta, ali je potrebno navesti nekoliko vaznih zapazanja. Sva jedinjenja
koja imaju takrinski fragment su smestena unutar aktivnog mesta AChE tako da takrinski
sistem kondenzovanih prstenova formira steking interakcije sa aromati¢nim prstenovima
boc¢nih ostataka Trp 84 1 Phe 330 koji pripadaju AS. Gornji aromati¢ni (dimeri takrina i
supstituisanih benzena, 68c-80c 1 97c-102¢) ili aliciklicni prsten (dimeri takrina i
ksanomelina 81c-96c¢) interaguje sa aromati¢nim prstenovima bocnih ostataka Trp 279 1 Tyr
70 koj pripadaju PAS. Kod doking poza piridinskih dimera (40c-59c) jedan aromatican
fragment interaguje sa AS, medutim, kako su jedinjenja veoma dugacka, drugi aromati¢ni
fragment ne moze da zauzme povoljnu konformaciju i interaguje sa ostacima PAS, vec¢
izlazi izvan Supljine aktivnhog mesta AChE. Doking poze dimernih hinazolinimina (12¢c-32c)
su veoma slicne takrinskim derivatima. Kod doking poza dimera hinazolinimina i lipo¢ne
kiseline (33c-38c) primecen je veci broj poza kod kojih lipoicna kiselina interaguje sa
aminokiselinskim ostacima AS. Vazne doking poze za pojedine molekule su prikazane na

Slici 37.
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—d
Slika 37. Doking poze: a) dimera takrina i ksanomelina, b) bispiridinijumskik?jedinjenja, 9)
heterodimera hinazolinimina, i d) heterodimera hinazolinimina i lipoi¢ne kiseline. Ligandi su
obojeni zutom bojom, ostaci koji pripadaju AS (Ttp 84 i Phe 330) narandzastom, a ostaci koji
pripadaju PAS (Trp 279 i Tyr 70) zelenom bojom.

3.3.2. Opis modela zasnovanih na razli¢itim konformacijama jedinjenja 1c-110c

3.3.2.1. Model zasnovan na konformacijama minimalne energije (OMEG.A model)

Najvaznije varijable za ovaj model su prikazane na Slici 38. Ekspresija vaznih varijabli za

sva jedinjenja data je u Prilogu 3a.

U O-O bloku, sve varijable koje su pozitivno korelisane sa aktivnoséu (odn. ja¢inom
dejstva jedinjenja) imaju visok uticaj na model i prisutne su samo kod najaktivnijih
jedinjenja. Varijabla O-O 147 (14,08 — 14,40 A) spaja MIF-ove povezane se dve sekundarne
amino-grupe linkera jedinjenja kod izduzenih konformacija dimera takrina i benzena, ili one
povezane sa protonovanim piridinskim azotom takrinskog fragmenta i udaljenom amino-
grupom linkera, kod savijenih konformacija dimera takrina i benzena i dimera takrina i

ksanomelina. Varijable O-O 150 (15,04 — 15,36 A), 156 (16,96 — 17,28 A) i 158 (17,60 —
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17,92 A, Slika 38a) spajaju MIF-ove povezane sa protonovanim piridinskim azotom
takrinskog fragmenta i udaljenom amino grupom linkera kod heterodimera takrina i
supstituisanih benzena. Prema tome, prisustvo dva donora vodonicne veze molekula, na
medusobnom prostornom rastojanju od 14,08 do 17,28 A, ima pozitivan uticaj na jacinu

dejstva jedinjenja i predstavlja strukturni motiv koji je prisutan samo kod najaktivnijih

derivata.

U N1-NT1 bloku, najinformativnije su varijable koje imaju negativan uticaj na model, tj.
one koje su negativno korelisane sa jacinom dejstva jedinjenja. Varijable 263 (18,24 - 18.56
A), 267 (19,52 — 19,84 A) i 268 (19,84 — 20,16 A) spajaju MIF-ove povezane sa dva
udaljena atoma kiseonika kod bispiridinijumskih derivata (40c-67c) ili sa dva heterociklicna
azota kod homodimernih hinazolinimina (12c-32c). Ove varijable su prisutne samo kod
jedinjenja sa najmanjom jac¢inom dejstva. Prema tome, dva akceptora vodoni¢ne veze na
medusobnom prostornom rastojanju veéem od 18,24 A imaju negativan uticaj na jacinu
inhibicionog dejstva prema AChE i ovaj strukturni motiv pravi jasnu razliku izmedu

derivata sa najmanjom jacinom dejstva i ostalih, aktivnijih jedinjenja.

U DRY-O bloku, varijabla 455 (13,76 — 14,08 A, Slika 38b) ima veliki pozitivan uticaj na
model 1 prisutna je kod najaktivnijih jedinjenja (Prilog 3a). Za veéinu dimera takrina i
supstituisanih benzena ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa hidrofobnim delom
takrinskog fragmenta molekula i udaljenom amino-grupom linkera. Ova jedinjenja imaju
izduzene konformacije. Kod heterodimera hinazolinimina (12¢-38c) ova varijabla spaja
MIF-ove povezane sa hinazoliniminskim prstenom i udaljenom amino-grupom linkera.
Kod dimera takrina i ksanomelina, ova varijabla se ne moze interpretirati na jednoznacan
nacin, zbog savijenih konformacija molekula. Ona spaja MIF-ove povezane sa
protonovanim piridinskim azotom takrina (HBD) i hidrofobnim delovima ksanomelinskog
tetrahidropiridinskog prstena, ili hidrofobnom oblasti sredisSnjeg dela linkera. Za neke
derivate, ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa hidrofobnim delovima ksanomelinskog
tetrahidropiridinskog prstena i sa amino grupom linkera. Varijabla 463 (16.32 — 16.64 A)
opisuje isti farmakoforni obrazac kao i varijabla 455. Varijabla 477 (20,80 — 21,12 A, Slika
38c) ima nesto manji pozitivan uticaj na model, ali je znacajna, zato $to pravi razliku
izmedu najaktivnijih jedinjenja (dimera takrina i supstituisanih benzena) i ostalih manje
aktivnih derivata. Kod nekih derivata, ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa

protonovanim piridinskim azotom na takrinskom fragmentu molekula (HBD) i
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hidrofobnom oblasti benzenovog prstena. U drugom slucaju, varijabla spaja MIF-ove
povezane sa hidrofobnim delovima takrinskog prstena i —OH grupom na fenilnom
fragmentu molekula. Prema tome, prisustvo hidrofobne grupe i donora vodonic¢ne veze na

medusobnom prostornom rastojanju od oko 20 A je farmakoforno svojstvo najaktivnijih

molekula.

Varijabla O-N1 745 (7,68 — 8.00 A, Slika 38d), iako je zbog svoje relativno male duzine
izrazena kod vedine jedinjenja, moze da pruzi informaciju o farmakofornim svojstvima
jedinjenja koja su povoljna za interakciju sa PAS vezivnim mestom AChE. Ova varijabla
spaja MIF-ove povezane sa medjusobno udaljenim amino grupama linkera (O) i sa alkoksi-
supstituentima (N1) na benzenskom fragmentu molekula, kod heterodimera takrina i
benzena. Ukoliko pretpostavimo da takrinski fragment molekula interaguje sa AS (. sa Trp
84) a da supstituisani benzenski fragment molekula interaguje sa PAS (tj. Trp 279) ova
varijabla moze da pruzi informaciju o povoljnim strukturnim elementima za vezivanje za
PAS. Kod heterodimera takrina i ksanomelina ova varijabla se ne moze interpretirati na
slican ili na isti nacin. Vecina ovih derivata u slucaju OMEGA modela je prisutna u
savijenim konformacijama, u kojima su dva aromati¢na fragmenta molekula (takrin i
ksanomelin) prostorno blizu. Kod ovih molekula varijabla O-N1 745 povezuje
odgovaraju¢e motive (HBD i HBA) na dva prostorno bliska aromaticna fragmenta u
konformaciji minimalne energije, koja je upotrebljena za izvodenje modela, ali su verovatno

ova dva fragmenta molekula prostorno udaljena u bioaktivnoj konformaciji.

Varijabla O-N1 768 (15,04 — 15,36 A, Slika 38e) ima najvedi pozitivan uticaj na model i
spaja MIF-ove povezane sa jednom od alkoksi-grupa benzenskog fragmenta (kod
heterodimera takrina i supstituisanih benzena) i proksimalnom amino-grupom linkera, ili
MIF-ove povezane sa protonovanim piridinskim azotom takrina i amidnom karbonilnom
grupom linkera, kod dimera takrina i ksanomelina. Ista varijabla povezuje MIF-ove koji
poti¢u od azotovog atoma hinazoliniminskog prstena i udaljene amino grupe linkera, kod
homodimernih hinazolinimina. Slicni strukturni elementi opisani su nesSto duzim
varijablama unutar ovog bloka. Ova varijabla je prisutna kod jedinjenja sa vecom jac¢inom

dejstva.

U O-TIP bloku, varijabla 849 (8,00 — 8,32 A) pruza informaciju o strukturnim
elementima koji su povoljni za interakciju liganada i sa AS i sa PAS vezivnhim mestima

AChE. Kod heterodimera takrina i ksanomelina ona spaja MIF-ove povezane sa
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protonovanim piridinskim azotom takrina (O) i aromati¢nim prstenom ksanomelina (TTP).
Ovo mogu biti strukturni elementi koji su povoljni za interakcije sa AS AChE. Kod
heterodimera takrina i benzena ista varijabla spaja MIF-ove povezane sa amino-grupom
linkera (O) 1 alkoksi grupama benzenovog prstena (TIP). Varijabla O-TIP 875 (16,64 —
16,96 A, Slika 38f) ima najveéi pozitivni uticaj u ovom bloku i opisuje farmakoforna
svojstva koja su povoljna za simultano vezivanje za oba vezivna mesta AChE (AS i PAS).
Ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa aromati¢nim prstenom takrina ili
hinazoliniminskom grupom (TIP) i wudaljenim amino-grupama linkera (O), kod

heterodimera takrina 1 supstituisanih benzena ili homodimernih hinazolinimina.

Slika 38. Najvaznije varijable izvedene iz OMEGA modela, zasnovanog na konformacijama
minimalne energije: (2) O-O 158 (16,96-17,92 A), (b) DRY-O 455 (13,76-14,08 A), (c) DRY-O 477
(20,80-21,12 A), (d) 745 O-N1 (7,68-8,00 A) (e) O-N1 768 (15,04-15,36 A), (f) O-TIP 875 (16,32-
16,64 A).

3.3.2.2. Model zasnovan na ROCS konformacijama

Najvaznije varijable ovog modela su prikazane na Slici 39. Ekspresija varijabli za sva

jedinjenja je data u Prilogu 3b.

U O-O bloku, varijabla 128 (Slika 392) ima najveéi negativan uticaj na celokupan
model. Ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa dva donora vodonicne veze na

prostornom rastojanju od 6,40 do 6,72 A, koji se mogu pripisati razlicitim strukturnim
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elementima jedinjenja, ¢ak 1 za molekule koji pripadaju istom podsetu. Za neka jedinjenja,
ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa dve amino grupe polimetilenskog linkera, $to je
farmakoforno svojstvo za koje se smatra da ima povoljan uticaj na jac¢inu inhibicionog
dejstva prema AChE.™” Varijable O-O 144 (11,52 — 11,84 A) i 161 (16,96 — 17,28 A)
pruzaju isti tip informacija kao i varijable 143, 150, 156 i 158 u OMEGA modelu, iako su

rastojanja neznatno razlicita.

U N1-NT1 bloku, varijabla 234 (5,76 — 6,08 A, Slika 39¢) ima najveéi pozitivan uticaj u
ovom bloku, iako nije prisutna kod najaktivnijih jedinjenja iz seta. Ova varijabla je
karakteristicna za ROCS model i moze da puzi informaciju u povoljnim farmakofornim
(strukturnim) svojstvima molekula za interakciju sa PAS. Kod dimera takrina i ksanomelina
(81c-96¢c) ona spaja MIF-ove povezane sa azotom tiadiazolinskog prstena i MIF-ove
povezane sa tetrahidropiridinskim ili amidnim azotom. Kod heterodimera takrina i benzena
ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa dve metoksi-grupe na benzenovom prstenu.
Stoga, prisustvo dva akceptora vodonicne veze na medusobnom prostornom rastojanju od
5,76 do 6,08 A, predstavlja povoljan strukturni motiv za interakciju liganada sa PAS.
Varijable 278 (19,84 — 20,16 A) i 280 (20,48 — 20,80 A) su sli¢ne varijablama 263-268 u
OMEGA modelu.

Varijabla DRY-O 475 (13,76 — 14,08 A) pruza isti tip informacije kao i varijabla 455 u
OMEGA modelu 1 ima najveci pozitivan uticaj u ovom bloku. Ona opisuje donekle razlicte
strukturne elemente dimera takrina i ksanomelina u odnosu na istu varijablu u OMEGA
modelu. Ova jedinjenja u ROCS modelu imaju izduzene konformacije dok su u OMEGA
modelu u donekle savijenoj konformaciji. Ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa
ksanomelinskim fragmentom molekula (DRY) i sa protonovanim piridinskim azotom
takrina ili udaljenom amino grupom linkera (O), zavisno od duzine linkera u molekulu 1
njegove konformacije. Varijabla DRY-O 496 (20,48 — 20,80 A) pravi jasnu razliku izmedu
najaktivnijih jedinjenja i ostalih, manje aktivnijih jedinjenja u setu, i pruza isti tip informacije
kao i varijabla 477 u OMEGA modelu. Varijabla O-N1 805 (15,68 — 16,00 A, Slika 39d)

ima najvedi pozitivan uticaj na model i zajedno sa srodnim varijablama (803 1 806) daje isti

tip informacija kao i varijabla 768 u OMEGA modelu.

U O-TIP bloku, varijabla 888 (7,68 -8,00 A) odgovara varijabli 849 u OMEGA modelu
1 pruza informaciju o povoljnim strukturnim elementima za simultanu interakciju jedinjenja

i sa AS i sa PAS mestom AChE. Varijabla O-TTP 930 (21,12 — 21,44 A) je prisutna samo
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kod najaktivnijih jedinjenja u setu 1 spaja MIF-ove povezane sa protonovanim piridinskim
azotom takrina (O) i drugim aromati¢nim krajem heterodimera takrina i benzena, 1 takrina i

ksanomelina (TIP).

Slika 39. Najvaznije varijable modela zasnovanog na ROCS konformacijama: (a) O-O 128 (6,40-
6,72 A), (b) O-O 147 (12,48-12,80 A), (c) N1-N1 234 (5,76-6,08 A), (d) O-N1 805 (15,68-16,00 A),
() O-TIP 930 (21,12-21,44 A).

3.3.2.3. Model zasnovan na VINA konformacijama

Najvaznije varijable ovog modela su prikazane na Slici 40, a ekspresija varijabli je data u

Prilogu 3c.

Varijabla DRY-DRY 66 (21,12 — 21,44 A, Slika 40a) ima umeren negativan uticaj na
model i prisutna je samo kod manje aktivnih jedinjenja. Ona spaja MIF-ove povezane sa
dve benzil-grupe piridinskih heterodimera (40c-67c). Kod dualnih inhibitora AChE, jedan
aromatican fragment molekula interaguje sa AS (Trp 84), linker interaguje sa
aminokiselinskim ostacima koji se nalaze negde u sredini $upljine aktivnog mesta, a drugi
aromaticni fragment interaguje sa PAS (Trp 279). Zavisnost jacine inhibicionog dejstva
prema AChE od duzine linkera je dobro dokumentovan u literaturi.” Prema tome, ova
varijabla pokazuje da velika duzina linkera kod dualnih inhibitora AChE prouzrokuje
smanjenje u jacini inhibicionog dejstva. Kada je linker previse dugacak drugi aromaticni
fragment ne moze da se pozicionira tako da ostvari povoljnu interakciju sa

aminokiselinskim ostacima koji pripadaju PAS (tj. Trp 279).
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Varijabla 123 (8,64 — 8,96 A) ima visok pozitivan uticaj u O-O bloku. Kod razlicitih
podsetova jedinjenja, ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa razli¢itim strukturnim
elemenatima jedinjenja. Kod dimera takrina i ksanomelina (81c-96¢) ova varijabla spaja
MIF-ove povezane sa protonovanim piridinskim azotom takrina i proksimalnom amino-
grupom linkera. Kod dimera takrina i supstituisanih benzena (39¢c, 68c-80c, 97¢c-110c¢) i kod
heterodimera hinazolinimina (12c-32c) ova varijabla spaja MIF-ove povezane sa dve
amino-grupe linkera. Varijabla O-O 135 (12,48 — 12,80 A) odgovara varijabli 143 u
OMEGA, odnosno varijabli 147 u ROCS modelu, ali ima nizak pozitivan uticaj na model.
Varijabla 147 (16,32 — 16,64 A) kod dimera takrina i supstituisanih benzena spaja MIF-ove
povezane sa protonovanim piridinskim azotom na takrinu i udaljenom amino grupom

linkera. Ona odgovara varijabli 158 u OMEGA, odnosno varijabli 161 u ROCS modelu.

N1-N1 blok varijabli pruza isti tip informacija kao i kod ostala dva modela; varijabla
241 (16,68 -16,00 A) odgovara nesto duzim varijablama (>18 A) u druga dva modela. U
DRY-O bloku, varijabla 427 (13,76 — 14,08 A) pruza isti tip informacija kao i varijable 455 i
475 u OMEGA i ROCS modelima. Isto vaZi i za varijablu 444 (19,20 — 19,52 A) koja
odgovara varijablama 477 1 496 u OMEGA i ROCS modelima.

U O-NT1 bloku, varijable 697 (8,00 — 8,32 A, Slika 40b) i 698 (8,32 — 8,64 A) imaju
umeren negativan uticaj na model. Ove varijable opisuju iste strukturne i farmakoforne
elemente jedinjenja kao i varijabla 745 u OMEGA modelu, u kome ima pozitivan uticaj na
model (odn. pozitivno je korelisana sa jacinom dejstva jedinjenja). Ova varijabla spaja MIF-
ove povezane sa udaljenom amino-grupom linkera i sa alkoksi-supstituentima na
benzenovom prstenu, kod heterodimera takrina i supstituisanih benzena. Ovakav
farmakoforni obrazac ima povoljan uticaj na jacinu inhibicionog dejstva u OMEGA
modelu, a nepovoljan u VINA modelu, koji je zasnovan na konformacijama dobijenim

dokingom. Varijabla O-N1 723 (16,32 — 16,64 A) ima najveci pozitivan uticaj na model 1
pruza isti tip informacije kao 1 varijable 768 1 805 u OMEGA, odnosno ROCS modelu.

Varijabla O-TTP 791 (7,36 — 7,68 A, Slika 40) opisuje iste strukturne elemente molekula
kao i varijable 849 1 888 u OMEGA i ROCS modelu, ali ima veoma nizak pozitivan uticaj
na model. Varijabla 832 (20,48 — 20,80 A) je ista kao i varijabla 930 u ROCS modelu i

prisutna je samo kod najaktivnijih derivata u setu.
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Slika 40. Najvaznije varijable u VINA modelu: (a) DRY-DRY 66 (21,12-21,44 A), (b) O-N1 697
(7,68-8,00 A), (c) O-TIP 791 (7,36-7,68 A).

Najvaznije varijable za sva tri modela, njihova ekspresija i strukturni elementi jedinjenja
koji su njima opisani, su prikazani u Tabeli 16. Nezavisno od konformacije molekula koja je
upotrebljena za izvodenje modela, sva tri modela imaju dobre statisticke parametre i
unutrasnju prediktivnost. Komparativna analiza OMEGA, ROCS i VINA modela,
prikazana u Tabeli 16, pokazuje da su najvaznije varijable prisutne u sva tri modela.
Strukturni elementi i farmkoforna svojstva jedinjenja koja imaju pozitivan uticaj na jac¢inu

inhibicionog dejstva prema AChE su:

- Protonovan piridinski azot (takrinskog fragmenta) 1 udaljena amino-grupa linkera, ili
dve amino-grupe linkera na prostornom rastojanju veéem od 14 A. Ove strukturne

elemente opisuju relativno dugacke O-O varijable.

- Protonovani piridinski azot (O) i udaljena hidrofobna oblast (DRY) na molekulima
(ksanomelinski ili fenilni fragment) koja interaguje sa PAS AChE. Ovi strukturni
elementi su opisani varijablama 477, 496 1 444 u OMEGA, ROCS i VINA modelima.
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- Proksimalna amino-grupa linkera (O) i alkoks-supstituenti na benzenovom prstenu ili

imino-grupa hinazoliniminskog prstena (N1) opisana varijablama 768, 805 odnosno

723 u OMEGA, ROCS odnosno VINA modelu. Ove varijable imaju najvedi

pozitivan uticaj kod sva tri modela.

- Protonovani piridinski azot (O) 1 aromati¢ni deo na suprotnom kraju molekula (TIP)

§to je opisano varijablama 876, 930 odnosno 832 u OMEGA, ROCS odnosno VINA

modelu.

Tabela 16. Najvaznije varijable u OMEGA, ROCS i VINA modelima

B.l .Ok . OMEGA ROCS VINA Strukturni elementi* Ekspresija varijabli
varijabli
DRY-DRY / / 66 (31,12-21 44+ [\romaténiprstenovi - Samo za jedinjenja sa
piridinskih dimera manjom ja¢inom dejstva
Najveci negativan
0-0 / 128 (6,40-6,72) 114 (5,76-6,08) Razliciti uticaj. Prisutna kod
vecine jedinjenja
e Samo kod jedinjenja sa
147 (14,08-14,40)  144(11,52-11,84) Nizak uticaj dNH’N&ﬁ‘ pNH- najvecom jadinom
dejstva
e Samo kod jedinjenja sa
150-138 (16,96- 161 (19,96-17,28) 147 (16,32-16,64) dNH-Npyr ili pNH- najvecom jadinom
17,92) dNH .
dejstva
Najvedi pozitivan uticaj
N1-N1 / 234 (5,76-6,08) / Vezivanje za PAS unutar bloka. Kod vecine
jedinjenja.
263-268 (18,24 278,280 (19,84 Kisconici oksimskog Samo za jedinjen
: i ’ S 241 (15,68-16,00) dela molekula kod amo za jedinjenja sa
20,16) 20,80) S . manjom jac¢inom dejstva
piridinskih homodimera
DRY-O 455 (13,76-14,08) 475 (13,/6-14,08) 427 (13,76-14,08) Tac-dNH Za vedinu jedinjenja
463 (16,32-16,64) / 435 (16,32-16,64) Tac-dNH Za veéinu jedinjenja
Samo kod jedinjenja sa
477 (20,80-21,12) 496 (20,48-20,80) 444 (19,20-19,52) Benzen-Npyr najve¢om jacinom
dejstva
696-698 (7,68- dNH-Obenz, kod
O-N1 745(,7’68—8’90). / 8,64) Negativan dimera taktina i Za vedinu jedinjenja
Pozitivan uticaj .o,
uticaj benzena
Najveci pozitivan
768 (15,04-15,36) 805 (15,68-16,00) 723 (16,32-16,64) pNH-Obenz uticaj. Prisutna kod
vecine jedinjenja
q -
849 (8,00-8,32) 888 (7,68-8,00) 7?1 (7,36 7’.68) Npyr-tac — dNH- e
O-TIP o e o e Nizak negativan ’ Za velinu jedinjenja
Pozitivan uticaj Pozitivan uticaj o Obenz
utlca]
876 (16,64-16,96) / / dNH-tac Za vedinu jedinjenja

/

930 (21,12-21,44)

832 (20,48-20,80)

Npyt-krajnji fragment

Samo kod jedinjenja sa
najve¢om jacinom
dejstva

*Objasnjenja: tac — takrinski fragment; dNH-distalna amino-grupa linkera, u odnosu na takrin; pNH-
proksimalna amino-grupa linkera, u odnosu na takrin, Npyr-piridinski azot, Obenz-alkoksi supstituenti na
benzenovom prstenu. ** Rastojanja u zagradi su data u angstremima.

Sve opisane varijable 1 njima pridruzeni strukturni elementi jedinjenja, ukazuju na

vaznost prisustva protonovanog piridinskog azota u molekulima za inhibiciono dejstvo
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prema AChE. Kristalne strukture AChE sa takrinom kao ligandom ili njegovim
homodimerima pokazale su da protonovani piridinski azot formira vodonicnu vezu sa
karbonilnom peptidnom grupom His 440, koji pripada katalitickoj trijadi enzima.’™
Heterodimeri hinazolinimina (12c—32c) imaju povoljne strukturne elemente za veliku jac¢inu
inhibicionog dejstva prema AChE, slicne onima koji se mogu naci kod heterodimernih
takrinskih inhibitora. Na ovo ukazuje prisustvo veoma intenzivnih DRY-O i O-TIP (455 1
875, OMEGA model) varijabli kod oba podseta inhibitora. Medutim, heterocikli¢ni azot
heterodimera hinazolinimina ima nizu pK, vrednost u odnosu na piridinski azot takrinskih
inhibitora 1 stoga nije protonovan na pH 8,00 (pH vrednost na kojoj se izvodi enzimski
test). Stoga varijable koje su takode vazne za inhibicionu aktivnost prema AChE, O-O 158 1
DRY-O 477, koje povezuju MIF-ove koji poticu od protonovanog piridinskog azota
takrinskog fragmenta sa drugim strukturnim elementima inhibitora, nisu prisutne kod
heterodimera hinazolinimina. Zbog vaznosti ovog zapazanja za interpretaciju modela,
mikrostanja protonovanja su procenjena nezavisnim softverom (ADMET Predictor,

Simulations Plus, Inc)™”

za dva reprezentativna jedinjenja koja pripadaju heterodimernim
hinazoliniminima (jedinjenje 16¢) i dimerima takrina i supstituisanih benzena (jedinjenje
107c). Predominantna mikrostanja na pH 8,00 su prikazana u Tabeli 15, 1 na Shemama 54 i
55. Dobijeni rezultati su saglasni stanjima protonovanja koja su odredena u programu
Pentacle i pokazuju da je piridinski azot jedinjenja 107¢c protonovan, a da heterociklicni
azot jedinjenja 16¢ nije protonovan na pH 8,00. Prema tome, nemoguénost protonovanja
heterociklicnog azota na pH 8,00, kod heterodimernih hinazolinimina se moze smatrati

osnovnim razlogom za nizu jacinu inhibicionog dejstva ovog podseta jedinjenja u odnosu

na dualne inhibitore koji sadrze takrin.

Tabela 17. Prosecna stanja protonovanja izracunata za jedinjenja 16¢ i 107c, na pH 8.02,
procenjena programom ADMET Predictor.

0/
1 5
\N/\/\/N\/\N/ I = N/\/\/\/N
2 3 4 H 2 3
1 N (prsten) 0.0000 1 N (ar) 0.9580
2 =N- 0.9635 2 -NH- 0.0000
3 >N- 0.0180 3 NH- 0.9005
4 =N- 0.9202
5 N (prsten) 0.0000
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Shema 54. Predominantna mikrostanja za jedinjenje 16¢ u sirokom opsegu pH vrednosti,

procenjena programom ADMET Predictor.
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Shema 55. Predominantna mikrostanja za jedinjenje 107¢ u sirokom opsegu pH vrednosti,
procenjena programom ADMET Predictor.
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Strukturni motiv jedinjenja koji ima najveci nepovoljan uticaj na inhibicionu aktivnost
prema AChE, kod sva tri izvedena modela, jeste prisustvo dva akceptora vodonicne veze
na medusobnom prostornom rastojanju veéem od 18 A. U ove strukturne elemente
spadaju dva kiseonika oksimskog fragmenta homodimernih piridinskih inhibitora (40c-67c)

1 dva neprotonovana heterociklicna azota kod homodimernih hinazolinimina (12c-32c).

Najvece razlike izmedu OMEGA, ROCS i VINA modela mogu se nadi za relativnho
kratke varijable (< 8,00 A). Pokusali smo da identifikujemo kratke varijable, koje bi
opisivale strukturne elemente koji su povoljni za interakciju sa AS ili sa PAS AChE.
Ovakve varijable su identifikovane u tri bloka: N1-N1, O-N1 i O-TIP, ali one nisu prisutne
u svim modelima, ili nemaju isti uticaj (pozitivan ili negativan) na model. Takode su
izvedeni parcijalni modeli za dimere takrina i supstituisanih benzena (68c-110c), u nameri
da se identifikuju varijable koje opisuju povoljne strukturne elemente za interakciju sa PAS.
Iako su dobijeni statisticki relevantni modeli, kratke varijable su imale niZe intenzitete nego
odgovarajuce varijable kod prvobitno dobijenth OMEGA, ROCS i VINA modela. Osim
toga, krace varijable je tesko interpretirati na jednoznacan nacin, bududi da su one opisivale
razlicite strukturne elemente jedinjenja, ¢ak i unutar istog podseta inhibitora. Ovo se
narocito moze zapaziti u N1-N1 bloku varijabli za sva tri modela. Kratke varijable imaju
visok pozitivan uticaj u sva tri modela, ali se ne moze doneti opsti zakljuc¢ak o tome koji su
strukturni elementi jedinjenja opisani ovim varijablama. U nekim slucajevima, kratke
varijable imaju razliciti uticaj (pozitivan ili negativan) i razliciti intenzitet (visok ili nizak) u
razlicitim modelima, pa su uopsteno govoreéi manje interpretabilne u opisu odnosa

strukture 1 aktivnosti za ispitani set (1c-110c) inhibitora.

Jos jedna razlika koja je zapazena izmedu OMEGA, ROCS i VINA modela je razliciti
doprinos DRY-DRY varijabli. Kod OMEGA modela relativno kratke varijable su
negativno korelisane sa jacinom dejstva derivata, dok je kod VINA modela zapazena
obrnuta situacija. Kod ROCS modela su sve DRY-DRY varijable pozitivno korelisane sa

aktivnoscu.
3.3.3. Polja molekulskih interakcija aktivhog mesta AChE

Polja molekulskih interakcija su izracunata za aktivno mesto AChE, koriste¢i GRID
probe koje odgovaraju (opisuju) vaznim strukturnim motivima inhibitora iz seta. To su:

N1= proba koja odgovara protonovanom piridinskom azotu, N1: proba, koja odgovara
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amino grupi linkera i DRY (hidrofobna) proba. Ovi strukturni motivi su prisutni kod
vecine inhibitora u setu (1c-110c). Koris¢ena je i OC1 proba koja opisuje alkoksi
supstituente prisutne kod heterodimera takrina i supstituisanih benezena (68c-79c 1 97c-
110c). Polja koja su dobijena izracunavanjem sa N1= probom su predstavljena na Slici 41a,
na izokonturnom nivou energije od —8,0 kcal/mol. Vazni minimumi polja mogu se naci
blizu karbonilne grupe His 440, hidroksilne grupe boc¢nog ostatka Ser 203 i karboksilne
grupe Glu 199. Prva dva aminokiselinska ostatka pripadaju katalitickoj trijadi enzima, a
Glu199 je takode vazan za katalizu hidrolize ACh, posto stabilizuje prelazno stanje tokom
acilovanja Ser 200, elektrostatickom interakcijom sa imidazolovim prstenom His 440. Ovi
rezultati su saglasni sa pretpostavkom da protonovani piridinski azot takrina formira
vodoni¢nu vezu sa peptidnom karbonilnom grupom His 440. Prose¢no rastojanje izmedu
peptidnog karbonilnog kiseonika His 440 i centroida na indolovom prstenu Trp 279 krece
se od 16,50 A do 17,50 A u razli¢itim kristalnim strukturama AChE.”” Ovo rastojanje
odgovara DRY-O varijablama 437-439, kod OMEGA, ROCS i VINA modela, koje su
prisutne kod jedinjenja u setu koja imaju najvecu jacinu dejstva i spajaju MIF-ove povezane
sa protonovanim piridinskim azotom na takrinu 1 udaljene, aromaticne hidrofobne grupe
jedinjenja (68c-110c). DRY polja su predstavljena na Slici 41b, na izokonturnom nivou
energije od —2,0 kcal/mol. Tti vazna minimuma su locirana izmedu Trp 279 i Tyr 70 (PAS)
i izmedu Trp 84 i Phe 330 (AS). Tre¢i minimum je lociran blizu Trp 432. Polozaj
minimuma DRY polja je u skladu sa dobro poznatima eksperimentalnim rezultatima
(kristalnim strukturama) dobijenim za mesto i nacin vezivanja dualnih inhibitora unutar

supljine aktivnog mesta AChE.

Minimumi polja za N1: probu se nalaze blizu hidroksilne grupe Ser 2806, na ivici ulaza u
Supljinu aktivhog mesta, na suprotnoj strani od aminokiselinskih ostataka koji pripadaju
PAS. Relativno veliki minimum za istu probu se nalazi i blizu peptidne karbonilne grupe
Trp 279, bo¢nog ostatka Asn 280 1 karboksilatnog anjona boc¢nog ostatka Glu 278. U AS
vezivnom mestu, minimumi N1: probe se nalaze blizu peptidnih karbonilnih grupa Trp 84 i
Asn 85. Ova polja za N1: probu su prikazana na Slici 41c, na izokonturnom nivou od
energije —8,0 kcal/mol. Minimumi polja za OC1 probu se nalaze blizu peptidne karbonilne
grupe Trp 279, bo¢nog ostatka Asn 280 i blizu hidroksilne grupe Ser 286 (Slika 41d).
Detaljnijim uvidom u doking poze dobijene za derivate 68c-80c 1 97¢-110c zapazeno je da
se amino grupe linkera i alkoksi grupe na benzenovom prstenu ne nalaze blizu minimuma

polja dobijenih za N1: i OC1 probu. U ovom slucaju izracunata polja molekulskih
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interakcija ne mogu se dovesti u vezu sa mogucim polozajima inhibitora u aktivhom mestu

AChE dobijenim doking izracunavanjima.

Slika 41. MIF-ovi izracunati za aktivho mesto ACh A. N1= proba, B. DRY proba, C. N1: proba,
D. OC1 proba.

3.3.4. Prediktivnost modela

Unutrasnja prediktivnost modela je testirana metodama unakrsne validacije (LOO, LTO
i RG, Tabela 14). Medutim, koeficijent unutrainje prediktivnosti, 4° je prema nekim
autorima neophodan, ali ne i dovoljan statisticki parametar koji opisuje prediktivnost
modela.”™ 1z ovih razloga, originalni set inhibitora (1c-110c) je nasumi¢no podeljen na
osnovni set (set za izvodenje modela koji sadrzi 78 jedinjenja, u daljem tekstu ,,redukovani
osnovni set®) 1 test set 1 (32 jedinjenja, u daljem tekstu ,.test set 1) da bi se odredio
prediktivni koeficijent korelacije, #,,,. Jedinjenja koja pripadaju test setu 1 su oznacena
zvezdicom (*¥) u Tabeli 12. Modeli su izvedeni 1 prediktivnost je izracunata za sva tri tipa

konformacija jedinjenja (OMEGA, ROCS i VINA). Statisticki parametri PLS modela
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izvedenih iz redukovanog osnovnog seta nisu se razlikovali znacajno od parametara modela
koji su izvedeni za originalni set od 110 jedinjenja. Takode, ovi modeli imaju sve vazne
varijable kao 1 prethodno izvedeni modeli. Prediktivni koeficijenti korelacije VZW, i
standardne greske predvidanja (SDEP) za test set 1 su prikazani u Tabeli 18.
Eksperimentalne i predvidene pICy, vrednosti su prikazane u Tabeli 191 na Slici 42. Kao 1
kod modela izvedenog za originalan set jedinjenja, model zasnovan na ROCS
konformacijama za redukovani osnovni set imao je najbolju prediktivhost, u poredenju sa
druga dva modela (OMEGA i VINA) sa VZPW = 0,834 (za 3LV). Kod test seta 1, za sva tri
tipa konformacija, predvidene plIC;, vrednosti za vecinu jedinjenja su odstupale za manje
od jedne logaritamske jedinice od eksperimentalno odredenih vrednosti. U OMEGA test
setu 1, predvidene plIC, vrednosti su samo za neka jedinjenja znacajno odstupale od
eksperimentalnih. To su jedinjenja 15c i 107c (znacajno nize izracunate pIC,) i 65c i 84c
(znacajno vise izracunate plCg). Jedinjenja 15c i 107c su prisutna u savijenim
konformacijama pa za njih nisu bile prisutne vazne, relativno dugacke, varijable velikog
intenziteta (O-O 158, DRY-O 477 1 O-N1 768). Ovo se moze smatrati osnovnim razlogom
za losu prediktivnost jacine dejstva ovih jedinjenja. U test setu 1, zasnovanom na ROCS
konformacijama jedinjenja (koja se nalaze u izduzenim konformacijama) prediktivnost za
jacinu dejstva ovih derivata je zadovoljavajuca. Jacina inhibicionog dejstva jedinjenja 65c,
nije dobro predvidena ni u jednom test setu 1 i za sada nemamo objasnjenje za to.

. vrednosti dobijenih za OMEGA, ROCS 1
VINA konformacije jedinjenja (0,752, 0,834 1 0,679) u odnosu na razlike izmedu vrednosti

ZapaZeno je da postoje veée razlike izmedu

za q2 (RG), izvedene za originalni set jedinjenja (0,64, 0,75 i 0,65). Prema tome VZPW,
vrednosti su osetljivije na tip konformacija koji se koristi za izvodenje modela 1 test

prediktivnosti.

Tabela 18. Prediktivna sposobnost modela (izrazena kroz #%,.q vrednosti) za test set 1 (OMEGA,
ROCS i VINA konformacije) i test set 2 (OMEGA, ROCS i VINA konformacije) za razlicite
dimenzionalnosti modela (broj LV). Najbolje vrednosti za 7%.s i SDEP su prikazane masnim
slovima.

1LV 2LV 3LV 4LV 5LV
2 SDEP ~# SDEP # SDEP # SDEP # SDEP
OMEGA 0,750 0,641 | 0,725 0,672 0,752 0,638 0,622 0,788 | 0,609 0,801
ROCS 0,702 0,699 0777 0,605 0,834 0,522 0,793 0,582 0,795 0,580
VINA 0,627 0782 0,679 0,725 0657 0,750 0,619 0,790 @ 0515 0,892
OMEGA 0360 0,803 | 0397 0,779 @ 0423 0,762 0,314 0814 @ 0,469 0,731
ROCS 0452 0,739 0,581 0,647 0460 0734 0482 0,719 0533 0,683
VINA 0,556 0,655 0,670 0,565 @ 0672 0,563 0,740 0,501 @ 0,712 0,528

Test
set 1

Test
set 2
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Tabela 19. Eksperimentalno odredene i predvidene pICso

vrednosti za test set 1.

R. br Eksperimentalne Predvidene pICso
Jed. pICs OMEGA ROCS VINA
1c 5.921 6.310 6436 5918
2c 6.567 6.225 6362 5.893
7c 7.432 6.935 6870  5.945
12¢ 6.267 6.954 6234 6911
15¢ 7.310 5.884 6391  5.951
19¢ 6.752 6.864 6545  7.027
21c 6.539 6.854 6403  6.908
26¢ 5.976 6.323 6.623  7.140
29¢ 7.102 6.753 6.405  6.028
33c 5.547 6.344 6191 6131
40c 5.455 5.520 5509 5.699
42¢ 5.846 5.374 5663 6328
46¢ 5.551 5.683 5435 G144
48¢c 4.684 5.482 5242 5425
49c¢ 4.943 5.598 5408 5.803
58¢ 5.099 5.471 5509 5.780
65¢ 4588 6.192 5680  6.263
67c 5.262 6.225 5573 6.091
71c 7.971 7.999 7.862  8.636
72¢ 8.728 8.818 8499 8558
75¢ 8.426 8.452 7.923 8333
80c 8.016 7.114 6951  7.446
84c 7.580 8.598 8572 7.128
86c 7.870 7.761 7353 7.302
89c 7.920 7.706 7166 7.831
92¢ 8.060 7.797 7591 7.532
96¢ 8.210 8.138 7.966  7.349
98¢ 7.722 7.155 7.639 7991
100c 8.352 7.849 8347 8491
103c 8.267 8.108 7.923  7.681
105¢ 8.627 8.836 8914 8255
107¢ 8.127 6.925 7.874  7.842

152



(o]

Procenjene plCso
Procenjene plCso

Procenjene plCso
Procenjene plCso

5 6 7 8 9

Procenjene plCso
Procenjene plCso

5 & 1 8 9 s & 71 8 9
Eksperimentalne plCso e Eksperimentalne plCso f

Slika 42. Eksperimentalne i predvidene pICsy vrednosti za test set 1 (a) OMEGA konformacije, (b)
ROCS konformacije, (c) VINA konformacije; i test set 2 (d) OMEGA konformacije, (¢) ROCS
konformacije, (f) VINA konformacije.

Podela seta jedinjenja na osnovni i test set obi¢no daje zadovoljavajuce statisticke
parametre prediktivnosti, bududi da su jedinjenja u test setu obi¢no kongeneri ili strukturno

veoma slicna jedinjenjima u osnovnom setu. Dalje smo ispitali da li se izvedeni modeli
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mogu koristiti za predvidanje jacine dejstva strukturno razlicitih jedinjenja i jedinjenja cija je
aktivnost odredivana na enzimu iz razlicitog izvora (humana AChE). Slicno ispitivanje
sproveli su Bernard i saradnici.”” Osnovni set inhibitora AChE sastojao se iz 82 N-
sastojao iz 29 N-benzilpiperidina ¢ija je aktivnost odredena na humanoj AChE. Model je
pokazivao dobru prediktivnost, pokazuju¢i da je moguce da se predvidi jacina dejstva
jedinjenja koja su testirana na enzimu iz razli¢itog izvora 1 u donekle razlicitim

eksperimentalnim uslovima (pH, temperatura).

Za test set 2, izabrano je 40 jedinjenja: 2,4-disupstituisani pirimidini (111c-119c,
strukturno razliciti i1 testirani na HzAChE), heterodimerni derivati takrina (121c-123c,
strukturno slicni, ali testirani na H#AChE), derivati piperidina (124c-134c, strukturno
razli¢iti 1 testirani na EeAChE), derivati indanona (135c-145c¢, strukturno razIiciti i testirani
na EeAChE) i heterodimeri takrina i ferulinske kiseline (145c-150c, strukturno sliéni 1
testirani na EeAChE). Stukture ovih jedinjenja su prikazane na Shemi 56. Za predikciju su
koris¢eni originalni modeli (OMEGA; ROCS i VINA) izvedeni za 110 inhibitora AChE.
Statisticki parametri prediktivnosti (rzmdi SDEP) su prikazani u Tabeli 18 (poslednja tri
reda) a izracunate 1 predvidene pICy, vrednosti su prikazane u Tabeli 20 i na Slici 42. 1z
Tabele 18 se vidi da je rzmd jako osetljiva na tip konformacija koji se koristi za izvodenje
modela i test prediktivnosti. Ova vrednost varira od nezadovoljavajuce, 0,469 (OMEGA
model) do zadovoljavajuée prediktivnosti (0,740) za VINA model. Jacina dejstva za neke
od 2,4-disupstituisanih pirimidina je lose predvidena u OMEGA 1 ROCS test setu 2. Ovi
molekuli su znac¢ajno manji od molekula u originalnom osnovnom setu iz koga su izvedeni
modeli. Verovatno je da se ova jedinjenja ne vezuju simultano za oba vezivna mesta AChE
(AS i PAS) i stoga je znacajno manji broj hidrofobnih kontakta izmedu ovih inhibitora i
aminokiselinskih ostataka u aktivnhom mestu AChE. Medutim, individualni doprinosi
velikog broja kratkih varijabli koja postoje za ova jedinjenja daju doprinos precenjenim
plC,, vrednostima. Predvidene plC,, vrednosti za jedinjenja 148c (OMEGA test set 2) i
149c¢  (ROCS test set 2) takode znacajno odstupaju od eksperimentalnih, iako su ova
jedinjenja strukturno slicna heterodimerima takrina i1 benzena (68c-79c i 97¢-110c) 1
testitana na EeAChE, bez potrebe za renormalizacijom IC,, vrednosti. Konformacije
koriS¢ene za ova jedinjenja su bile savijene, pa relativho dugacke varijable visokog
intenziteta ne postoje za ova jedinjenja. Zbog toga su predvidene pIC;, vrednosti nesto nize

u odnosu na eksperimentalne.
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R,= 111c, 115c: pirolidin
112c, 116c: morfolin
113c, 118c: tiomorfolin

114c, 119c: 4-metilpiperidin
NH 115: N-acetilpiperazin

NH
“ N Z N
|
S s

J_, R; | Rz

111¢c-115¢ 116c-119c

"
(n)
[
Ry
120c-122c

124c-132c: R=benzhidril, R1= 124c: H, 125c: 4-F,

AN A ,
N Tr ©_R1 126¢: 4-NO,, 127¢: 4-'Bu, 128¢: 4-Pr, 129¢: 3-Cl,

o] 130c: 3-F, X=NH, 131c: 4-Cl|, X=NH, 132c: 4-F,
RO 133c, 134c: R=benzil, R1:4-rBu ili 4-'Pr.
/O
A0 o .
135¢-139c¢: Ry=piperdin, n=3-6i 9
- Ny 140c: n=4, Ry=pirolidin (9]
o | 141c: n=4, R,=dietilamin (r{) 0
] o) 2N 142¢: n=6, R;=imidazol N°
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Rj
135c-142¢ o 143¢c-145¢c: n=2,3ili 5
n v/
an” "y
H
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-~ o]
N ~

146¢-150c: n=2-5i 8.

Shema 56. Strukture jedinjenja 111c-140c iz test seta 2
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Tabela 20. Eksperimentalno odredene i predvidene pICso
Vrednosti za test set 2.

R.br. Eksperimentalne Predvidene pICso
Jed. pICs OMEGA ROCS VINA
111c 5.130 5.945 5.863 5.401
112¢ 5.006 6.106 5.946 5.558
113c 4.879 6.005 5.862 5.564
114c 5.356 6.044 5.797 5.577
115¢ 5.002 6.409 5.964 5.703
116¢ 5.561 5.903 5.861 5.401
117¢ 5.134 6.284 6.007 5.383
118c 5.194 5.828 5915 5.399
120c 4.889 6.006 5.876 5.361
120c 7.247 7.224 7.012 7.722
121c 7.208 7.536 6.985 6.583
122¢ 7.287 7.272 6.926 6.580
123¢c 7.041 6.736 7.114 6.963
124c 6.356 6.404 6.337 5.474
125¢ 6.538 6.361 6.191 5.586
126¢ 5.616 6.578 6.236 5.623
127¢ 6.095 6.621 6.559 5.727
128¢ 5.886 6.846 6.377 5.859
129c¢ 5.947 6.267 6.184 5.340
130c 5.590 6.085 6.315 5.423
131c 6.088 6.803 6.896 5.642
132c 6.088 7.021 6.874 5.704
133c 5.390 6.644 6.482 6.162
134c 5.307 6.467 6.529 5.858
135c¢ 7.509 7.637 6.592 6.459
136¢ 7.392 7.077 6.666 6.984
137c¢ 6.841 6.949 6.831 6.833
138c 6.935 7.052 6.884 7.212
139¢ 6.435 7.017 7.181 6.584
140c 7.392 7.255 6.736 6.513
141c 7.991 8.069 7.560 7.575
142¢ 5.845 5.932 5.673 5.361
143c 5.870 6.749 6.321 5.677
144c 6.339 7.004 6.452 5.831
145c¢ 6.745 6.329 6.492 6.563
146¢ 7.413 6.815 7.212 7.648
147¢ 7.481 7.309 7.351 7.807
148¢c 8.119 6.810 7.157 7.368
149¢ 8.356 7.472 7.270 7.835
150c 8.018 7.070 7.554 7.601

Za piperidinske derivate 133c i 134c, OMEGA i ROCS modeli su dali nesto vise
predvidene plC,, vrednosti, ali je jac¢ina dejstva ovih derivata dobro predvidena VINA
modelom. Jedino jedinjenje ¢ija jacina dejstva nije dobro predvidena u VINA modelu je
jedinjenje 135¢, medutim jacina dejstva ovog derivata je dobro procenjena u druga dva

modela.
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Oba metoda (podela na osnovni i test set jedinjenja i upotreba pravog eksternog seta
strukturno razlicitih jedinjenja) za procenu prediktivnosti modela, dala je dobre statisticke
parametre prediktivnosti, izrazene sa rzpm, koja iznosi 0,834 za ROCS test set 11 0,740 za
VINA test set 2; uzimajuéi u obzir relativno veliki strukturni diverzitet jedinjenja u
osnovnim i test setovima. VINA model je veoma prediktivan za jedinjenja koja pripadaju
test setu 2, 1 veoma se razlikuju u strukturi od jedinjenja u osnovnom setu i testirana su na
AChE iz razlicitog izvora. Prediktivnost originalnog modela, izvedenog iz 110 jedinjenja ne
zavisi od konformacija jedinjenja, §to se vidi po sli¢nim vrednostima ¢° za OMEGA, ROCS
1 VINA modele, dok je prediktivnost test seta 2 veoma zavisi od konformacija koje su
koris¢ene u osnovnom 1 test setu, $to se ogleda u velikoj razlici izmedu rzpm, za OMEGA,
ROCS 1 VINA modele. Jacina dejstva jedinjenja u test setu 2, je najbolje predvidena VINA

modelom, §to ukazuje na vaznost koriS¢enja konformacija jedinjenja koje su izvedene

uzimajuci u obzir geometrijska ogranicenja aktivnog mesta AChE.
3.3.5. Model zasnovan na dvodimenzionalnim (2D) molekulskim deskriptorima

Obzirom na ¢injenicu da sva tri izvedena modela (OMEGA, ROCS i VINA) pruzaju isti
tip informacije o odnosu izmedu strukture i aktivnosti dualnih reverzibilnih inhibitora
AChE (iako je prediktivhost modela zavisila od konformacija jedinjenja koje su koriséene)
izvedeni su modeli na osnovu deskriptora zasnovanih na dvodimenzionalnoj strukturi
jedinjenja (tzv. 2D deskriptori). Koriséenjem E-Dragon programa™ su izracunati sledeéi
2D deskriptori™”: konstitucioni, broj funkcionalnih grupa, topoloski, geometrijski,
fragmenti centrirani na atomima, i molekulske osobine. Pazljivo su razmotrene vrednosti
svih deskriptora, i oni deskriptori ¢ije numericke vrednosti nisu znacajno varirale za razlicita
jedinjenja nisu uzeti u obzir prilikom izvodenja modela. Ostali deskriptori i brojcane
vrednosti aktivnosti jedinjenja unete su u program BILIN, i uradeno je sistematsko
pretrazivanje korelacija koje ukljucuju do cetiri varijable. Model koji je imao najbolju
statistiku za set od 110 inhibitora je prikazan u jednacini 1. Model koji je izveden sa istim
deskriptorima ali za set od 150 jedinjenja (osnovni i test set 2) je takode statisticki validan,
ali sa nesto losijim statistickim parametrima (jednacina 2). Brojcane vrednosti deskriptora za
sva jedinjenja, zajedno sa predvidenim IC,, vrednostima su prikazane u Prilogu 3d.

pICy, = 0,716(20,15) nR10 + 1,113(£0,25)N-070 + 5,446(0,24) Jed. 1.
(r=110; 1=0,827; s=0,697; F=115,710; (’=0,656; 5py.:,=0,728)

pIC,, = 0,653(£0,16) nR10 + 0,645(+0,27) N-070 + 5,736(0,22) Jed. 2.
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(n=150; r=0,700; s=0,862; F=70,598; (’=0,465; =0,883)

U jednacinama 7 predstavlja broj objekata, r koeficijent korelacije, s standardnu devijaciju,
Fiserov F test, ¢/ LOO keoeficijent prediktivnosti dobijen unakrsnom validacijom sa
izostavljanjem po jednog objekta iz seta, sy je standardna devijacija unakrsne validacije.
Oba deskriptora u obe jednacine imaju pozitivan predznak, pa je jacina dejstva derivata
korelisana sa povecanjem broja fragmenata opisanih nR10 deskriptorom (broj desetoclanih
prstenova u molekulu) i N-070 deskriptorom (broj Ar-NH-Al fragmenata). Podsetovi
jedinjenja koji imaju veliku jacinu dejstva zaista sadrze oba tipa fragmenata (to su
heterodimeri takrina i supstituisanih benzena i takrina i ksanomelina) ali su oba ova
fragmenta vezana za takrinski deo molekula. Homodimeri hinazolinimina i heterodimeri
hinazolinimina 1 lipocne kiseline sadrze samo molekulski fragment opisan nR10
deskriptorom, ali ova jedinjenja ne sadrze N-070 fragment, zbog prisustva dvostruke veze
izmedu centralnog prstena hinazoliniminskog fragmenta i azota iz linkera. Uprkos
zadovoljavajucim statistickim parametrima modela, predvidene pIC,, vrednosti pokazuju da
2D QSAR modeli klasifikuju jedinjenja prema strukturnim klasama kojim jedinjenja

pripadaju, ali ne predvidaju dobro jacinu dejstva jedinjenja unutar iste klase.

3.3.6. Previdanje antiholinesterazne aktivnosti dualnih inhibitora AChE izvedenih iz

takrina i amida aroilakrilnih kiselina i eksperimentalna validacija

U protekloj deceniji je sintetizovano nesto vise od stotinu razlicitth homo- i
heterodimernih takrinskih analoga koji se medusobno razlikuju u: duzini linkera i prisustvu
funkcionalnih grupa na njemu, prisustvu razlicitih supstituenata na tetrahidroakridinskom
jezgru, velicini aliciklicnog prstena i prisustvu heteroatoma (najcesce azota) na polozaju 5.
Na osnovu literaturnih podataka, kao 1 informacija dobijenih detaljnom analizom
najvaznijih varijabli prethodno izvedenih modela za dualne reverzibilne inhibitore AChE,
zakljucili smo da heterodimerni inhibitori AChE, zasnovani na strukturi takrina i amida
aroilakrilnih kiselina, trebaju da sadrze takrinski fragment sa Sestoclanim aliciklicnim
prstenom, koji prema literaturnim podacima pokazuje najvecu jacinu inhibicionog dejstva
prema AChE. Optimalna duzina linkera trebalo bi da iznosi oko osam metilenskih jedinica.
Duzina linkera je procenjena na osnovu duzine varijabli u izvedenim modelima koje spajaju

krajnje aromati¢ne fragmente dulanih inhibitora 1c-110c. Zbog relativno Sirokog ulaza u
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Supljinu aktivnog mesta AChE i zastupljenosti aromati¢nih aminokiselinskih ostataka u
ovoj oblasti enzima, procenjeno je da ce fenilamidi aroilakrilnih kiselina, pre nego same
aroilakrilne kiseline biti dobri ligandi za PAS. 17 silico je dizajnirano sedam ovakvih molekula
(Tabela 21), sa razlicitim supstituentima na aroil-fenil- i na fenilamidnom delu molekula.
Konformacije dizajniranih molekula su izvedene dokingom. Za procenu jacine inhibicionog
dejstva ovih derivata je koris¢éen model zasnovan na VINA konformacijama osnovnog seta,
kao najprediktivniji.

U tabeli 21 su prikazane predvidene plC,, vrednosti za sedam #» silico dizajniranih
dualnih reverzibilnih inhibitora AChE, za razli¢ite dimenzionalnosti modela (broj LV). Vidi

se da je za vedinu derivata procenjena nanomolarna jacina inhibicionog dejstva prema

AChE.

Tabela 21. Pocenjene plCso vrednosti za in silico dizajnirane heterodimere takrina i amida

aroilakrilnih kiselina
=
HN
o

N

H

o}

Ry

R.
Be. R, R, 1LV 2LV 3LV 4LV 5LV
Jed.
151c 4-1-Pr -H 7,015 7,783 7,808 7,826 7,755
152¢  3,4-diMe -H 6,921 7,551 7,592 7,588 7,570
153c  3,4-diMe 4-iPr 6777 7277 7333 759 8,030
154c¢ 4-1-Pr 3,5-diOMe 6,926 7,578 7,319 7,268 7,039
155¢ -H 3,5-diOMe 7,258 7,363 7,035 6,749 6,876
156¢ -H -H 6,882 7,458 7,404 7,359 7,508

157c  B-tetralinil 4-i-Pr 7,076 7,578 7,664 7,710 7,841

Da bi potvrdili pretpostavke izvedene iz modela, sitetizovana su tri (151c, 152¢ 1 156c¢)
jedinjenja. Sinteticki put za ova jedinjenja je predstavljen na Shemi 57. Modifikovanom
reakcijom Niementovskog izmedu antranilne kiseline (a) i cikloheksanona (b) dobija se 9-

hlorotetrahidroakridin (158c). Nukleofilna aromaticna supstitucija hlora u polozaju 9, 1,8-
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diaminooktanom daje N-9-(1,2,3,4-tetrahidroakridinil)-oktan-1,8-diamin (159c), koji se
zatim adira na aktiviranu dvostruku vezu fenilamida aroilakrilnih kiselina. Jedinjenja su
okarakterisana 'H i "C NMR spektroskopijom (Prilog 4) i masenom spektrometrijom
visoke rezolucije sa elektrosprej jonizacijom. Jacina inhibicionog dejstva jedinjenja prema
AChE je odredena Elmanovom spektrofotometrijskom metodom. Dobijene plCy,
vrednosti su 8,448 + 0,115 za 151c, 8,889 * 0,213 za 152c, odnosno 8,067 £ 0,098 za
156¢. Prema tome, eksperimentalno odredene vrednosti nisu mnogo odstupale od onih
koje su procenjene modelom. Na Slici 43 su prikazane vazne varijable za kod derivate 151c
1 152¢, koje odgovaraju varijablama O-O 147 (plava), DRY-O 477 (crvena) u OMEGA i
varijabli O-TIP 832 (zelena) u VINA modelu.

COOH
POClI; zN(CHz)sNHz
@ Q n- pentanol

1580
A~
N AN P e g N
\ / NH, + RlA@/‘k/\rr —
0 Rz
159c¢

la, 3ai6a

R,
NH

(@)

N\ / NH~/\/\/\/\NH

O
151c, 152c i 156¢

R1

Shema 53. Sinteza jedinjenja 151c (Ri=4-i-Pr, R,=H), 152c (R;=Me, R,=H) i 156¢ (R;=R,=H).
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Slika 43. Vazne varijable za derivate 151c (a) i 152c (b), koje odgovaraju varijablama O-O 147
(plava), DRY-O 477 (ctvena) u OMEGA 1 varijabli O-TIP 832 (zelena) u VINA modelu.

Prema tome, 3D-QSAR analiza, zasnovana na deskriptorima nezavisnim od
medusobnog svrstavanja molekula (GRIND-2) uradena je na setu od 110 strukturno
razli¢itih reverzibilnih inhibitora AChE. Za sva tri tipa konformacija (OMEGA, ROCS i
VINA) koje su koris¢ene za izvodene modela, statisticki parametri i prediktivhost modela
dobijena metodom unakrsne validacije su zadovoljavajuéi. Najvaznije varijable koje imaju
veliki uticaj na model su prisutne u sva tri modela. Prisustvo donora i akceptora vodonicne
veze na molekulima ima veliki uticaj na jacinu inhibicionog dejstva prema AChE. U ove
funkcionalne grupe spadaju protonovani piridinski azot, amino-grupe linkera inhibitora i
alkoksi-supstituenti na onim delovima molekula koji se vezuju za PAS. Medutim, metod
nije pronasao specificne varijable koje bi opisivale strukturne elemente jedinjenja povoljne
za (lokalno) vezivanje za AS odnosno za PAS AChE. Krace varijable koje bi se mogle
povezati sa povoljnom interakcijom sa AS ili sa PAS obic¢no su postojale za sva jedinjenja u
setu 1 bile su povezane sa razlicitim strukturnim elementima molekula, ¢ak i unutar istog
podseta jedinjenja. Stoga su relativno kratke varijable bile znatno manje informativne u

objasnjavanju odnosa strukture i aktivnosti za ovaj set inhibitora. Polja molekulskih
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interakcija (MIF) izracunata za Supljinu aktivnog mesta AChE upotrebom NI1=
(protonovani piridinski azot) 1 DRY proba, omogudila su identifikaciju aminokiselinskih
ostataka (Trp 279, Trp 84, His 440, Tyr 70) koji odgovaraju relativnho dugackim DRY-O
varijablama.

Prediktivnost modela je procenjena podelom originalnog seta jedinjenja na osnovni i test
set, i pomocu eksternog seta od 40 jedinjenja (test set 2), strukturno razlicitog od
originalnog seta jedinjenja. Neka od ovih jedinjenja su testirana na enzimu iz razlic¢itog
izvora (HuAChE). Prediktivnhost modela za test set 2 veoma zavisi od koris¢ene
konformacije jedinjenja. Model zasnovan na VINA konformacijama dobijenim dokingom
imao je superiornu prediktivou sposobnost u odnosu na ostala dva modela, sto ukazuje na
potrebu da se koriste konformacije jedinjenja koje su dobijene uzimaju¢i u obzir i
geometrijska ogranicenja Supljine aktivnog mesta AChE. Medutim, sva tri modela,
nezavisno od varijacije njthovih statistickih parametara, pruzila su isti tip informacije o
povoljnim strukturnim elementima za vezivanje za AChE. Takode, jacina inhibicionog
dejstva tri sintetizovana heterodimerna inhibitora zasnovana na strukturi takrina i
fenilamida aroilakrilnih kiselina je relativho dobro predvidena VINA modelom.

Do sada objavljene 3D-QSAR studije o reverzibilnim inhibitorima AChE,”" su
uglavnom ograni¢ene na CoMFA/CoMSIA metode, zavisne od medusobnog prostornog
svrstavanja molekula, i izvedene su za setove jedinjenja koji su obuhvatali samo odredenu
klasu jedinjenja (tetrahidroaminoakridini, N-benzilpiperidini i piperazini, karbamati itd.).
Ovakvi modeli, uglavnom imaju veoma dobre statisticke parametre i prediktivnost (#>0,9 i
¢’>0,7), ali se ne mogu upotebiti za predvidanje jacine dejstva jedinjenja koja nisu
strukturno sli¢na sa setom jednjenja iz kojih su modeli izvedeni. Nasa studija je pokazala
prednosti koris¢enja deskriptora koji su nezavisni od medusobnog prostornog svrstavanja
molekula. Set jedinjenja koris¢en u ovoj 3D QSAR studiji je do sada jedan od najvecih i

strukturno najraznorodnijih setova reverzibilnih inhibitora AChE.
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4. MATERIJALI I METODE
4.1. Sinteza i karakterizacija jedinjenja

4.1.1. OpsSte napomene

Sva jedinjenja upotrebljena za sinteze anilida aroilakrilnih kiselina (la — 29a) su bila
c¢istoce p.a. Fosforoksihlorid je destilovan neposredno pre upotrebe za svaku sintezu.
Cisto¢a aroilakrilnih kiselina (C, Slika 48), koje su upotrebliene kao prekusori za sintezu
amida (E)-4-aril-4-oxo-2-butenskih kiselina, od >98 %, je potvrdena instrumentalnim

metodama.

Za tankoslojnu hromatografiju je koriséen silika gel (63-100, 60 A), sa

fluorescentnim indikatorom (254 nm).

Tacke topljenja amida aroilakrilnih kiselina (1la — 29a) 1 Majklovih adukata
sekundarnih amina na amide aroilakrilnih kiselina (1b-38b) su odredene SMP-10 Stuart

aparatu i nisu korigovane.

'"H NMR i "C NMR spektri jedinjenja 1a — 29a, 1b-38b i 151c, 152c i 156¢ su
snimani u CDCl; na aparatima Vatrian Gemini 200 ili Bruker AVANCE na 200/50 ili
500/125 MHz. Vrednosti hemijskih pomeranja, 4, su izrazene u ppm jedinicama u odnosu

na tetrametilsilan (TMS) kao unutrasnji standard.

Maseni spektri visoke rezolucije jedinjenja 1a — 29a, 1b-38b 1 151c, 152¢ i 156¢ su
snimljeni u smesi hloroforma i metanola (50:50) na aparatu Agilent Technologies 6210-

1210 TOF-LC-ESI-MS u pozitivhom modu.
4.1.2. Sinteza i karakterizacija amida benzoilakrilnih kiselina (1a-29a)

4.1.2.1. Sinteza amida benzoilakrilnib kiselina (1a-29a)

U trogflom balonu koji je opremljen refluks kondenazatorom, magnetnom
mesalicom, kapalicom i termometrom, u 85 ml suvog tetrahidrofurana rastvori se 0,017
mol odgovarajuée aroilakrilne kiseline, i ekvimolarna koli¢ina odgovarajuceg amina. Zatim
se balon uroni u ledeno kupatilo. Kada temperatura smese u balonu dostigne 0 °C doda se

pazljivo, u kapima, 2,04 ml fosforoksihlorida, pri cemu se reakciona smesa zamuti. Mesa se

oko petnaest minuta. Zatim se kroz kapalicu doda 6,8 ml trietilamina. Pri dodavanju

163



fosforoksihlorida i trietilamina treba paziti da temperatura u balonu ne prede 5 °C. Balon se
zatim izvadi iz ledenog kupatila i smesa se mesa jos jedan sat na sobnoj temperaturi. Nakon
toga se smesa izlije u 200 ml vode 1 blago zagreva (u kapeli) tako da ispari tetrahidrofuran,
pri ¢emu se izdvaja narandzasti talog, koji se procedi na bihnerovom levku. Talog se
suspenduje u etil-acetatu, tako da se dobija zitka masa, koja se ponovo cedi na bihnerovom
levku, pri cemu se dobija zuti talog sirovog anilida aroilakrilne kiseline. Dobijeni talog se
ispira dietiletrom 1 susi na vazduhu. Dobijeni amidi (E)-4-aril-4-oxo-2-butenskih kiselina

(la — 29a) su okarakterisani 'H i "C NMR spektroskopijom i masenom spektrometrijom

visoke rezolucije sa elektrosprej jonizacijom.
4.1.2.2. Karakterizacija amida aroilakrilnih kiselina (1a-29a)

Fenilamid (E)-4-okso-4-fenil-2-butenske kiseline (1a): C,(H,;NO,, reakcijom (E)-
4-fenil-4-okso-2-butenske kiseline (0.017 mol) i odgovarajuce koli¢ine anilina, dobija se
1,70 g 1a, u prinosu 39,81 %, kao svetlo zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 143-145 °C (razlaganje,
AcOEt); 'H NMR (500 MHz, DMSO-4,) 6 = 7,15 (¢, ] = 7,63 Hz, 1H, amid p-fenil), 7,36-
7,32 (multiplet, 3H, ukljucuje ~ 7,33 (4, ] = 14,35 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-) i 7,35 (. | =
7.32 Hz, 2H, aroil m-fenil)), 7,50 (z, ] = 7,93 Hz, 2H, amido m-fenil), 7,62 (¢, | = 7,32 Hz,
1H, aroil p-fenil), 7,67 (d, ] = 7,94 Hz, 2H, amido o-fenil), 8.04 (4, ] = 7,02 Hz, 2H, aroil ¢-
fenil), 8,11 (4, 14.95 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 8,45 (s5,b, 1H, NH-C(O)). "C NMR (125
MHz, DMSO-d)) ¢ = 120,19; 125,03; 128,92; 129,10; 133,79; 134,01; 1306,21; 136,79;
137,65; 162,10; 190,05, HR MS (ESI): 252,1003 (M+1); Izr,: 252,1025,

Fenilamid (E)-4-(2,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (2a): C,;HNO,,
reakcijom (E)-4-(2,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,017 mol) odgovarajuce
koli¢ine anilina, kao $to je opisano, dobija se 2,56 g 2a, u prinosu 70,52 %, u obliku ¢vrste
zute supstance, t.t. = 159-160 °C, (AcOE). "H NMR (500 MHz, DMSO-4,) é: 2,34 (5, 3H,
m-CH;); 2,50 (5, 3H, 0-CH;); 6,97 (d, ] = 15,11 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,11 (¢, ], = 7,16
Hz, 1H, amido p-fenil); 7,24 (d, ] = 7.95, 1H, aroil p-fenil); 7,30 (signali slicni dubletu, 1H,
aroil m-fenil); 7,35 (¢, ], ,= 8.71 Hz, 2H, amido m-fenil); 7,43 (d, ] = 15.11 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH-); 7,46 (s, 1H, aroil o-fenil); 7,69 (d, ] = 8.75 Hz, 2H, amido o-fenil); 10,54 (1H, s,
NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, DMSO-4,) § = 19,65; 20,36; 119,38; 124,07; 128,88;
129,23; 131,40; 132,10; 133,91; 135,10; 136,39; 137,22; 138,65; 161,80; 193,75. HR MS
(ESI): 280,1338 (M+1), Izr.: 280,1338.

Fenilamid (kE)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (3a): CH,.NO,,
reakcijom (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,013 mol) i odgovarajuce
koli¢ine anilina, dobija se 2,00 g 3a, u prinosu 55,10 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
163-165 °C, (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d,) § = 2,32 (s, 6H, m,p-CH,); 7,12 (2,
Ji2 = 7,30 Hz, 1H, amido p-fenil); 7,22 (4, ] = 15,11 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,37 (1, 3H,
amido »-fenil and aroil m-fenil); 7,73 (d, | = 7,30 Hz, 2H, amido o-fenil); 7,80 (4, J= 8,32
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Hz, 1H, aroil o-fenil); 7,85 (s, 1H, aroil o-fenil); 7,92 (4, 1H, ] = 15,11 Hz, C(O)-CH=CH.);
10,60 (5, 1H, NH-C(O)). C NMR (125 MHz, DMSO-d,) § = 19,28; 19,66; 119,44; 124,04
128,49; 128,90; 129,59; 130,08; 132,08; 133,00; 134,48; 136,27; 137,22; 138,75; 14337
162,00; 189,05, HR MS (ESI): 280,1335 (M+1), Izr.: 280,1338.

3,5-Dimetoksifenilamid (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (4a):
C,,H,,NO, reakcijom (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0114 mol) i
odgovarajuce koli¢ine 3,5-dimetoksianilina, dobija se 2,32 g 4a, u prinosu 59,95 % , kao
zuta ¢vrsta supstanca, tt. = 162-164 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz,
CDCly) 0 = 2,31 (s, 3H, p-CH.); 2,34 (s, 3H, »-CH,); 3,77 (s, 6H, -OCH,); 6,26 (#, ] = 2,35
Hz, 1H, amido-p-fenil); 7,01 (signali slicni dubletu, 2H, aroil o-fenil); 7,25 (4, ] = 7,70 Hz,
1H, aroil m-fenil), 7,39 (d, ] = 14.96 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,81 (4, ] = 7.89 Hz, 1H,
aroil o-fenil); 7,84 (s, 1H, aroil o-fenil); 8,12 (d, | = 14,75 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,85 (sb,
1H, NH-C(O)); "C NMR (125 MHz, CDCL,) 6 = 19,68; 20,18; 55,39; 97,51; 98,48; 126,79;
130,09; 130,20; 133,94; 134,79; 134,79; 135,95; 137,53; 139,70; 144,05; 161,06; 162,48;
189,79. ESI-MS HR: 340,1544 (M+1), Izr. 340,1549.

4-1zopropilfenilamid (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (5a):
C, H,;NO, reakcijom (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0076 mol) i
odgovarajuce kolicine 4-izopropilanilina, dobija se 1,65 g 5a, u prinosu 67,62 %, u obliku
zute &vrste supstance, tt. = 129-130 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz,
CDCL) 6 = 1,24 (d, ] = 6,83 Hz, 6H, -PrCH,); 2,29 (s, 3H, p-CH.); 2,33 (s, 3H, 7-CH.);
2,89 (b, ] = 6,82 Hz, 1H, +~PrCH); 7,20 (d, ] = 8,58 Hz, 2H, amido #-fenil); 7,24 (d, ] = 7,88
Hz, 1H, aroil m-fenil); 7,45 (d, ] = 14,87 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,64 (d, ] = 8,58 Hz, 2H,
amido o-fenil); 7,88 (d, ] = 7,88 Hz, 1H, aroil o-fenil); 7,83 (s, 1H, aroil o-fenil); 8,13 (4, | =
14,87 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,91 (sb, 1H, NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, CDCL,) § =
19,95; 20,12; 23,95; 33,63; 120,36; 126,79; 126,90; 130,05; 130,13; 133,47; 133,47; 134,77,
135,61; 136,60; 137,39; 143,91 145,61; 162,27; 189,88. ESI-MS HR: 3221814 (M+1), Izr.
321,1729.

Fenilamid (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (6a): C,,H,,NO,,
reakcijom (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,017 mol) i odgovarajuce
koli¢ine anilina, dobija se 2,15 g 6a, u prinosu 42,99 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
132-136 °C, uz razlaganje (AcOEt); 'H NMR (500 MHz, CDCL,) 6 = 1,29 (4, ] = 6,94 Hz,
6H, ~PrCH,); 2,99 (m, 1H, PrCH); 7,16 (¢, J,, = 7,38 Hz, 1H, amido p-fenil); 7,33-7,37
(preklopljeni multipleti, 5H, amido »-fenil, aroil z-fenil and C(O)-CH=CH-); 7,69 (4, | =
7,73 Hz, 2H, amido o-fenil); 8,00 (4, ] = 8,23 Hz, 2H, aroil o-fenil); 8,13 (d, ] = 14.97 Hz,
1H, C(O)-CH=CH-); 8,50 (s, 1H, NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, DMSO-4,) § = 23,57,
34,36; 120,20; 124,97; 127,07, 129,09; 129,28; 133,94; 134,67, 135,90; 137,74; 155,89;
162,25; 189,56. HR MS (ESI): 294,1493 (M+H), 1zr. 294,1494.

3,5-Dimetoksifenilamid (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (7a):
C, H,;NO,, reakcijom (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0114 mol) i
odgovarajuce kolicine 3,5-dimetoksianilina, dobija se 1,70 g 7a, u prinosu 41,44 %, kao zuta

165



&vrsta supstanca, t.t. = 132-134 °C, (AcOEt); '"H NMR (500 MHz, CDCL) 6 = 1,27 (d, ] =
6,84 Hz, GH, i-PrCH,); 2,98 (b, ] = 2,98 Hz, 1H, i-PrCH); 3,76 (s, 6H, -OCH,); 6,97 (s, 2H,
amido o-fenil); 7,35 (4, ] = 8,12 Hz, 2H, aroil m-fenil); 7,39 (d, | = 14,96 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH.); 8,00 (d, ] = 8,33 Hz, 2H, aroil o-fenil); 8,13 (4, ] = 14,75 Hz, 2H, C(O)-
CH=CH.); 8,74 (sh, 1H, NH-C(O)). C NMR (125 MHz, CDCL)) § = 23,55; 34,34; 55,36;
97,60; 98,39; 127,07; 129,26; 133,83; 134,69; 136,03; 139,56; 155,88; 161,03; 162,36; 189,61.
ESI-MS HR: 354,1709 (M+H), Izr. 354,1705.

Cikloheksilamid  (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske  kiseline  (8a):
C,,H,sNO,, reakcijom (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0092 mol) i
odgovarajuce kolic¢ine cikloheksilamina, dobija se 0,65 g 8a, u prinosu 23,78, kao zuta ¢vrsta
supstanca, t.t. = 136-138 °C, (AcOEt); 'H NMR (500 MHz, CDCl;) 6§ = 1,16 - 1,25 (», 3H,
cikloheksil-CH,-); 1,27 (d, ] = 7,0 Hz, 6H, cikloheksil-CH,-); 1,36-1,44 (m, 2H, cikloheksil-
CH,-); 1,62-1,67 (m, 1H, cikloheksil-CH,-); 1,72-1,76 (m, 2H, cikloheksil-CH,-); 1,97-2,00
(m, 2H, cikloheksil-CH,); 2,96 (b, ] = 6,5 Hz, 1H, /-PrCHS,); 3,93 (m, 1H, cikloheksil-CH);
0,56 (d, | = 8,00 Hz, 1H, NH-C(O)); 7,10 (d, ] = 15,00 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,34 (d, |
= 8,5 Hz, 2H, aroil m-fenil); 7,97 (4, ] = 8,5 Hz, 2H, aroil o-fenil); 7,98 (4, ] = 15.50 Hz, 1H,
C(O)-CH=CH-). "C NMR (125 MHz, CDCly) 6 = 23,53; 24,76; 25,46; 32,88; 34,26; 48,68;
126,87; 129,11; 132,78; 134,76; 135,88; 155,43; 163,17, 189,54. ESI-MS HR: 300,1958
(M+1), Izr. 300,1964.

Benzilamid (E)-4-(2,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (9a): C,,H,,NO,,
reakcijom (E)-4-(2,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0078 mol) i odgovarajuce
koli¢ine benzilamina, dobija se 1,04 g 9a, u prinosu 45,41 %, kao Zuta ¢vrsta supstanca, t.t.
= 142-144 °C, (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, CDCL,) § = 2,33 (s, 3H, »-CH,); 2,38 (s, 3H,
0-CH,); 4,52 (d, ] = 5,92 Hz, 2H, benzil-CH,-); 6,80 (sb, 1H, benzilamid-NH); 6,87 (d, ] =
15,36 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,12 (d, ] = 7,84 Hz, 1H, aroil p-fenil); 7,20 (dd, ] = 7,68
Hz, 1H, aroil m-fenil); 7,24-7,30 (m, 5H, benzil-CH); 7,40 (d, ] = 1.12 Hz, 1H, aroil o-fenil);
7,65 (d, ] = 15,20 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-). "C NMR (125 MHz, CDCL,) 6 = 20,31; 20,74;
43,94; 127,60; 127,79; 128,68; 129,74; 131,68; 132,58; 134,97; 135,25; 135,51; 136,71,
137,01; 137,48; 164,07; 194,09. ESI-MS HR: 294,1490 (M+1) 100 %, Izr. 294,1494.

Benzilamid (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (10a), C,;H, NO,,
reakcijom (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0092 mol) i odgovarajuce
koli¢ine benzilamina, dobija se 0,94 g 10a, u prinosu 33,29 %, kao Zuta ¢vrsta supstanca, t.t.
= 125-127 °C, uz razlaganje (AcOEt); "H NMR (200 MHz, DMSO-4,) 6 = 1,27 (4, ] = 7,30
Hz, 6H, -PrCH,); 2.96 (b, ] = 6.74 Hz, 1H, -PrCH); 4.57 (d, ] = 5.62 Hz, 2H, benzil-CH,-);
7,23 - 7,53 (preklopljeni 7, 9H, aroil m-fenil, C(O)-CH=CH-, i benzilamid-NH); 7,83 (d, |
= 6,74 Hz, 2H, aroil o-fenil); 8,03 (4, ] = 15,16 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); "C NMR (50
MHz, DMSO-d)) ¢ = 23,47; 34,20; 43,94; 95,68; 126,89; 127,51; 127,83; 128,63; 129,11,
132,97; 134,52; 135,46; 137,57; 155,53; 164,28; 189,48. ESI-MS HR: 308,1647 (M+1), Izr.
308,1651.
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4-Metoksifenilamid (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (11a):
C,,H,NO,, reakcijom (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0078 mol) i
odgovarajuce kolicine 4-metoksianilina, dobija se 0,71 g 11a, u prinosu 28,09 %, kao zuta
&vrsta supstanca, t.t. = 142-144 °C, uz razlaganje (AcOEt); 'H NMR (500 MHz, CDCl,) &
= 1,27 (d, ] = 6,71 Hz, 6H, -PtCH,); 2,97 (b, ] = 6,72 Hz, 1H, /-PrCH); 3,78 (5, 3H, -
OCH,); 6,86 (d, ] = 9,06 Hz, 2H, amido m-fenil); 7,33 (4, ] = 8,39 Hz, 2H, aroil »-fenil);
7,41 (d, ] = 15,10 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,62 (d, ] = 8,06 Hz, 2H, amido o-fenil); 7,97 (d,
J = 8,39 Hz, 2H, aroil ¢-fenil); 8,11 (d, ] = 14,77 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,90 (s, 1H,
NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, CDCl,) 6 = 23,54; 34,31; 55,40; 114,16; 121,93; 127,00;
129,23; 131,02; 133,28; 134,69; 1306,30; 155,76; 155,77, 162,15; 189,66. ESI-MS HR:
324,1599 (M+1), 1zt. 324,1600.

Fenilamid  (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske  kiseline  (12a),
C,,H,:NO,, reakcijom (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,013 mol) i
odgovarajuce kolicine anilina, dobija se 2,06 g 12a, u prinosu 45,87 %, kao zuta ¢vrsta
supstanca, t.t. = 122-124 °C, (AcOEf). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d)) § = 1,20 (d, ] =
0,86 Hz, 6H, p--PrCH,); 1,24 (d, ]=6,75 Hz, 6H, 0--PrCH,,); 2,96 (m, 1H, p-+PrCH); 3,19
(m, 1H, 0--PrCH); 6,91 (d, ] = 14,93 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,10 (#, ],, = 6,97 Hz, 1H,
amido p-fenil); 7,21, 7,22 (signali sli¢ni dubletu, 1H, aroil 7-fenil); 7,30 (4, ] = 14,93 Hz, 1H,
C(O)-CH=CH-); 7,34 (1, ], ,= 8,30 Hz, 2H, amido m-fenil); 7,37 (br, 1H, aroil z-fenil); 7,42
(d, ]=7,94 Hz, 1H, aroil o-fenil); 7,67 (d, ] = 8,63 Hz, 2H, amido o-fenil); 10,54 (5, 1H,
NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, DMSO-d,) 6 = 23,63; 23,90; 29,23; 33,57; 119,28; 123,39;
124,08; 128,88; 134,95; 137,40; 137,57; 1306,63; 147,58; 151,82; 161,72; 196,11. HR MS
(ESI): 336,1975 (M+1), Izr.: 336,1964.

3,5-Dimetoksifenilamid (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(13a): C,,H,,NO,, reakcijom (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0096
mol) 1 odgovarajuce koli¢ine 3,5-dimetoksianilina, dobija se 1,90 g 13a, u prinosu 50,00 %,
kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 120-122 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz,
CDCL) 6 = 1,23 (d, ] = 6,72 Hz, 6H, p--PtCH,), 1,27 (d, ] = 6,88 Hz, 6H, 0--PtCH;), 2,94
(h, ] = 6,72 Hz, 1H, p--PrCH), 3,42 (b, ] = 6,72 Hz, 1H, 0--PtCH), 3,73 (s, 6H, -OCH,),
0,26 (s, 1H, amido p-fenil), 6,86 (s, 2H, amido o-fenil), 7,98 (4, ] = 15,03 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH-), 7,11 (d, ] = 7,67 Hz, 1H, aroil m-fenil), 7,28 (s, 1H, aroil z-fenil), 7,43 (d, | =
7,84 Hz, 1H, aroil o-fenil), 7,65 (4, ] = 15,20 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 8,11 (sb, 1H, NH-
C(O)). "C NMR (125 MHz, CDCL,) ¢ = 23,71; 24,14; 29,58; 34,36; 55,53; 97,55; 98,26;
123,45; 124,82; 128,87; 135,00; 135,64; 136,12; 139,28; 148,93; 153,09; 161,02; 162,18;
194,99. ESI-MS HR: 396,2169 (M+1), 1zt. 396,2175.

4-Izopropilfenilamid  (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske  kiseline
(14a): C,;H; NO,, reakcijom (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0096
mol) i odgovarajuce kolic¢ine 4-izopropilanilina, dobija se 2,30 g 14a, u prinosu 63,53 %, kao
zuta &vrsta supstanca, tt. = 119-121 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz,
DMSO-4y) ¢ = 1,23 (d, ] = 6,50 Hz, 6H, aroil-0-~-PrCH,), 1,17-1,20 (m, 12 H, aroil p--
PrCH;, amido p-i-PrCH,), 2,96 (b, ] = 6,31 Hz, 1H, aroil p-~-PrCH,), 2,84 (b, ] = 6,31 Hz,
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1H, amido p-i-PrCEL), 3,18 (h, ] = 6,31 Hz, 1H, aroil 0-+Pr-CH), 6,90 (4, ] = 1549 Hz,
1H, C(O)-CH=CH-), 7,19-7,21 (m, 3H, aroil m-fenil, amido m-fenil) 7,29 (d, ] = 15,49 Hz,
1H, C(O)-CH=CFHL), 7,37 (s, 1H, aroil m-fenil), 7,41 (d, ] = 7,65 Hz, 1H, aroil o-fenil), 7,59
(d, ] = 7,27 Hz, 2H, amido o-fenil), 10,5 (sb, 1H, NH-C(O)); °C NMR (125 MHz, CDCL,)
= 23,62; 23,85; 23,89; 29.23; 32,89; 33,57; 119,43; 123,36; 124,44; 126,57; 128,34; 134,99;
136,42; 137,19; 137,72; 144,20; 147,51; 151,76; 161,46; 196,12. ESI-MS HR: 378,421
(M+1), Tzr. 378,2433.

Benzilamid  (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske  kiseline  (15a):
C,;H,-NO,, reakcijom (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0077 mol) i
odgovarajuce koli¢ine benzilamina, dobija se 0,92 g 15a, u prinosu 35,11 %, kao zuta ¢vrsta
supstanca, t.t. = 125-127 °C, (AcOEft). 'H NMR (500 MHz, CDCl;) 6 = 1,22 (4, ] = 6,85
Hz, 6H, p-~-PtCH,), 1,26 (d, ] = 6,85 Hz, 6H, 0--PrCH,), 2,93 (h, ] = 7,00 Hz, 1H, p--
PrCH), 3,37 (b, ] = 6.85 Hz, 1H, 0--PrCH), 4,52 (d, ] = 5,79 Hz, 2H, benzil-CH,-), 6,48 (1,
1H, benzil-p-CH), 6,75 (d, ] = 15,37 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 7,09 (d, ] = 8,06 Hz, 1H,
aroil z-fenil), 7,26-7,30 (2, 6H, benzil-CH-, aroil »-fenil and benzil-NH-), 7,38 (4, ] = 8.06
Hz, 1H, aroil o-fenil), 7,53 (d, | = 15,37 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); “C NMR (125 MHz,
CDCLy) ¢ = 23.70; 24.10; 29.49; 34.33; 44.01; 123.32; 124.72; 127.69; 127.87; 128.74; 134.90;
135.04; 137.45; 137.75; 148.79; 152.80; 164.02; 195.06. ESI-MS HR: 350,2114 (M+1), Izr.
350,2120.

3,5-Dimetoksifenilamid  (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske
kiseline (16a): C,,H,;NO,, reakcijom (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (0,0065 mol) i odgovarajuce kolicine 3,5-dimetoksianilina, dobija se 1,48 g 16a, u
prinosu 62,40 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 172-174 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H
NMR (500 MHz, CDCl) 6 = 1,83 (2, 4H, tetralinoil-CH,-), 2,82 (7, 4H, tetralinoil-CH,-),
3,78 (m, 6H, -OCH,), 6,29 (5, 1H, amido p-fenil), 6,95 (», 2H, amido o¢-fenil), 7,17 (d, ] =
8,50 Hz, 1H, aroil z-fenil), 7,30 (4, ] = 14,72 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 1,79 (%, 2H, aroil o-
fenil), 6,12 (4, ] = 15,05 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 8,37 (sb, 1H, NH-C(O)); "C NMR (125
MHz, CDCly) ¢ = 22,71; 22,86; 29,26; 29,78; 55,39; 97,51; 98,37; 125,98; 129,74; 129,99,
134,17; 134,32; 135,57; 136,02; 139,47; 144,64; 161,08; 162,33; 189,63. ESI-MS HR:
366,1710 (M+1), Izr. 366,1705.

Cikloheksilamid (kE)-4-okso-4-(5,6,7,8- tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline
(17a): C,)H,;NO,, reakcijom (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(0,0078 mol) 1 odgovarajuée kolicine cikloheksilamina, dobija se 1,06 g 17a, u prinosu 43,46
%, kao Zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 166-168 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500
MHz, CDCL,) ¢ = 1,16-1,29 (», 3H, cikloheksil-CH,-), 1,39-1,43 (2, 2H, cikloheksil -CH,-),
1,64 (m, 1H, cikloheksil -CH,-), 1,75 (», 2H, cikloheksil -CH,-), 1,82 (s4, 4H, cikloheksil -
CH,-), 2,00 (m, 2H, cikloheksil -CH,-), 2,81 (sb, 4H, tetralinoil-CH,-), 3,93 (», 1H,
cikloheksil-CH-), 6,66 (4, ] = 8,10 Hz, 1H, amid-NH-), 7,13 (4, ] = 15,15 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH-), 7,17 (d, ] = 8,56 Hz, 1H, aroil »-fenil), 7,75 (m, 2H, aroil o-fenil), 7,97 (d, ] =
14,95 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); "C NMR (125 MHz, CDCl;) 6 = 22,66; 22,81; 24,77,
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25,46; 29,44; 29.66; 32,89; 48,67; 125,86; 129,52; 129,78; 132,79; 134,38; 135,79; 137,71;
144,16; 163,25; 189,74. ESI-MS HR: 312.1956 (M+1), Izr. 312.1964.

4-Izopropilfenilamid (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske
kiseline (18a), C,;H,.NO,, reakcijom (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (0,0096 mol) i odgovarajuée koli¢ine 4-izopropilanilina, dobija se 1,76 g 18a, u
prinosu 52,54 %, kao Zuta &vrsta supstanca, t.t. = 146-148 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H
NMR (500 MHz, CDCLy) ¢ = 1,23 (d, ] = 6,99 Hz, 6H, PrCH,), 1,81 (m, 4H, tetralinoil-
CH,-), 2,79 (db, 4H, tetralinoil-CH,-), 2,88 (b, | = 6,99 Hz, 1H, /-PrCH), 7,15 (d, ] = 8,43
Hz, 2H, amido »-fenil), 7,19 (d, ] = 8,43 Hz, 1H, aroil m-fenil), 7,47 (d, ] = 14,81 Hz, 1H,
C(O)-CH=CH-), 7,65 (d, ] = 8,43 Hz, 2H, amido o-fenil), 7,76 (m, 2H, aroil o-fenil), 8,13
(d, ] = 14,81 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 9,06 (s6, 1H, NH-C(O)); "C NMR (125 MHz,
CDCLy) 0 = 22,60; 22,80; 23,94; 29,93; 29,71; 33,60; 120,35; 125,98; 126,85; 129,64; 129,92;
133,43; 134,35; 135,65; 136,93; 137,86; 144,49; 145,53; 162,23; 189,92. ESI-MS HR:
348,1957 (M+1), 1zt. 348,1964.

Benzilamid (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (19a):
C,H,)NO,, reakcijom (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske  kiseline
(0,0078 mol) 1 odgovarajuce kolicine benzilamina, dobija se 1,03 g 19a, u prinosu 41,20 %,
kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 148-150 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz,
CDCL) ¢ = 1,81 (sb, 4H, tetralinoil-CH,-), 2,80 (b, 4H, tetralinoil-CH,-), 4,57 (d, | = 5,94
Hz, 2H, benzilamin-CH,-), 6,87 (7, 1H, benzilamin-CH-), 7,09 (d, ] = 15,07 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH-), 7,13 (d, ] = 8,06 Hz, 1H, aroil »-fenil), 7,27 (m, 1H, benzil-NH-), 7,31 (», 4H,
benzilamin-CH-), 7,65 (4, ] = 7,91 Hz, 1H, aroil ¢-fenil), 7,70 (sb, 1H, aroil o-fenil), 8,00 (d,
J = 14,92 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); "C NMR (125 MHz, CDCl,) § = 22,69; 22,83; 29,26;
29,71; 44,02; 125,85; 127,62; 127,83; 128,73; 129,62; 129,86; 133,55; 134,25; 134,79; 137,59;
137,77; 144,29; 164,19; 189,53. ESI-MS HR: 320,1649 (M+1), Izr. 320,1651.

Fenilamid (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske kiseline (20a):
C,,H,;,NO,, reakcijom (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,017
mol) i odgovarajuée koli¢ine anilina, dobija se 3,10 g 20a, u prinosu 78,08 %, kao Zuta
&vrsta supstanca, t.t. = 135-167 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, CDCL,) §
= 1,82 (m, 4H, tetralinoil-CH,-); 2,82 (m, 4H, tetralinoil-CH,-); 7,14-7,19 (preklopljeni
signali, 2H, amido p-fenil and aroil z-fenil); 7,36 (7, J,,= 8,32 Hz, 2H, amido #-fenil); 7,41
(d, ] = 14,94 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,71 (4, ] = 8,63 Hz, 2H, amido o-fenil); 7,77 (s, 1H,
aroil o-fenil); 7,78 (s, 1H, aroil o-fenil); 8,14 (d, | = 14,94 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,68 (s,
1H, NH-C(0)). °C NMR (125 MHz, CDCL,) § = 22,69; 22,84; 29,30; 29,77; 120,20; 124.91;
126,02; 129,06; 129,73; 129,97; 133,90; 134,34; 135,94; 137,85; 137,97; 144,66; 162,32;
189,85. HR MS (ESI): 306,1491 (M+1), Izt. 306,1494.

Fenilamid (E)-4-(4-n-butilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (21a): C, H, NO,,
reakcijom (E)-4-(4-n-butilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,013 mol) 1 odgovarajuce
kolic¢ine anilina, dobija se 1,29 g 21a, u prinosu 32,25 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
133-135 °C, (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d)) 6 = 091 (¢, ], =7,07 Hz, 3H,
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CH,CH,); 1,32 (s, J,,= 7,48 Hz, ], ,= 14,95 Hz, 2H, CH,CH,CH,); 1,59 (», ],,= 7,47 Hz,
J.,= 14,95 Hz, 2H, CH,CH,CH,); 2,68 (4, ], ,= 7,47 Hz, 2H, CH,CH,CH,CH,); 7,12 (1, ], ,
= 7,08 Hz, 1H, amido p-fenil); 7,21 (4, ] = 1533 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,37 (, J,,=
7,47 Hz, 2H, amido m-fenil); 7,42 (d, J= 7,87 Hz, 2H, aroil n-fenil); 7,73 (d, J=7,47 Hz, 2H,
amido o-fenil); 7,89 (4, ] = 15,33 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,99 (d, J= 8,26 Hz, 2H, aroil o-
fenil); 10,59 (s, 1H, NH-C(O)). ®C NMR (125 MHz, DMSO-4,) 6 = 13,70; 21,71; 32,65;
34,81; 119,41; 124,02; 128,88; 149,11; 161,92; 189,06. HR MS (ESI): 308,1656 (M+1), L.
308,1651.

3,5-Dimetoksifenilamid (E)-4-(2,3,5,6-tetrametilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(22a): C,H,NO,, reakcijom (E)-4-(2,3,5,6-tetrametilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(0,0094 mol) i odgovarajuce koli¢ine of 3,5-dimetoksianilina, dobija se 2,50 g 22a, u prinosu
72,46 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 198-200 °C, (AcOE). '"H NMR (200 MHz,
CDCL) ¢ = 2,03 (s, 6H, 0- and 7-CH,); 2,19 (s, 6H, »- and p-CH,); 3,67 (s, 6H, -OCH,);
0,23 (¢, ], = 2,16 Hz, 1H, amido p-fenil); 6,80 (4, ] = 15,41 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 6,79
(5, 1H, amido o¢-fenil); 6,80 (s, 1H, amido o-fenil); 6,99 (s, 1H, aroil o-fenil); 7,31 (d, | =
15,41Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,38 (s, 1H, NH-C(O)). C NMR (50 MHz, CDCL,) ¢ =
16,19; 19,36; 55,17; 97,45; 97,99; 129,35; 132,31; 134,52; 137,32;138,52; 139,20; 139,52;
160,92; 162,03; 201,92. ESI-MS HR: 368,1856 (M+1), Iztr. 368,1862.

Fenilamid (E)-4-(4-fluorfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (23a): C,H,FNO,,
reakcijom (E)-4-(4-fluorfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,013 mol) 1 odgovarajuce
koli¢ine anilina, dobija se 1,19 g 23a, u prinosu 34,00 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
163-173 °C, (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-4,) 6 = 7,13 (¢, J,, = 7,54 Hz, 1H,
amido p-fenil); 7,23 (4, ] = 15,38 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,37 (¢, ], ,= 7,57 Hz, 2H, amido
m-tenil); 7,42 (¢, J,,= 7,42 Hz, 2H, aroil m-fenil); 7,73 (4, J=7,66 Hz, 2H, amido o-fenil);
7,92 (d, ] = 15,32 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,17 (, ], ,= 5,55 Hz, ], ;= 9,07 Hz; 2H, aroil
o-fenil); 10,60 (s, 1TH, NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, DMSO-4) 6 = 115,52; 116,23;
119,41; 124,08; 128;90; 131,82; 131,89; 132,73; 133,28; 133,30; 136,75; 138,66; 161,89;
166,37; 164,36; 188,22. HR MS (ESI): 270,0935 (M+1), Izt.: 270,0930.

Fenilamid (E)-4-(4-hlorfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (24a): C,H,CINO,,
reakcijom (E)-4-(4-hlorfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,017 mol) i odgovarajuce
kolic¢ine anilina, dobija se 2,30 g 24a, u prinosu 47,42 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
181-183 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-4)) 6 = 7,12 (¢, Ji, = 7,26
Hz, 1H, amido p-fenil); 7,22 (d, | = 15,29 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,37 (¢, ],,= 7,58 Hz,
2H, amido m-fenil); 7,72 (d, ] = 7,44 Hz, 2H, amido o-fenil); 7,80 (4, ] = 8,42 Hz, 2H, aroil
m-tenil); 7,87 (d, ] = 15,29 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,00 (4, ] = 8,42 Hz, 2H, aroil o-fenil);
10,60 (5, 1H, NH-C(O)). °C NMR (125 MHz, DMSO-4,)) § = 119,42; 124,09; 128,00,
128,01; 130,73; 132,08; 132,61; 135,55; 137,00; 138,66; 161,76, 188,91. HR MS (ESI):
286,0634 (M+1), Izt. 286,0635.

Fenilamid (E)-4-(3,4-dihlorfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (25a): C,;H,,CLLNO,,
reakcijom (E)-4-(3,4-dihlorfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,013 mol) 1 odgovarajuce
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koli¢ine anilina, dobija se 2,80 g 25a, u prinosu 67,31 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
187-194 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d,) ¢: 7,12 (, Ji. =735
Hz, 1H, amido p-fenil); 7,24 (4, ] = 15,30 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,37 (¢, ], ,= 7,65 Hz,
2H, amido m-fenil); 7,72 (d, ] = 7,65 Hz, 2H, amido o¢-fenil); 7,84 (4, ] = 8,46 Hz, 1H, aroil
m-fenil); 7,87 (d, ] = 15,32 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,03 (dd, 1H, J,, = 2,12 Hz, |, ; = 8,48
Hz, aroil o-fenil); 8,24 (5, 1H, aroil o-fenil); 10,61 (5, 1H, NH-C(O)). "C NMR (500 MHz,
DMSO-d) ¢ = 119,43; 124,11; 128,77; 128,90; 130,49; 131,29; 132,08; 132,35; 1306,61;
136,69; 137,45; 136,64; 161,67; 187,85. HR MS (ESI): 320,0241 (M+1), Izr. 320,0245.

Fenilamid (E)-4-(4-bromfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (26a): C,H,,BrNO,,
reakcijom (E)-4-(4-bromfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,013 mol) i odgovarajuce
koli¢ine anilina, dobija se 2,60 g 26a, u prinosu 60,60 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
187-194 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d)) 6 = 7,12 (¢, ], = 7,55
Hz, 1H, amido p-fenil); 7,23 (4, ] = 14,37, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,37 (¢, ], ,= 7,85 Hz, 2H,
amido m-fenil); 7,73 (d, ]=7,60, 2H, amido o-fenil); 7,82 (d, ] = 8,74, 2H, aroil z-fenil); 7,88
(d, ] = 15,26, 1H, C(O)-CH=CH-); 8,00 (4, J= 8,77 Hz, 2H, aroil o-fenil); 10,60 (s, 1H,
NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, DMSO-4,) 6 = 119,41; 124,08; 127,99; 128;90; 130;72;
132;07; 132;60; 135;54; 136;99; 138;65; 161;75; 188,90. HR MS (ESI): 330,0120/332,0102
(M+1), Izr.: 330,0124/332,0105.

Fenilamid (E)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (27a): C,H,;NO,,
reakcijom (E)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,017 mol) i odgovarajuce
koli¢ine anilina, dobija se 2,50 g 27a, u prinosu 52,30 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. =
157-161 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR (500 MHz, DMSO-d,) § = 3,88 (5, 3H, p-
OCH,); 6,95 (4, ] = 9,03, 2H, aroil m-fenil); 7,15 (#, J,, = 7,35 Hz, 1H, amido p-fenil); 7,35
(¢ Ji,= 8,16 Hz, 2H, amido m-fenil); 7,42 (d, ] = 14,81 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-); 7,70 (4, |
= 8,18, 2H, amido o-fenil); 8,04 (4, ] = 9,03 Hz, 2H, aroil ¢-fenil); 8,13 (d, | = 14,81 Hz,
1H, C(O)-CH=CH-); 8,87 (1H, s, NH-C(O)). "C NMR (125 MHz, DMSO-4,) é: 55,57,
114,18; 120,25; 124,87; 129,04; 128,85; 131,46; 133,69; 135,84; 137,88; 162,43; 164,40,
188,36. HR MS (ESI): 282,1133 (M+1), Izr. 282,1134.

3,5-Dimetoksifenilamid (E)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (28a):
C,,H;,)NOs, reakcijom (E)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,0076 mol) i
odgovarajuce kolicine 3,5-dimetoksianilina, dobija se 0,81 g 28a, u prinosu 31,40 %, kao
zuta Cvrsta supstanca, tt. = 141-143 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H NMR 500 MHz
(CDCLy) 6 = 3,76 (s, 6H, -OCHj), 3,90 (5, 3H, -OCH,), 6,29 (s4, 1H, amido p-fenil), 6,94 (,
2H, amido o-fenil), 6,98 (4, ] = 8,96 Hz, 2H, aroil m-fenil), 7,29 (d, ] = 14,72 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH-), 8,07 (d, ] = 8,64 Hz, 2H, aroil o-fenil), 8,11 (4, ] = 15,04 Hz, 1H, C(O)-
CH=CH-), 8,33 (sb, 1H, NH-C(O)); "C NMR (125 MHz, CDCl,) 6 = 55,41; 55,60; 97,53;
98,37; 114,21; 129,86; 131,44; 134,05; 135,35; 139,44; 161,09; 162,36; 164,41; 188,05. ESI-
MS HR: 342,1338 (M+1), Izr. 342,1341.

3,5-Dimetoksifenilamid (E)-4-(4-metoksi-3,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (29a): C, H,;NO., reakcijom (E)-4-(4-metoksi-3,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske
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kiseline (0,0076 mol) 1 odgovarajuce kolic¢ine 3,5-dimetoksianilina, dobija se 0,93 g 29a, u
prinosu 33,02 %, kao Zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 160-162 °C, uz razlaganje (AcOEt). 'H
NMR 500 MHz (CDCly) ¢ = 2,19 (5, 3H, -CH,), 2,54 (s, 3H, -CH,), 5,70 (s, 6H, -OCH,),
3,88 (s, 3H, -OCH,), 6,25 (s, 1H, amido p-fenil), 6,67 (s, 1H, aroil o-fenil), 6,91 (s, 2H, amido
o-fenil), 7,12 (d, | = 14,88 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 7,58 (s, 1H, aroil o-fenil), 7,89 (4, ] =
14,88 Hz, 1H, C(O)-CH=CH-), 8,55 (5, 1H, NH-C(O)); "C NMR (125 MHz, CDCl,) 6 =
15,77; 21,94; 55,30; 55,42; 97,46; 98,28; 113,33; 123,97; 128,92; 132,95; 134,61; 137,32;
139,53; 140,25; 160,77; 160,95; 162,62; 191,61. ESI-MS HR: 370,1649 [M+H], Izr.
369,1576.

4.2.3. Sinteza i karakterizacija Majklovih adukata na amide aroilakrilnih kiselina

(1b-38b)
4.2.3.1. Sinteza Majklovih adukata na amide arotlakrilnih kiselina (1b-38b)

U balon od 25 ml, koji je opremljen refluks kondenzatorom i magnetnom mesalicom
rastvori se 7 mmol odgovarajuéeg supstituisanog amida (E)-4-aril-4-okso-2-butenske
kiseline u 15 ml hloroforma. Zatim se doda 15 ml toluena i ekvimolarna kolicina
odgovarajuceg sekundarnog amina (piperidina, imidazola, morfolina ili N-metilpiperazina).
Smesa se mesa na sobnoj temperaturi tokom 24 ¢asa. Nakon zavrsetka reakcije, smesa je ili
uparena do suva 1 izdvojen cist proizvod, ili je izdvojeni talog proceden i susen na sobnoj
temperaturi. Dobijeni 4-aril-4-okso-N-fenil-2-aminilbutiramidi (1b-38b) su okarakterisani
'H i "C NMR spektroskopijom i masenom spektrometrijom visoke rezolucije sa

elektrosprej jonizacijom.
4.2.3.2. Karakterizacija Majklovih adukata na amide benzoilakrilnib kiselina (1b-38b)

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-piperidinil)butan-
amid (1b), C,;H;,N,O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-
2-butenske kiseline (0,85 mmol) i odgovarajuce koli¢ine piperidina, dobijeno je 0,179 g 1b,
u prinosu 48,05%, kao bledo zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 111-113 °C, (toluen). "H NMR
(200 MHz, CDCly) ¢: 1,28 (d, 6H, J=7,59 Hz, ~-PrCH.,); 1,47 (m, 2H, piperidinil —CH,—);
1,63 (m, 4H, piperidinil —-CH,—); 2,57 (#like, 4H, J=5,16 Hz, piperidinil —-CH,-); 2,93-3,04
(preklopljeni 7, 2H, -PrCH i ABX); 3,66 (dd, 1H, ], ,=6,37 Hz, ], ;=9,40 Hz, ABX); 3,77 (s,
6H, -OCH,); 4,26 (dd, 1H, ],,=5,16 Hz, ], ,=9,41 Hz, ABX); 6,22 (signali slicni # 1H, ],
=4,25 Hz, amido-p-fenil); 6,79 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,80 (s, 1H, amido-o-fenil); 7,33 (4,
2H, J=8,50 Hz aroil-m-tenil); 7,97 (4, 2H, J=8,50 Hz aroil-o-fenil); 9,47 (s, 1H, amido -NH-
). "C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 22,38; 22,58; 23,60; 23,87; 26,71; 31,85; 34,16; 44,48; 51,00;
55,35; 96,32; 97,36; 126,65; 128,51; 134,81; 139,61; 154,54; 161,04; 170,60; 198.22. ESI-MS
HR: 439,2587 (M +1), Iztr. 439,2597.
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N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-imidazolil)butanamid
2b), C,H,;N,O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-
butenske kiseline (0,85 mmol) i odgovarajuce kolicine imidazola, dobija se 0,249 ¢ 2b, u
prinosu 69,55 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 150-151 °C (toluen). 'H NMR (200
MHz, CDCL,) é: 1,24 (d, 6H, J=6,71 Hz, -PrCH,); 2,93 (m, 1H, ],,=7,05 Hz, |, ;=14,11 Hz,
+-Pr-CH); 3,50 (dd, 1H, J,,=5,64 Hz, ], ;=18,11 Hz, ABX); 3,66 (s, 6H, -OCH,); 4,08 (dd,
1H, J,,=7,29 Hz, ], ;=18,11 Hz, ABX); 5,66 (#, 1H, J,,= 6,35 Hz, ABX); 6,18 (signali sli¢ni
t, 1H, J,, =2,35 Hz, amido-p-fenil); 6,81 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,82 (s, 1H, amido-o-fenil);
7,16 (s, 1H, imidazolil-CH-); 7,21 (5, 1H, imidazolil-CH-); 7,26 (4, 2H, J=8,00 Hz aroil-»-
fenil); 7,64 (s, 1H, imidazolil-CH-); 7,84 (4, 2H, J=7,86 Hz aroil-o-fenil); 10,30 (s, 1H, amido
-NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL) & 23,49; 34,20; 41,73; 55,19; 56,75; 97,17; 98,12;
118,04; 126,83; 128,42; 129,44; 133,57; 137,41; 139,70; 155,60; 160,86; 166,56; 195,84. ESI-
MS HR: 422,2074 (M +1), Lzr. 422,2080.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)- (4-morfolinil)butanamid
(3b), C,:H;,N,O., reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-
butenske kiseline (0,82 mmol) i odgovarajuce kolicine morfolina, dobija se 0,275 g 3b, u
prinosu 76,01 %, kao bledo Zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 155-157 °C (toluen). 'H NMR (200
MHz, CDCL) d: 1,27 (d, 6H, J=7,46 Hz, 7-PrCHy,); 2,64 (signali slicni #, 4H, ], ,=4,00 Hz,
morfolino-CH,-); 2,90-3,04 (preklopljeni 7, 2H, -PrCH 1 ABX); 3,64-3,86 (preklopljeni 7,
11H, morfolino-CH,-, ABX 1 -OCHy;); 4,27 (dd, 1H, J,,=5,14 Hz, ], ,=7,14 Hz, ABX); 6,23
(signali slicni 4 1H, J,, =2,82 Hz, amido-p-fenil); 6,78 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,79 (s, 1H,
amido-o-fenil); 7,33 (d, 2H, J=8,46 Hz aroil-z-fenil); 7,96 (d, 2H, J=7,81 Hz aroil-o-fenil);
9,22 (5, 1H, amido—NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 23,54; 32,10; 34,14; 49,96; 55,30,
65,02; 67,30; 96,45; 97,46; 129,69; 128,45; 134,59; 139,34; 157,74; 161,04; 169,73; 197,74.
ESI-MS HR: 441,2389 (M +1), Izr. 441,23809.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-[1-(4-metilpiperazinil)]-
butanamid (4b), C,;H;.N;O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-
4-okso-2-butenske kiseline (0,82 mmol) i odgovarajuce kolic¢ine 4-metilpiperazina, dobija se
0,159 g 4b, u prinosu 42,68 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 120-122 °C, (toluen). 'H
NMR (200 MHz, CDCL,) é: 1,27 (d, 6H, J=7,36 Hz, /-PtCH,); 2,32 (s, 3H, N-CH.); 2,52 (/r,
4H, piperazin -CH,-); 2,67 (br, 4H, piperazin -CH,-); 2,93-3,08 (preklopljeni 7, 2H, ABX 1
~-PrCH); 3,63-3,77 (preklopljeni signali, 7H, ABX 1 —OCHy;); 4,34 (dd, 1H, ],,=5,10 Hz,
J15=6,86 Hz, ABX); 6,23 (br, 1H, amido-p-fenil); 6,79 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,80 (s, 1H,
amido-o-fenil); 7,32 (d, 2H, J=8,43, aroil-m-fenil); 7,96 (d, 2H, J=8,43, aroil-o-fenil); 9,30 (s,
1H, amido -NH-). ”C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 23,58; 31,72; 34,16; 45,88; 55,33; 64,56;
96,28; 97,43; 126,65; 128,47, 134,70, 139,49; 154,63; 161,04; 170,04; 197,80. ESI-MS HR:
4542707 (M +1), Lzr. 454,2706.
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N-(4-Izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R, S)-(1-piperidinil)butanamid
(6b), C,,H;N,O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-
butenske kiseline (0,74 mmol) i odgovarajuce kolic¢ine piperidina, dobija se 0,188 g 5b, u
prinosu 59,90 %, kao svetlo zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 106-108 °C  (toluen). 'H NMR
(200 MHz, CDCl,) ¢: 1,22 (d, 6H, J=7,30 Hz, -PrCH;—fenilamid); 1,27(d, 6H, J=7,30 Hz,
PrCH;-aroil); 1,46 (7, 2H, piperidinil -CH,—); 1,63 (7, 4H, piperidinil -CH,-); 2,57 (m, 4H,
piperidinil —CH-); 2,83-3,00 (preklopljeni 7, 3H, ~PrCH i ABX); 3,71 (dd, 1H, ], ,=6,74
Hz, J,;=16,18 Hz, ABX); 4,26 (#, 1H, ],,=5,62 Hz, ABX); 7,16 (d, 2H, J=7,86 Hz amido--
tenil); 7,32 (d, 2H, J=7,86 Hz aroil-m-fenil); 7,46 (d, 2H, J=8,41 Hz amido-o-fenil); 7,97 (d,
2H, J=7,86 Hz aroil-o-fenil); 9,39 (s, 1H, amido —NH-). "C NMR (50 MHz, CDCl,) ¢
23,58; 23,94; 26,09; 31,87; 33,49; 34,14; 51,02; 66,78; 95,70; 119,31; 126,61; 126,76; 128,49;
134,95; 135,55; 144,55; 154,38; 170,38; 198,37. ESI-MS HR: 421,2838 (M +1), Izr.
421,2855.
N~(4-1zopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-imidazolil) butanamid
(6b),

C,;H,)N;0O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (0,74 mmol) i odgovarajuce koli¢ine imidazola, dobija se 0,251 g 6b, u prinosu
83,35 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 164-165 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz, CDCL,)
0: 1,17 (d, 6H, J=7,45 Hz, i-PrCH;-fenilamid); 1,24 (4, 6H, J=6,09 Hz, +~PrCH;-aroil); 2,75-
3,01 (preklopljeni 7, 2H, ~PrCH); 3,49 (dd, 1H, ], ,=5,65 Hz, ], ;=18,12 Hz, ABX); 4,10 (dd,
1H, J,,=7,13 Hz, J,,=17,24 Hz, ABX); 5,65 (#, 1H, ], ,=6,24 Hz, ABX); 7,09 (4, 2H, J=8,48
Hz, amido-m-fenil); 7,14 (s, 1H, imidazolil-CH); 7,21 (s, 1H, imidazolil-CH); 7,27 (d, 2H,
J=8,47, aroil--fenil); 7,45 (d, 2H, J=8,48 Hz, amido-o-fenil); 7,62 (s, 1H, imidazolil-CH);
7,85 (d, 2H, J=8,47, aroil-o-fenil); 9,97 (s, 1H, amido -NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL,) ¢
22,53; 23,91; 33,50; 34,21; 41,75; 56,68; 95,73; 118,02; 120,19; 126,76; 128,42; 129,55;
133,66; 135,505 137,41; 145,31; 155,53; 166,36; 195,82. ESI-MS HR: 404,2337 (M +1), Izr.
404,2338.

N-(4-1zopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2- (R, S)-(4-morfolinil)butanamid
(7b), C,,HuN,O;, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-
butenske kiseline (0,89 mmol) i odgovarajuce kolicine morfolina, dobija se 7b, u
kvantitativhom prinosu, kao Zuta polucvrsta supstanca. "H NMR (200 MHz, CDCl,) ¢: 1,22
(d, 6H, J=6,69 Hz, 7-PrCH,-fenilamid); 1,26 (4, 6H, J=7,31 Hz, -PrCH;-aroil); 2,64 (signali
slicni 4, 4H, J=4,26 Hz morfolinil-CH,-); 2,79-3,06 (preklopljeni 7, 3H, ABX i ~Pr-CH);
3,66-3,77 (prekopljeni 7, 5H, ABX i morfolinil-CH,-); 4,27 (dd, 1H, ], ,=5,18 Hz, ], ;=9,44
Hz, ABX); 7,16 (4, 2H, J=8,83 Hz, amido-m-fenil); 7,31 (d, 2H, J=7,62, aroil-z-fenil); 7,44
(d, 2H, ]J=8,22 Hz, amido-o-fenil); 7,96 (4, 2H, J=8,52, aroil-o-fenil); 9,16 (s, 1H, amido —
NH-). "C NMR (50 MHz, CDCl,) é: 23,56; 23,93; 32,14; 33,47; 34,16; 50,00; 65,15; 67,31;
95,70; 119,44; 1206,69; 126,83; 128,49; 135,24; 144,89; 154,69; 169,55; 197,86. ESI-MS HR:
4232642 (M +1), Izr. 423,2648.

N-(4-Izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R, S)-[1-(4-metilpiperazinil) ] -
butan-amid (8b), C,.H;N;O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-
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okso-2-butenske kiseline (0,89 mol) i odgovarajuce kolicine 1-metilpiperazina, dobija se
0,145 g 8b, u kvantitativnom prinosu, kao Zuta polu¢vrsta supstanca. 'H NMR (200 MHz,
CDCLy) ¢: 1,22 (d, 6H, J=7,01 Hz, PrCH;-fenilamid); 1,26 (4, 6H, J=7,01 Hz, /PrCH;-
aroil); 2,31 (s, 3H, piperazin-CH,); 2,87 (m, 1H, J,,=6,72 Hz, ], ;=13,83 Hz, ~-PrCH); 2,87
(preklopljent », 2H, ABX i -PrCH); 2,53 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,68 (br, 4H, piperazin-
CH,-); 3,70 (dd, 1H, J,,=7,29 Hz, ], ;=16,34 Hz, ABX); 4,33 (signali sli¢ni 7, J,,=7,04 Hz,
ABX); 7,16 (d, 2H, J=8,30 Hz, amido--fenil); 7,31 (d, 2H, J=8,30 Hz, aroil-z-fenil); 7,45
(d, 2H, J=8,80 Hz, amido-o-fenil); 7,95 (4, 2H, J=8,05, aroil-o-fenil); 9,21 (s, 1H, amido —
NH-). PC NMR (50 MHz, CDCL,) &: 26,63; 23,99; 31,87; 33,55; 34,22; 45,94; 55,62; 64,80;
119,40; 126,66; 126,82; 128,50; 134,87; 135,41; 144,78; 154,54; 169,81; 198,01. ESI-MS HR:
436,2965 (M +1), 1zr. 436,2964.

N-Cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-piperidinil)butanamid (9b),
C,,H;N,O,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(0,83 mmol) i odgovarajuce kolicine piperidina, dobija se 0,160 g 9b, u prinosu 49,74 %,
kao zuta polucvrsta supstanca. 'H NMR (200 MHz, CDCL,) ¢: 1,25 (d, 6H, J=6,71Hz, 7
PrCH;); 1,14-1,45 (preklopljeni 7, 8H, cikloheksil-CH,-, piperidinil-CH,-); 1,54-1,66
(preklopljeni 7, 6H, cikloheksil -CH,-, piperidinil -CH,-); 1,78-3,77 (br, 2H, cikloheksil -
CH,-); 2,50 (signali slicni #, 4H, J=5,97 Hz, piperidinil-CH,-); 2,84 (dd, 1H, J,,=5,11 Hz,
J15=16,48 Hz, ABX); 2,95 (m, 1H, i-PrCH); 3,63 (dd, 1H, J,,=7,39 Hz, ] ;=16,19 Hz,
ABX); 3,77 (m, 1H, cikloheksil -CH-); 4,06 (dd, 1H, J,,=5,69 Hz, ], ;=9,66 Hz, ABX); 7,30
(d, 2H, J=7,96Hz, aroil-m-fenil); 7,95 (d, 2H, J=8,24Hz, aroil-o-fenil); 6,83 (4, 1H, J=13.14
Hz, amido-NH); "C NMR (50 MHz, CDCL,) 4 23,58; 24,02; 24,60; 25,49; 26,60; 32,05;
32,90; 33,12; 34,14; 47,50; 50,91; 65,58; 126,56; 128,47; 135,26; 154,14; 171,06. ESI-MS
HR: 385,2855 (M +1), Izr. 385,2842.

N-Cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2- (R, S)-(1-imidazolil)butanamid (10b),
C,,H,)N,0,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(0,83 mol) i odgovarajuce koli¢ine imidazola, dobija se 0,148 g 10b, u prinosu 48,14 %, kao
narandzasta polucvrsta supstanca. '"H NMR (200 MHz, CDCly) ¢: 1,06-1,41 (m, 6H,
cikloheksil-CH,-); 1,25 (4, 6H, J=7,28Hz, ~PrCH.,); 1,61 (», 2H, cikloheksil -CH,-); 1,83
(br, 2H, cikloheksil -CH,-); 2,95 (%, 1H, -PrCH); 3,49 (dd, 1H, ], ,=6,68 Hz, ], ;=17,91 Hz,
ABX); 3,72 (m, 1H, cikloheksil-CH-); 4,02 (dd, 1H, ], ,=6,67 Hz, |, ;=17,90 Hz, ABX); 5,45
(signali slicni #, 1H, ], ,=6,68 Hz, ABX); 06,65 (4, 1H, J=7,86 Hz, amido-NH); 7,07 (s, 1H,
imidazolil-CH); 7,12 (s, 1H, imidazolil-CH); 7,30 (4, 2H, J=8,50Hz, aroil-m-fenil); 7,71 (s,
1H, imidazolil-CH); 7,86 (4, 2H, J=8.49Hz, aroil-o-fenil); "C NMR (50 MHz, CDCI,) é:
23.51; 24,60; 25,24; 32,48; 34,20; 41,61; 48,82; 56,39; 117,97; 126,81; 128,36; 129,31; 133,75;
137,28; 155,47; 167,34; 195,67. ESI-MS HR: 368,2336 (M +1), Izt. 368,2338.

N-Cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2- (R, S)-(4-morfolinil)butanamid (11b),
C,;H;,N,O,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(0,94 mmol) i odgovarajuce kolicine morfolina, dobija se 0,131 g 11b, u prinosu 35,92 %,
kao bledo narandzasta &vrsta supstanca, t.t. = 93-95 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz,
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CDCL) ¢: 1,09 (br, 6H, cikloheksil —-CH,-); 1,26 (4, 6H, J=11,26 Hz, +-PtCH,); 1,64 (br, 2H,
cikloheksil —-CH,-); 1,86 (br, 2H, cikloheksil -CH,-); 2,58 (# 4H, J,,=4,57 Hz, morfolino -
CH,-); 2,86-2,99 (preklopljeni 7, 2H, 7-PrCH i ABX); 3,59-3,76 (preklopljeni », 6H, ABX,
morfolino -CH,-, i cikloheksil -CH-); 4,07 (dd, 1H, J,,=5,10 Hz, ], ;=7,84 Hz, ABX); 7,05
(d, 1H, J=7,84 Hz, amido-NH-); 7,31 (d, 2H, J=8,43, aroil-m-fenil); 7,94 (d, 2H, ]=8.43,
aroil-o-fenil). "C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 23,60; 24,66; 25,46; 32,43; 32,92; 33,21; 34,20;
47,74; 50,02; 64,97; 67,31; 126,67; 128,47, 135,01; 154,49; 170,20; 198,31. ESI-MS HR:
387,2639 (M +1), Iztr. 387,2648.

N-Cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R, S)-[1-(4-metilpiperazinil)butanamid
(12b), C,,H,;;N,O,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (0,83 mmol) i odgovarajuée kolic¢ine 1-metilpiperazina, dobija se 0,045 g 12b, u
prinosu 13,46 %, kao zuta ¢vrsta supstanca, t.t. = 101-103 °C (toluen). "H NMR (200 MHz,
CDCL) ¢: 1,12-1,39 (br, 6H, cikloheksil -CH,-); 1,25 (4, 6H, J=6,97 Hz, ~-PrCH,); 1,56-1,64
(br, 2H, cikloheksil -CH,-); 1,86 (br, 2H, cikloheksil —-CH,-); 2,30 (s, 3H, -N-CHy,); 2,42-2,51
(br, 4H, piperazin-CH,-); 2,60 (d-like, 4H, piperazin-CH,-); 2,83-2,99 (preklopljeni 2, 2H, /-
Pr-CH, ABX); 3,63 (dd, 1H, J,,=7,94 Hz, ], ;=16,21 Hz, ABX); 3,77 (br, 1H, cikloheksil —
CH-); 4,14 (dd, 1H, J,,=5,16 Hz, ], ;=8,44 Hz, ABX); 7,11 (d-like, 1H, J=8,21 Hz, amido-
NH); 7,30 (4, 2H, J=8,44 Hz aroil-m-fenil); 7,93 (d, 2H, J=8.44 Hz aroil-o-fenil); C NMR
(50 MHz, CDCl,) d: 23,56; 24,58; 25,42; 31,90; 32,87; 33,14; 34,12; 45,81; 47,56; 55,42,
64,51; 126,54; 128,42; 135,06; 154,25; 170,40; 198,48. ESI-MS HR: 400,2959 (M +1), Izr.
400,2964.

4-(2,4-Diizopropilfenil)-N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-piperidinil)butan-
amid (13b), C,)H,N,O,, reakcijom (3,5-dimetoksifenil)amida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-
4-okso-2-butenske kiseline (0,76 mol) i odgovarajuce koli¢ine piperidina, dobija se 13b,u
kvantitativhom prinosu, kao narandzasta ¢vrsta supstanca, t.t. = 99-101 °C, (toluen). 'H
NMR: (500 MHz, CDCL) ¢: 1,21-1,29 (preklopljeni =, 12H, +PrCH,); 1,52 (», 2H,
piperidino-CH,-); 1,66 (, 4H, piperidino-CH,-); 2,55 (7, 4H, piperidino-CH,-); 2,87-2,96
(preklopljeni 7, 2H, -PrCH 1 ABX); 3,45-3,52 (preklopljeni 7, 2H, -PrCH 1 ABX); 3,77 (s,
6H, -OCH,); 4,20 (dd, 1H, ], ,=4,69 Hz, ], ;=8,04 Hz, ABX); 6,22 (# 1H, J=2,07 Hz, amido-
p-fenil); 6,79 (s, 2H, amido-o-fenil); 7,26-7,27 (preklopljeni 4 i 5, 2H, aroil-u-fenil); 7,63 (d,
1H, J=7,79 Hz, aroil-o-fenil); 9,37 (s, 1H, amido -NH-). "C NMR (125 MHz, CDCL,) é:
22.85; 23,16; 23,75; 23,95; 24,42; 26,73; 29,13; 34,26; 35,99; 44,50; 55,35; 66,27; 96,37;
97,39; 98,68; 123,16, 124,72; 127,97; 136,51; 139,64; 148,34; 152,00; 161,05; 170,57; 203,13.
ESI-MS HR: 481,3075 (M +1), Izr. 481,30060.

4-(2,4-Diizopropilfenil)- N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)butan-

amid (14b), C,.H;;N;O,, reakcijom (3,5-dimetoksifenil)amida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-
4-okso-2-butenske kiseline (0,89 mmol) i odgovarajuce koli¢ine imidazola, dobija se 0,220 g
14b, u prinosu 52,94 %, kao narandzasta ¢vrsta supstanca, t.t. = 103-105 °C (toluen). 'H
NMR (200 MHz, CDCL,) ¢: 1,11-1,26 (preklopljeni 7, 12H, 7~PrCH,); 2,91 (m, 1H, ], ,=8,69
Hz, J,;=14,28 Hz, /-Pr-CH); 3,31-3,50 (preklopljeni 7, 2H, -PrCH and ABX); 3,68 (s, 6H, -
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OCH.); 3,98 (dd, 1H, ], ,=7,45 Hz, ], ,=18,25 Hz, ABX); 5,66 (#, 1H, J,,=7,19 Hz, ABX);
06,20 (br, 1H, amido-p-fenil); 6,81 (s, 1H, amido-»-fenil); 6,82 (s, 1H, amido-z-fenil); 7,01-
7,10 (preklopljeni signali, 2H, aroil-m-fenil); 7,17 (s, 1H, imidazolil-CH); 7,24 (s, 1H,
imidazolil-CH); 7,48 (d, 1H, J=8,39, aroil-o-fenil); 7,70 (s, 1H, imidazolil-CH); 9,85 (s, 1H,
amido -NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL,) ¢: 23,62; 23,96; 28,99; 34,27; 45,08; 55,24; 57,19;
97,21; 98,30; 117,97; 123,43; 124,92; 128,38; 128,93; 134,42; 137,41; 139,56; 148,99; 153,21;
160,92; 166,44; 200,50. ESI-MS HR: 464,2532 (M +1), Lzr. 464,2549.

4-(2,4-Diizopropilfenil)- V-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2- (R, S)-(4-motfolinil)butan-
amid (15b), C,;H;N,O;, reakcijom (3,5-dimetoksifenil)amida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-
4-okso-2-butenske kiseline (1,00 mmol) i odgovarajuce koli¢ine morfolina, dobija se 0,235 ¢
15b, u prinosu 48,08 %, kao narandzasta ¢vrsta supstanca, t.t. = 126-128 °C (toluen). 'H
NMR (200 MHz, CDCL,) d: 1,23-1,29 (preklopljeni 7, 12H, ~PrCH;); 2,64 (signali sli¢ni 7
4H, J,,=3,90 Hz, morfolino-CH,-); 2,88-2,98 (preklopljeni 7, 2H, ABX and ~PrCH); 3,41-
3,65 (ovetlapped =, 2H, ABX and —/PrCH); 3,77 (preklopljeni signali, 10H, -OCH,
imorfolino-CH,-); 4,24 (dd, 1H, ],,=3,89 Hz, J,,;=7,24 Hz, ABX); 6,23 (br, 1H, amido-p-
tenil); 6,80 (s br, 2H, amido-o-fenil); 7,12 (d, 1H, J=8,08, aroil-z-fenil); 7,28 (s, 1H, aroil-7-
fenil); 7,65 (d, 1H, J=7,79, aroil-o-fenil); 9,22 (s, 1H, amido -NH-). "C NMR (50 MHz,
CDCLy) o 23,09; 24,14; 24,33; 29,11; 34,23; 36,01; 43,72; 49,98; 55,31; 64,71; 65,66; 67,31;
96,50; 97,44; 103,18; 123,23; 124,77; 128,01; 136,19; 139,38; 148,42; 152,25; 161,08; 169,67;
179,76; 194,87; 196,56; 202,57. ESI-MS HR: 483,2845 (M +1), Izr. 483,2859.

4-(2,4-Diizopropilfenil)- N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-( R, S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamid (16b), C,H, N,O,, reakcijom (3,5-dimetoksifenil)amida
(E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (1,00 mmol) i odgovarajuce kolicine
I-metilpiperazina, dobija se 0,298 g 16b, u prinosu 59,37 %, kao narandzasta cvrsta
supstanca, t.t. = 109-111 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz, CDCl,) é: 1,23-1,29 (preklopljeni
m, 12H, -PrCH;); 2,33 (5, 3H, N-CH,); 2,57 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,67 (br, 4H,
piperazin-CH,-); 2,85-2,96 (preklopljeni », 2H, ABX i ~PrCH); 3,42-3,58 (preklopljeni 7,
2H, ABX i ~PrCH); 3,78 (s, 6H, -OCHy;); 4,28 (dd, 1H, ], ,=4,59 Hz, ], ;=8,52 Hz, ABX);
6,23 (signali slicni # 1H, J,,=2,24 Hz, amido-p-fenil); 6,79 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,80 (s,
1H, amido-o-fenil); 7,11 (d, 1H, J=8,11, aroil-m-fenil); 7,27 (s, 1H, aroil-z-fenil); 7,64 (4, 1H,
J=8,12, aroil-o-fenil); 9,22 (5, 1H, amido -NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL,) é: 23,71; 24,18;
24,31; 29,12; 34,21; 35,83; 45,85; 55,33; 55,50; 65,20; 96,32; 97,45; 123,31; 124,70; 128,03;
163,35; 139,49; 148,32; 152,10; 161,04; 169,96; 202,81. ESI-MS HR: 496,3166 (M +1), Izr.
496,3170.

(2,4-Diizopropilfenil)- NV-(4-izopropilfenil)-4-okso-2- (R, S)-(1-piperidinil)butanamid

(17b), C, H,,N,O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-
butenske kiseline (0,79 mmol) i odgovarajuce koli¢ine piperidina, dobija se 0,160 g 17b, u
prinosu 43,46%, kao narandZzasta polucvrsta supstanca. 'H NMR (200 MHz, CDCL) &
1,20-1,30 (preklopljeni 4, 18H, ~PrCH;); 1,47 (br, 2H, piperidinil-CH,-); 1,63 (br, 4H,
piperidinil-CH,-); 2,56 (signali slicni #, 4H, J=14,06 Hz, piperidinil-CH,-); 2,83-2,95
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(preklopljeni 7, 3H, ABX i ~PrCH); 3,41-3,60 (preklopljeni 7, 2H, ABX i ~PrCH); 4,21
(dd, 1H, J,,=8,96 Hz, ], ;=17,91 Hz, ABX); 7,09 (4, 1H, J=8,95 Hz, aroil-z-fenil); 7,17 (d,
2H, J=7,68 Hz, amido-»-fenil); 7,27 (s, 1H, aroil-z-fenil); 7,46 (d, 2H, J=8,96Hz, amido-o-
fenil); 7,66 (4, 1H, J=8,96 Hz, aroil-o-fenil); 9,32 (s, 1H, amido-NH); "C NMR (50 MHz,
CDCl,) ¢: 23,71; 23,96; 24,18; 24,36; 26,69; 29,13; 33,52; 34,21; 36,13; 51,07; 66,06; 119,35;
123,19; 124,63; 126,80; 128,11; 135,61; 144,58; 148,26; 151,94; 170,35; 203,30. ESI-MS HR:
463,3322 (M +1), Izr. 463,33109.

4-(2,4-Diizopropilfenil)- N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)- (1-imidazolil)-
butanamid  (18b), C,H;:N,O,, reakcijom  4-izopropilfenilamida  (E)-4-(2,4-
diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,79 mmol) i odgovarajuce koli¢ine imidazola,
dobija se 18b, u kvantitativnom prinosu, kao narandzasta polucvrsta supstanca. "H NMR (
200 MHz, CDCl,) ¢: 1,12-1,25 (preklopljeni 4, 18H, /PrCHy;); 2,83-2,92 (preklopljeni , 2H,
~-Pr-CH); 3,36 (signali slicni 7 1H, J,,=6,71 Hz, #Pr-CH); 3,46 (dd, 1H, ],,=5,25 Hz,
J15=17,44 Hz, ABX); 4,00 (dd, 1H, ], ,=6,15 Hz, J,;=17,89 Hz, ABX); 5,69 (br, 1H, ABX);
7,08 (d, 1H, J=7,71Hz, aroil-m-fenil); 7,12 (d, 2H, J=8,05Hz, amido-m-fenil); 7,17 (s, 1H,
imidazolil-CH); 7,24 (s br, 1H, imidazolil-CH); 7,26 (s, 1H, aroil-m-fenil); 7,44 (d, 2H,
J=7,49Hz, amido-o-fenil); 7,48 (d, 1H, J=8,05 Hz, aroil-o-fenil); 7,77 (s, 1H, imidazolil-CH);
9,32 (5, 1H, amido -NH-); "C NMR (125 MHz, CDCL,) é: 23,68; 23,95; 24,07; 29,08; 33,58;
34,31; 45,12; 57,18; 117,93; 120,26; 123,51; 124,93; 126,81; 128,31; 134,48; 135,17; 145,53;
148,96; 153,18; 166,18; 200,44. ESI-MS HR: 446,2806 (M +1), Izr, 446,2808.

4-(2,4-Diizopropilfenil)- N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2- (R, S)-(4-
morfolinil)butanamid (19b), C,,H,N,O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-(2,4-
diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,79 mmol) i odgovarajuce koli¢ine morfolina,
dobija se 19b, u kvantitativnom prinosu, kao narandZasta polucvrsta supstanca. 'H NMR
(200 MHz, CDCly) o: 1,23-1,30 (preklopljeni &, 18H, ~PrCHy;); 2,64 (signali slicni £ 4H,
morfolino-CH,-); 2,84-2,97 (preklopljeni 7, 3H, ABX i /~PrCH); 3,40-3,64 (preklopljeni 7,
2H, ~PrCH i ABX); 3,77 (br, 4H, morfolino-CH,-); 4,24 (dd, 1H, ], ,=4,43 Hz, ], ;=8,07 Hz,
ABX); 7,09-7,13 (signali sli¢cni &, 1H, aroil-z-fenil); 7,18 (d, 2H, J=8,41 Hz, |= 8,41, amido-
m-tenil); 7,28 (s, 1H, aroil-z-fenil); 7,46 (4, 2H, J= 8,41 Hz amido-o-fenil); 7,65 (4, 1H,
J=7,84, aroil-o-fenil); 9,16 (s, 1H, amido-NH); “C NMR (50 MHz, CDCL,) ¢ 23,69; 23,94;
24.18; 24,29; 29,15; 33,50; 34,21; 36,20; 50,02; 65,44; 67,31; 119,42; 123,25; 124,70; 126,85;
128,13; 128,98; 135,30; 136,21; 144,89; 148,35, 152,19; 169,45; 202,72. ESI-MS HR:
465,3114 (M +1), Lzr. 465,3117.

4-(2,4-Diizopropilfenil)- N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2- (R, S)-[1-(4-metilpiperazinil)] -
butanamid  (20b), C;H;N;O,, reakcijom  4-izopropilfenilamida  (E)-4-(2,4-
diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,79 mmol) i odgovarajuce koli¢ine 1-
metilpiperazina, dobija se 20b, u kvantitativnom prinosu, kao narandzasta polucvrsta
supstanca. 'H NMR (200 MHz, CDCL,) &: 1,21-1,29 (preklopljeni 4, 18H, #~PrCH,); 2,32 (s,
3H, N-CH;); 2,53 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,67 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,80-2,97
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(preklopljeni 7, 3H, ABX i ~PrCH); 3,38-3,61 (preklopljeni 7, 2H, ABX i 7~PrCH); 4,28
(dd, 1H, ], ,=4,53 Hz, |, ,=7,76 Hz, ABX); 7,07-7,12 (signali slicni 4, 1H, aroil-z-fenil); 7,17
(d, 2H, J=8,57 Hz, amido-m-fenil); 7,26 (s, 1H, aroil-m-fenil); 7,46 (4, 2H, J=8,57 amido-o-
fenil); 7,63 (d, 1H, J=8,20 Hz, aroil-o-fenil); 9,16 (5, 1H, amido -NH); "C NMR (50 MHz,
CDCl,) ¢: 23,71; 23,96; 24,22, 24,29; 29,17, 33,50; 34,21; 36,00, 45,88; 55,52; 65,02; 119,39;
123,25; 124,63; 126,83; 128,18; 135,43; 136,39; 144,75, 148,24; 152,05; 169,75; 202,97. ESI-
MS HR: 478,3429 (M +1), Izr. 478,3428.

N-Cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-piperidinil)butanamid
(21b), C,,H,N,O,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-
butenske kiseline (0.88 mmol) i odgovarajuce koli¢ine piperidina, dobija se 0,151 g 21b, u
prinosu 40,22 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 105-107 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz,
CDCLy) o: 1,09-1,46 (preklopljeni 7, 8H, cikloheksil-CH,- i piperidinil-CH,-); 1,22-1,28
(preklopljent 4, 12H, ~-PrCHy;); 1,54-1,70 (preklopljeni 7, 6H, piperidinil-CH,- i cikloheksil-
CH,-); 1,84 (br, 2H, cikloheksil-CH,-); 2,47 (#like, 4H, J=06,97Hz, piperidinil-CH,-); 2,97
(dd, 1H, ], ,=4,65 Hz, ], ;=16,27 Hz, ABX); 2,91 (, 1H, i~PrCH); 3,35-3,53 (preklopljeni 7,
2H, ABX i -PrCH); 3,74 (2, 1H, cikloheksil-CH); 4,03 (dd, 1H, ], ,=4,59 Hz, ], ;=17,91 Hz,
ABX); 7,09 (d, 1H, J=7,83Hz, aroil-m-fenil); 7,24 (s, 1H, aroil-m-fenil); 7,66 (d, 1H,
J=7,83Hz, aroil-o-fenil); i 6,75 (4, 1H, J=13.78 Hz, amido-NH);. "C NMR (50 MHz,
CDCLy) o: 22,31; 22,43; 23,71; 24,00; 24,18; 24,31; 24,58; 25,47; 26,53; 29,12; 32,88; 33,14;
34,18; 36,36; 44,43; 47.41; 50,89; 65,33; 95,73; 123,17; 124,47; 128,14; 136,70; 170,96;
203,83. ESI-MS HR: 427,3323 (M +1), Lzr. 427,3325.

N-Cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-imidazolil)butanamid (22b),
C,sH;:N,O,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (0,88 mmol) i odgovarajuce koli¢ine imidazola, dobija se 0,170 g 22b, u prinosu
47,17 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 123-125 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz, CDCL,)
0: 1,04-1,35 (preklopljeni 72, 6H, cikloheksil-CH,-); 1,12-1,26 (preklopljeni 4, 12H, 7-PrCH,);
1,53-1,69 (br, 2H, cikloheksil -CH,-); 1,83 (br, 2H, cikloheksil -CH,-); 2,91 (», 1H, ], ,=6,67
Hz, J,5=13,34 Hz, i-Pr-CH); 3,25-3,45 (preklopljeni », 2H, ABX 1 —~PrCH); 3,73 (m, 1H,
cikloheksil-CH); 3,96 (dd, 1H, J,,=6,19 Hz, |, ;=17,98 Hz, ABX); 5,40 (¢, 1H, J,,=6,67 Hz,
ABX); 6,32 (s br, 1H, amido-NH-); 7,06-7,11 (preklopljeni », 2H, aroil-z-fenil i imidazolil-
CH); 7,24 (signali sli¢ni d, 1H, aroil-m-fenil); 7,46 (d, 1H, J=7,81, aroil-o-fenil); 7,57 (s, 1H,
imidazolil-CH); "C NMR (50 MHz, CDCL,) & 26,62; 23,94; 24,04; 24,62; 2524; 29,01;
32,48; 34,23; 45,19; 48,80; 56,64; 95,73; 117,73; 123,39; 124,85; 128,13; 130,09; 134,70;
137,43; 148,72; 153,01; 167,34; 200,70. ESI-MS HR: 410,2813 (M +1), Izr. 410,2802

N-Cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(4-morfolinil)butanamid (23b),
C,sH,)N,O;, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (1,00 mmol) i odgovarajuée kolicine morfolina, dobija se 0,372 g 23b, u prinosu
84,55 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 142-144 °C, (toluen). '"H NMR (200 MHz,
CDCL) ¢: 1,11-1,41 (br, 6H, cikloheksil -CH,-); 1,23-1,29 (preklopljeni 4, 12H, #~PrCH,);
1,65 (br, 2H, cikloheksil -CH,-); 1,86 (br, 2H, cikloheksil -CH,-); 2,56 (#like, 4H, ], ,=4,40
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Hz, morfolino-CH,-); 2,78-2,95 (preklopljeni 7, 2H, ABX i -PrCH); 3,35-3,58 (preklopljeni
m, 2H, ABX 1 -PrCH); 3,72 (signali sli¢ni ¢, 4H, ], ,=3,64 Hz, ], ;=8,80 Hz, morfolino-CH,-
); 3,79 (m, 1H, cikloheksil-CH); 4,05 (dd, 1H, J,,=4,43 Hz, ], ;=8,07 Hz, ABX); 7,07-7,12
(preklopljent 7, aroil-z-fenil 1 amido-NH); 7,24 (br, 1H, aroil-z-fenil); 7,64 (d, 1H, J=7.81,
aroil-o-fenil); "C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 23,71; 24,22; 24,29; 24.64; 25,46; 29,19; 32,92;
33,25; 34.21; 306,62; 47,67; 49,96; 64,78; 67,26; 123,26; 124,57; 128,18; 136,41; 148,12;
152,03; 170,09; 203,21. ESI-MS HR: 429,3123 (M +1), Izr. 429,3112.

N-Cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-[1-(4-metilpiperazinil)]
butanamid (24b), C,,H,;N;O,, reakcijom cikloheksilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-
okso-2-butenske kiseline (1,00 mmol) i odgovaraju¢e kolic¢ine 1-metilpiperazina, dobija se
0,256 g 24b, u prinosu 56,47 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 96-98 °C, (toluen). 'H
NMR (200 MHz, CDCL,) ¢: 1,15-1,39 (br, 6H, cikloheksil —-CH,-); 1,22-1,27 (preklopljeni d,
12H, ~PrCH.); 1,65 (br, 2H, cikloheksil -CH,-); 1,86 (br, 2H, cikloheksil -CH); 2,33 (s, 3H,
piperazin-N-CH.); 2,52 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,60 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,76-2,96
(preklopljeni 7, 2H, ABX 1 —-PrCH); 3,34-3,55 (preklopljeni 7, 2H, ABX i ~PrCH); 3,76
(m, 1H, cikloheksil-CH); 4,10 (dd, 1H, J,,=4,50 Hz, ] ;=9,00 Hz, ABX); 7,04-
7,11 (preklopljeni 7, aroil-z-fenil i cikloheksil-NH); 7,24 (s, 1H, aroil-m-fenil); 7,64 (d, 1H,
J=8.04, aroil-o-fenil); °C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 23,67; 24,18; 24,58; 25,42; 29,15; 32,87;
33,18; 34,16; 36,30; 45,68; 47,560; 55,32; 64,31; 123,31; 124,43; 128,14; 136,54; 14791,
151,81; 170,26; 203,41. ESI-MS HR: 442,3436 (M +1), Lzr. 442,3428.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-okso-2-( R, S)-(1-piperidinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)-butanamid (25b), C,,H,;N,O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida
(E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (0,82 mmol) i odgovarajuce
kolicine piperidina, dobija se 0,239 g 25b, u prinosu 64,61%, kao bledo Zuta cvrsta
supstanca, t.t. = 135 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz, CDCl,) é: (200 MHz, CDCL,) ¢: 1,48
(signali sli¢ni ¢, 2H, piperidinil-CH,-); 1,65 (signali sli¢ni ¢, 4H, piperidinil-CH,-); 1,81 (4,
4H, tetralinoil-CH,-); 2,57 (signali slicni #, 4H, piperidinil-CH-); 2,82 (br, 4H, tetralinoil-
CH,-); 3,00 (dd, 1H, ],, = 5,00, ],; = 16,85, ABX); 3,68 (dd, 1H, J,, = 7,30, J,; = 17,41,
ABX); 3,77 (s, 6H, -OCH,); 4,25 (dd, 1H, ],, = 5,00, ], ; = 6,74, ABX); 6,22 (signali sli¢ni 7,
1H, amido-p-fenil); 6,79 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,80 (s, 1H, amido-o-fenil); 7,15 (4, 1H, | =
8,99, aroil-m-tenil); 7,73 (m, 2H, aroil-o-fenil); 7,74 (7, 2H, aroil-o-fenil); 9,48 (s, 1H, -NH-
amid). "C NMR (50 MHz, CDCL,) &: 22,34; 22,54; 22,76; 22,89; 23,89; 26,73; 29,32; 29,55;
31,92; 44,50, 51,04; 55,33; 65,57; 96,34; 97,37; 125,30; 129,14; 129,31; 134,42; 137,39;
139,65; 143,16; 161,06; 170,71; 198,40. ESI-MS HR: 451,2594 (M +1), Izr. 451,2591.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-okso-2-(R, S)-(1-imidazolil)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-
butanamid (26b), C,;H,,.N,O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (0,82 mmol) i odgovarajuée kolicine imidazola,
dobija se 0,279 g 26b, u prinosu 78,49 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. = 166 °C. 'H
NMR: (200 MHz, CDCly) ¢: 1,80 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 2,78 (br, 4H, tetralinoil-CH,-);
3,48 (dd, 1H, J,, = 5,33, ], ; = 17,69, ABX); 3,73 (s, 6H, -OCH,); 4,07 (dd, 1H, J,, = 7,58, ], 5
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= 17,41, ABX); 5,58 (signali slicni # 1H, ABX); 6,17 (sb, 1H, amido-p-fenil); 6,76 (sb, 2H,
amido-o-fenil); 6,98 (s, 1H, imidazolil-CH); 7,07 (4, 1H, J=8,43Hz, aroil-m-fenil); 7,17(s, 1H,
imidazolil-CH); 7,58 (br, 2H, aroil-o-fenil); 7,77 (s, 1H, imidazolil-CH-); 9,99 (s, 1H, amido-
NH-). "C NMR (50 MHz, CDCl,) é: 22,47; 22,62; 29,08; 29,46; 41,41; 55,10; 56,63; 96,95;
98,05; 117,87; 124,98; 128,80; 128,94; 129,40; 133,06; 136,94; 137,59; 139,40; 144,27;
160,75; 196,22. ESI-MS HR: 434,2084 (M +1), Izr. 434,2074.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-okso-2-( R, S)-(4-morfolinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamid (27b), C,;H,,N,O;, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida
(E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (1,00 mmol) i odgovarajuce
koli¢ine morfolina, dobija se 0,261 g 27b, u prinosu 52,69 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t.
= 179-181 °C (toluen). "H NMR (200 MHz, CDCL,) é: 1,81 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 2,65
(signali slicni 7, 4H, ], ,=4,41 Hz, morfolino-CH,-); 2,81 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 3,04 (dd,
1H, J,,=4,99 Hz, J,,=16,75 Hz, ABX); 3,64-3,89 (preklopljeni signali, 11H, ABX, —-OCH, i
morfolino -CH,-); 4,24 (signali sli¢cni 4, 1H, J,,=5,06 Hz, ABX); 6,23 (signali slicni 7 1H,
J1,=2,29 Hz, amido-p-fenil); 6,78 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,79 (s, 1H, amido-o-fenil); 7,15 (4,
1H, /=9,00 Hz aroil-z-fenil); 7,72 (br, 2H, aroil-o-fenil); 9,22 (5, 1H, amido -NH-). BC
NMR (50 MHz, CDCly) ¢: 22,73; 22,87; 29,32; 29,57; 32,16; 50,02; 55,35; 66,02; 67,35;
95,73; 96,48; 97,46; 125,27; 129,14; 129,38; 134,21; 137,48; 139,40; 143,42; 161,08; 169,82;
197,86. ESI-MS HR: 453,2387 (M +1), Izr. 453,2389.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-4-okso-2-( R, S)-[1-(4-metilpiperazinil)]-4-(5,6,7,8-tetrahidro-

naftalenil)butanamid (28b), C,,H;;N,O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-okso-
4-(5,0,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (0,82 mmol) i odgovarajuce koli¢ine 1-
metilpiperazina, dobija se 0,247 g 28b, u prinosu 64,42 %, kao bledo Zuta ¢vrsta supstanca,
t.t. = 106-108 °C (toluen). 'H NMR (200 MHz, CDCL,) ¢: 1,81 (br, 4H, tetralinoil-CH,-);
2,34 (s, 3H, piperazin-N-CHj;-); 2,55 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,69 (br, 4H, piperazin-CH,-
); 2,81 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 3,03 (dd, 1H, J,,=4,96 Hz, ], ;=17,37 Hz, ABX); 3,67 (dd,
1H, J,,=7,14 Hz, ],;=17,37 Hz, ABX); 3,77 (s, 6H, -OCH,); 4,31 (dd, 1H, ], ,=4,96 Hz,
J15=9,31 Hz, ABX); 6,23 (br, 1H, amido-p-fenil); 6,79 (s, 1H, amido-o-fenil); 6,80 (s, 1H,
amido-o-fenil); 7,14 (d, 1H, J=8,57 Hz, aroil-m-fenil); 7,71-7,73 (preklopljeni signali, 2H,
aroil-o-fenil); 9,29 (s, 1H, amido-NH); "C NMR (50 MHz, CDCL,) ¢: 22,73; 22,87; 29,30;
29,55; 31,86; 45,76; 55,35; 55,50; 64,51; 96,30; 97,50; 125,25; 129,14; 129,33; 134,30; 137 41,
139,52; 143,31; 161,06; 170,07; 198,04. ESI-MS HR: 466,2707 (M +1), Lzr. 466,27006.

N-(4-Izopropilfenil)-4-okso-2-(R, S)-(1-piperidinil)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-

butanamid (29b) C,H,;N,O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (0,86 mmol) i odgovarajuce koli¢ine piperidina,
dobija se 0,373 g 29b, u kvantitativnom prinosu, kao Zuta poluévrsta supstanca. 'H NMR
(200 MHz, CDCL,) ¢: 1,22 (d, 6H, | = 7,09, 4--PrCH.); 1,47 (4, 2H, ], , = 5,38, ], ;= 10,75,
piperidinil-CH,-); 1,64 (¢, 4H, J,, = 5,37, J,; = 10,75, piperidinil-CH,-); 1,80 (br, 4H,
tetralinoil-CH,-); 2,57 (¢, 4H, J,, = 5,07, piperidinil-CH,-); 2,80 (br, 5H, tetralinoil-CH,- i 4-
-Pr-CH); 2,96 (dd, 1H, J,, = 5,02, ], ; = 19,07, ABX); 3,68 (dd, 1H, J,, = 6,91, ], 5 = 16,57,
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ABX); 4,25 (1, 1H, J,, = 5,56, ABX); 7,14 (4, 1H, J = 8,51, aroil-z-fenil); 7,16 (4, 2H, | =
8,06, amido--fenil); 7,46 (d, 1H, | = 8,51, amido-o-fenil); 7,73 (s, 1H, aroil-o-fenil); 7,76 (s,
1H, aroil-o-fenil); 9,40 (s, 1H, amido -NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL,) ¢ 22,76; 22,89;
23,94; 26,69; 29,30; 29,53; 31,96; 33,49; 51,04; 65,71; 95,70; 119,29; 125,30; 126,76; 129,13;
134,53; 135,57; 137,34; 143,02; 144,53; 170,44; 198,59. ESI-MS HR: 433,2868 (M +1), Lzr.
433,2849.

N-(4-Izopropilfenil)-4-okso-2-(R, S)-(1-imidazolil)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-
butanamid (30b), C,H,N;O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (0,86 mmol) i odgovarajuce kolic¢ine imidazola,
dobija se 0,100 g 30b, u prinosu 28,00 %, kao Zuta &vrsta supstanca, t.t. 92 °C. '"H NMR
(200 MHz, CDCL,) ¢: 1,17 (4, 6H, J,, = 7,31, i-PrCH,); 1,78 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 2,75-
2,78 (5H, preklopljeni signali, 4-/-Pr-CH- and tetralinoil-CH,-); 3,48 (dd, 1H, J,, = 5,61, ], ;
= 17,97, ABX); 4,08 (dd, 1H, J,, = 7,30, ], ; = 17,41, ABX); 5,64 (dd, 1H, J,, = 5,61, ], 5 =
7,30, ABX); 7,08 (d, 2H, | = 8,43, amido-z-fenil); 7,13 (br, 2H, imidazolil-CH-); 7,20 (s, 1H,
aroil-m-fenil); 7,44 (d, 2H, | = 8,42, amido-o-fenil); 7,60 (br, 1H, imidazolil-CH-); 7,62 (br,
2H, aroil-o-fenil); 9,95 (5, 1H, amido-NH-). "C NMR (50 MHz, CDCl,) é: 22,615; 22,761;
23,908; 29,224; 29,588; 33,503; 41,751; 56,699; 118,057; 120,169; 125,122; 126,761; 129,091;
129,492; 133,279; 135,500; 137,394; 137,648; 144,185; 145,277; 166,452; 196,130. ESI-MS
HR: 416,2342 (M +1), Izr. 416,2333.

N-(4-1zopropilfenil)-4-okso-2-( R, S)-(4-morfolinil)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-
butanamid (31b), C,H;N,O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (0,86 mmol) i odgovarajuce kolicine morfolin,
dobija se 0,365 g 31b, u prinosu 97,28 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. 129-131 °C
(toluen). "H NMR (200 MHz, CDCL,) ¢ 1,22 (4, 6H, J=6,52 Hz, i-PrCH,); 1,81 (br, 4H,
tetralinoil-CH,-); 2,65 (signali sli¢ni # 4H, [, ,=4,53 Hz, morfolino-CH,-); 2,81 (br, 5H,
tetralinoil-CH,- i ~PrCH); 3,33 (dd, 1H, ], ,=5,00 Hz, J,;=16,92 Hz, ABX); 3,65-3,77
(preklopljeni 2, 5H, morfolino-CH,- i ABX); 4,27 (dd, 1H, J,,=5,72 Hz, ] ;=9,05 Hz,
ABX); 7,12-7,19 (preklopljeni &, 3H, amido-z-fenil 1 aroil-z-fenil); 7,42 (4, 2H, J=8,61 Hz,
amido-o-fenil); 7,72 (br, 2H, aroil-o-fenil); 9,17 (s, 1H, amido -NH-). "C NMR (50 MHz,
CDCl,) ¢: 22,73, 22,85; 23,93; 29,28; 29,53; 32,21; 33,49; 50,04; 65,09; 67,33; 119,39; 125,25;
126,81; 129,34; 134,30, 135,30; 137,43; 143,31; 144,86; 169,56; 198,02. ESI-MS HR:
4352654 (M +1), Izr. 435,2648.

N-(4-Izopropilfenil)-4-okso-2-(R, S)-[1-(4-metilpiperazinil) ] -4-(5,6,7,8-

tetrahidronaftalenil)butanamid (32b), C,;H,,N,O,, reakcijom 4-izopropilfenilamida (E)-
4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (1,15 mmol) i odgovarajuce
kolicine 1-metilpiperazina, dobija se 0,432 g 32b, u prinosu 83,83 %, kao narandzasta
poluévrsta supstanca. 'H NMR (200 MHz, CDCl,) 6:1,22 (4, 6H, ]=6,60, i-PrCH,); 1,81(br,
4H, tetralinoil-CH,-); 2,32 (s, 3H, piperazin-N-CH,); 2,52 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,68 (br,
4H, piperazin-CH,-); 2,80 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 2,96 (signali slicni # 1H, J,,=2,73,
ABX); 2,96 (m, 1H, i-PrCH); 3,68 (dd, 1H, ], ,=7,16 Hz, ], ;=16,93 Hz, ABX); 4,33 (dd, 1H,
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J1.=5,16 Hz, J,;=7,04, ABX); 7,13 (4, 1H, J=8,11, aroil-m-fenil); 7,17 (d, 2H, ]=8,52,
amido-z-fenil); 7,46 (d, 2H, J=8,52, amido-o-fenil); 7,72 (s, 1H, aroil-o-fenil); 7,73 (d, 1H,
J=5,41, aroil-o-fenil); 9,24 (5, 1H, amido -NH-). "C NMR (50 MHz, CDCL,) é: 22,76; 22,91;
23,98; 29,31; 29,57; 31,88; 33,52; 44,30; 45,92; 55,59; 64,67; 119,37; 125,28; 126,83; 129,16;
129,33; 134,44; 135,44; 137,39; 143,20, 144,75; 168,89; 198,27. ESI-MS HR: 448,2966 (M
+1), Izr. 448,2964.

N-Cikloheksil-4-okso-2-(R,S)-1-piperidinil-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)butanamid
(33b), C,;H;N,O,, reakcijom (E)-N-cikloheksil-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-
butenamida (0,96 mmol) i odgovarajuce kolicine piperidina, dobija se 0,200 g 33b, u
prinosu 52,35 %, kao bledo Zuta ¢vrsta supstanca, t.t. 78 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl,) é:
1,19 (m, 2H, ax C2, cikloheksil-CH-); 1,36 (7, 2H, ax C3, cikloheksil-CH-); 1,44 (», 1H, ax
C4, cikloheksil -CH-); 1,55 (», 4H, C3, piperidin-CH,-); 1,60 (», 1H, eq C4, cikloheksil -
CH-); 1,62 (m, 2H, C4, piperidin-CH,-); 1,68 (7, 2H, eq C3, cikloheksil-CH-); 1,80 (signali
slicni d, 4H, f-tetralinil); 1,86 (7, 2H, eq C2, cikloheksil -CH-); 2,49 1 2,54 (mb, 4H, C2,
piperidin-CH-); 2,80 (signali sli¢cni d, 4H, f-tetralinil); 2,87 (dd, 1H, J,, = 5,31, J,; = 16,20,
ABX); 3,60 (dd, 1H, J,, = 7,19, ], ; = 16,26, ABX); 3,75 (signali slicni 4, 1H, cikloheksil-CH-
); 4,06 (dd, 1H, J,, = 5,32, ;5 = 7,04, ABX); 7,13 (d, 1H, | = 8,29, aroil-m-fenil); 7,28 (sb,
1H, amido-NH-); 7,72 (preklopljeni 4 i s, 2H, aroil-o-fenil ; P°C NMR (125 MHz, CDCl,) ¢:
22,61; 22,84; 22.88; 22,96; 24,06; 24,63; 25,44; 25,54; 26,65; 29,35; 29,57; 32,12; 32,94
33,16; 44,66; 47,50; 50,95; 65,45; 125,28; 129,08; 129,21; 134,82; 137,26; 142,78; 171,08;
199,07. ESI-MS HR: 397,2866 (M +1), Izr. 397,2849.

N-Cikloheksil-4-okso-2-(R,S)-1-imidazolil-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)butanamid
(34b), C,;H,,N;O,, reakcijom (E)-N-cikloheksil-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-
butenamida (0,96 mmol) i odgovarajuce kolicine imidazola, dobija se 0,210 g 34b, u prinosu
57,64 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. 98 °C. "H NMR (200 MHz, CDCl,) é: 1,00-1,42 (7,
6H, 3,4-cikloheksil-CH,-); 1,48-1,73 (2, 4H, 2- cikloheksil-CH,-); 1,79 (4r, 4H, tetralinoil-
CH,-); 2,78 (br, 4H, tetralinoil-CH,-); 3,47 (dd, 1H, ], , = 5,80, J,; = 17,88, ABX); 3,61-3,83
(m, 1H, 1-cikloheksil-CH-); 4,02 (dd, 1H, J,, = 8,21, J,; = 18,84, ABX); 5,42 (1, 1H, J,, =
5,65, ABX); 6,80 (signali slicni 4, 1H, amido-NH-); 7,09 (4, 1H, | = 7,20, aroil-z-fenil);
7,14-7,29 (m, 3H, imidazolil-CH-); 7,62 (br, 2H, aroil-m-fenil). "C NMR (50 MHz, CDCL,) é:
22,58; 22,73; 24,60, 25,22; 29,17; 29,53; 32,47; 41,59; 48,74; 56,28; 95,70; 117,89; 125,05;
128,98; 129,40; 129,64; 133,39; 137,25; 137,57; 144,00; 167,42; 195,96. ESI-MS HR:
380,2337 (M +1), Izr. 380,2332.

N-Cikloheksil-2- (R, S)-4-motfolinil-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahydronaftalenil)butanamid
(35b), C,,H;N,O,, reakcijom (E)-N-cikloheksil-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-
butenamida (0,96 mmol) i odgovarajuce kolicine morfolina, dobija se 0,250 g 35b, u
prinosu 65,12 %, kao bela ¢vrsta supstanca, t.t. 106-108 °C (toluen). 'H NMR (500 MHz,
CDCLy) ¢: 1,14-1,24 (m, 3H, cikloheksil-CH,-); 1,32-1,40 (», 3H, cikloheksil-CH,-); 1,58-
1,62 (m, 1H, cikloheksil-CH,-); 1,65-1,71 (m, 3H, cikloheksil-CH,-); 1,81 (», 4H, p-
tetralinil); 1,87 (7, 2H, cikloheksil-CH,-); 2,58 (», 4H, morfolinil-CH,-); 2,80 (», 4H, -
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tetralinil); 2,92 (dd, 1H, J,, = 5,16, ], ; = 16,64, ABX); 3,63 (dd, 1H, J,, = 7,08, ], ; = 16,45,
ABX); 3,68 (m, 1H, cikloheksil-CH-); 3,74 (7, 4H, morfolinil-CH,-); 4,06 (dd, 1H, J,, =
5,16, J,; = 7,07, ABX); 7,23 (m, 1H, amido-NH); 7,70-7,71 (preklopljeni s i 4, 2H, aroil-o-
fenil); °C NMR (125 MHz, CDCL,) ¢: 22,83; 22,96; 24,69; 25,50, 29,37; 29,61; 32,52; 32,97,
33,26; 47,74; 50,07; 64,85; 67,35; 125,27; 128,20; 129,01; 129,09; 129,31; 134,59; 137,38;
143,11; 170,21; 198,46. ESI-MS HR: 399,2640 (M +1), Izr. 399,2648.

N-Cikloheksil-2-(R, S)-[1-(4-metilpiperazinil)]-4-okso-4-(5,6,7,8-

tetrahidronaftalenil)butanamid (36b), C,;H,N;O,, reakcijom (E)-N-cikloheksil-4-okso-
4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenamida (0,96 mmol) i odgovarajuce kolicine IN-
metilpiperazina, dobija se 0,130 g 36b, u prinosu 32,79 %, kao bledo narandzasta ¢vrsta
supstanca, t.t. 93-94 °C (toluen).'H NMR (500 MHz, CDCL,) & 1,18 (», 2H, ax C2,
cikloheksil-CH-); 1,35 (2, 2H, ax C3, cikloheksil-CH-); 1,37 (2, 1H, ax C4, cikloheksil -CH-
); 1,58 (m, 1H, eq C4, cikloheksil -CH-); 1,67 (7, 2H, eq C3, cikloheksil-CH-); 1,80 (signali
slicni d, 4H, p-tetralinil); 1,86 (», 2H, eq C2, cikloheksil -CH-); 2,31 (s, 3H, piperazin-NN-
CHy,); 2,50 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,61 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,80 (signali sli¢ni d, 4H,
f-tetralinoil); 2,90 (dd, 1H, J,, = 4,99, J,; = 16,29, ABX); 3,60 (dd, 1H, J,, = 7,59, J,5 =
16,69, ABX); 3,75 (2, 1H, cikloheksil-CH-); 4,12 (dd, 1H, ],, = 5,00, ], ; = 7,25, ABX); 7,09
(d, 1H, J=8,67 Hz, amido-NH-); 7,12 (4, 1H, ] = 9,20, aroil-z-fenil); 7,69 (s, 1H, aroil-o-
fenil); 7,70 (s, 1H, aroil-o-fenil); C NMR (125 MHz, CDCL,) é: 22,83; 22,96; 24,67; 25,52;
29,35; 29,58; 32,15; 32,96; 33,23; 45,85; 47,64; 55,50; 125,24; 129,07; 129,23; 134,69; 137,28;
142,92; 170,43; 198,64. ESI-MS HR: 4122951 (M +1), Iztr. 412,2964.

2-(R,S)-(4-Benzilpiperidinil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso- N-fenilbutanamid (37b),
C,,H;N,O,, reakcijom fenilamida (FE)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,7
mmol) i odgovarajuce kolicine 4-benzilpiperidina, dobija se 37b, u kvantitativnom prinosu,
kao zuta polucvrsta supstanca. "H NMR (500 MHz, CDCl,) é: 1,26 (d, 6H, J=7,06 Hz, 7
PrCH,); 1,41 (m, 1H, piperidin-CH); 1,72 (signali sli¢ni # 4H, J=13,63 Hz, piperidin-CH,-);
2,21 (signali slicni 4, 1H, J=11,68 Hz, benzil-CH,-); 2,45 (signali sli¢cni £ 1H, J=11,19 Hz,
benzil-CH,-); 2,56 (7, 4H, piperidin-CH,-); 2,94 (preklopljeni 2, 2H, ABX i #PrCH); 3,68
(dd, 1H, ], ,=6,81 Hz, ], ;=16,30 Hz, ABX); 4,29 (dd, 1H, J,,=5,35 Hz, ], ;=6,30 Hz, ABX);
7,08 (¢, 1H, J=7,50 Hz, benzil-p-CH); 7,13 (4, 2H, J=7,80 Hz, benzil-m-fenil); 7,19 (¢, 1H,
J=6,37 Hz, amido-p-fenil); 7,26 (d, 2H, J=7,50 Hz, aroil-»-fenil); 7,29-7,32 (preklopljeni
4H, amido-m-fenil i benzil-o-fenil); 7,53 (4, 2H, J=7,50 Hz, amido-o-fenil); 7,94 (d, 2H,
J=8,35 Hz, aroil-o-fenil); 9,39 (5, 1H, amido-NH-). "C NMR (125 MHz, CDCL,) ¢ 21,42;
23,64; 30,68; 31,93; 32,85; 33,11; 34,21; 37,18; 37,57; 43,05; 45,12; 48,01; 52,75; 65,48;
119,29; 123,95; 12591; 126,65; 128,21; 128,50; 128,94; 129,02; 134,90; 137,77; 140,24,
154,47; 170,47; 198,28. ESI-MS HR: 469,2852 (M +1), Izr. 469,2855.

N-(3,5-Dimetoksifenil)-2-(R,S)-[4-(2-dimetilaminoetil)-1-piperazinil]-4-(4-izopropil-
fenil)-4-okso-butanamid (38b): C,,H,,N,O,, reakcijom 3,5-dimetoksifenilamida (F)-4-(4-
izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (0,57 mmol) i odgovarajuée koli¢ine 4-(2-
dimetilaminoetil)-1-piperazina, dobija se 38b, u kvantitativnom prinosu, kao Zzuta
poluévrsta supstanca. 'H NMR (500 MHz, CDCL) é: 1,27 (d, 6H, J=7,33 Hz, i-PrCH,); 2,24
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(5, 6H, N-(CH,),); 2,43 (m, 2H, linker-CH,-); 2,48 (7, 2H, linker-CH,-); 2,59 (br, 4H,
piperazin-CH,-); 2,67 (br, 4H, piperazin-CH,-); 2,97 (m, 1H, ], ,=6,60 Hz, ], ;=13,56 Hz, i
PrCH); 3,01 (dd, 1H, ],,=5,13 Hz, J,;=17,23 Hz, ABX); 3,68 (dd, 1H, ] ,=6,96 Hz,
J15=17,23 Hz, ABX); 3,77 (s, 6H, -OCH.); 4,31 (dd, 1H, ], ,=4,77 Hz, ], ;=7,33 Hz, ABX);
0,22 (¢, 1H, J=2,19 Hz, amido-p-fenil); 6,78 (s, 2H, amido-o-fenil); 7,32 (d, 2H, J=8,14, aroil-
m-fenil); 7,94 (d, 2H, ]J=8,46, aroil-o-fenil); 9,29 (s, 1H, amido-NH). "C NMR (125 MHz,
CDCl,) o: 23,60, 31,85; 45,61; 54,16; 55,36; 56,47; 56,82; 64,55; 96,36; 97,49; 120,64; 128,15;
128,45; 128,96; 134,73; 139,48; 154,59; 161,04; 170,06; 197,72. ESI-MS HR: 511,3283 (M
+1), Izr. 511,3284.

4.1.4. Sinteza i karakterizacija jedinjenja 151c, 152c i 156¢

Sinteza 9-Hior-1,2,3,4-tetrabidroakridina: U dvogrli balon od 250 ml, opremljen ledenim
kupatilom i refluks kondenzatorom stavi se 2,1 g antranilne kiseline (2-aminobenzoeva
kiselina, 15 mmol) i ekvimolarna koli¢ina cikloheksanona. Zatim se pazljivo kapalicom
doda 16 ml fosforoksihlorida. Nakon ovoga balon se uroni u uljano kupatilo i reakciona
smesa se zagreva uz refluks na 125 °C tokom 2 sata. Nakon toga, fosforoksihlorid se ukloni
pod snizenim pritiskom. Kada se smesa ohladi, polucvrsti smolasti ostatak, koji sadrzi sirov
proizvod se izlije u ledenu vodu, a pH se podesi natrijum-karbonatom na 8,5. Vodeni
rastvor se ekstrahuje etilacetatom, organski sloj se odvoji i upari pod snizenim pritiskom.

Dobijeni sirovi proizvod se prekristalise iz acetona.

9-Hlor-1,2,3,4-tetrahidroakridin: 'H NMR (200 MHz, CDCL) ¢ 1,83-1,96 (», 4H,
cikloheksil-CH,-); 2,93 (z, 2H, J=5,63 Hz, cikloheksil-CH,-); 3,08 (7 2H, ]=6,35 Hz,
cikloheksil-CH,-); 7,47 (7, 1H, J=7,06 Hz, m-tenil); 7,62 (#, 1H, J=6,77 Hz, m-fenil); 7,95 (z,
1H, J=8,19 Hz, o-fenil); 8,09 (4, 1H, J=7,06 Hz, m-fenil). "C NMR (50 MHz, CDCl,) &
12,42; 22,45; 27,28; 33,96; 123,46; 125,16; 126,17; 128,49; 129,05; 146,50; 159,26.

Sinteza N-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)-oktan-1,8-diamina (158c): U jednogtli balon
od 25 ml, opremljen refluks kondenzatorom i magnetnom mesalicom stavi se 1g (4,61
mmol) 9-hlor-1,2,3 4-tetrahidroakridina, 1,99 g (13,8 mmol) 1,8-diaminooktana i 5 ml 1-#-
pentanola. Smesa se refluktuje 18 sati na 160 °C. Nakon hladenja do sobne temperature,
smesa se razblazi dodatkom 50 ml etilacetata. Rastvor se ispere 10%-tnim rastvorom
natrijum-hidroksida u vodi, u levku za odvajanje, i dva puta destilovanom vodom. Rastvor
se susi preko nodi anhidrovanim magnezijum-sulfatom i nakon toga cedi. Rastvara¢ se
upari, a dobijena polucvrsta supstanaca precisti hromatografijom na koloni u sistemu

rastvaraca CHCI, : MeOH : NH,OH =7:3:0,07.
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N-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)-oktan-1,8-diamina (159¢c): 'H NMR (200 MHz,
CDCL) ¢: 1,13-1,19 (preklopljeni #, linker-CH,-); 1,28 (br, 2H, linker-CH,-); 1,47 (br, 2H,
linker-CH,-); 1,74 (br, 2H, cikloheksil-CH,-); 2,52 (br, 2H, cikloheksil-CH,-); 2,92 (br, 2H,
linker-CH,-); 3,03 (br, 2H, amino-NH,-); 3,30 (4r, 2H, linker-CH,-); 3,84 (br, 1H, amino-
NH-); 7,18 (¢, 1H, J=7,14 Hz, m-fenil); 7,38 (¢, 1H, ]J=7,52 Hz, m-fenil); 7,78-7,82
(prekloplieni 7, 2H, o-fenil). °C NMR (50 MHz, CDCL,) & 2231; 22,58; 24,31; 26,36,
28,80; 31,22; 32,06; 33,52; 41,39; 48,91; 115,26; 119,75; 122,42; 122,98; 127,67; 128,15;
146,99; 150,27; 157,87,

Sinteza heterodimera takrina i fenilamida bengoilakrilnib kiselina 151c, 152c i 156¢

U balon od 25 ml, opremljen magnetnom mesalicom 1 refluks kondenzatorom, rastvori
se 7 mmol odgovarajuceg supstituisanog amida (E)-4-aril-4-oxo-2-butenske kiseline u 15 ml
hloroforma. Zatim se doda 15 ml toluena 1 eckvimolarna kolicina N-(1,2,3,4-
tetrahidroakridin-9-il)-oktan-1,8-diamina. Smesa se mesa na sobnoj temperaturi tokom 24
casa. Nakon zavrSetka reakcije, rastvara¢ se upari. Po potrebi, dobijena polucvrsta
supstanaca se moze precistiti hromatografijom na koloni u sistemu rastvaraca CHCI; :
MeOH : NH,OH = 7 : 3 : 0,07. Dobijeni proizvodi su okarakterisani 'H i "C NMR

spektroskopijom i masenom spektrometrijom visoke rezolucije sa elektrosprej jonizacijom.

4-(4-1zopropilfenil)-4-okso- N-fenil-2-[8-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-ilamino)oktil -
amino]butanamid (151c): C, H;N,O,, reakcijom fenilamida (F)-4-(4-izopropilfenil)-4-
okso-2-butenske kiseline (0,70 mmol) 1 odgovarajuce kolicine N-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-
9-il)-oktan-1,8-diamina, dobija se 15lc, u kvantitativnom prinosu, kao narandzasta
poluévrsta supstanca. 'H NMR (500 MHz, CDCL) ¢ 1,23-1,25 (prekloplieni 7, 8H,
ukljucuje je 4, 2H, J=7,09 Hz, -PrCH,); 1,31-1,37 (preklopljeni », 8H, linker -CH,-); 1,57
(2, 2H, linker-CH,-); 1,64 (72, 2H, linker-CH,-); 1,90 (2, 4H, cikloheksil-CH,-); 2,69 (2, 4H,
cikloheksil-CH,-); 2,95 (b, 1H, J,,=6,59 Hz, ], ;=13,78 Hz, -PrCH); 3,05 (br, 2H, linker-
CH,-); 3,28 (dd, 1H, ], ,=8,19 Hz, ], ;=17,38 Hz, ABX); 3,47 (#, 2H, J=7,39 Hz, amino-NH);
3,62 (dd, 1H, J,,=3,20 Hz, J,5=17,39 Hz, ABX); 3,70 (dd, 1H, ],,=3,64 Hz, ], ;=8,71 Hz,
ABX); 7,09 (#, 1H, J=7,47 Hz, amido-p-fenil); 7,29-7,34 (preklopljeni 72, 6H, amido-»-fenil,
amido-o-fenil 1 takrin-m-fenil); 7,58 (d, 2H, J=7,64 Hz, aroil-z-fenil); 7,91 (d, 2H, ]=8,28
Hz, takrin-o-fenil); 7,95 (4, 2H, J=8,28 Hz, aroil-o-fenil); 9,60 (s, 1H, amido-NH). "C NMR
(125 Hz, CDCly) o: 22,70; 22,96; 23,55; 24,71; 26,82; 27,08; 29,26; 30,15; 31,69; 33,86;
34,21; 40,04; 48,37; 49,44; 59,45; 115,72; 119,24; 120,12; 122,82; 123,52; 124,04; 126,77,
128,27, 128,41; 128,52; 128,94; 134,12; 137,73; 147,31; 150,80; 155,21; 158,30; 171,90;
196,18. ESI-MS HR: 310,2046 (M +2), Izr. 310,2045.
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4-(3,4-Dimetilfenil)-4-okso- N-fenil-2-[8-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-ilamino)oktil-
amino]butanamid (152¢): C,,H,;N,O,, reakcijom fenilamida (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-
okso-2-butenske kiseline (0,70 mmol) 1 odgovarajuce kolicine N-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-
9-il)-oktan-1,8-diamina, dobija se 152c, u kvantitativnom prinosu, kao narandzasta
poluévrsta supstanca. 'H NMR (500 MHz, CDCL,) é: 1,25-1,37 (preklopljeni 7, 8H, linker-
CH,-); 1,50 (m, 2H, linker-CH,-); 1,64 (7, 2H, linker-CH,-); 1,90 (2, 4H, cikloheksil-CH,-);
2,29 (s, 3H, -CH,); 2,30 (s, 3H, -CH.); 2,69 (2, 4H, cikloheksil-CH,-); 3,06 (7, 4H, linker-
CH,-); 3,26 (dd, 1H, J,,=8,70 Hz, J,,;=17,40 Hz, ABX); 3,47 (#, 2H, J=7,15 Hz, amino-NH-
); 3,62 (dd, 1H, ], ,=4,35 Hz, ], ;=17,39 Hz, ABX); 3,68 (dd, 1H, J,,=4,35 Hz, ], ,=8,70 Hz,
ABX); 7,09 (¢, 1H, J= 7,14 Hz, amido-p-fenil); 7,13-7,25 (preklopljeni 7, 3H, amid-»-fenil,
aroil-z-fenil); 7,32 (m, 2H, amid-o-fenil); 7,53 (7, 1H, J=06,88 Hz, takrin-z-fenil); 7,59 (d, 1H,
J=8,35 Hz, aroil-o-fenil); 7,70 (¢, 1H, J=7,37 Hz, takrin-m-fenil); 7,74 (s, 1H, aroil-o-fenil);
791 (d, 1H, J=8,35 Hz, takrin-o-fenil); 7,95 (4, 1H, J=7,86 Hz, takrin-o-fenil); 9,59 (s, 1H,
amido-NH). "C NMR (125 Hz, CDCL,) ¢ 19,70; 20,00; 21,39; 22,70; 22,99; 24,71; 26,77,
27,09; 29,27; 30,16; 31,69; 33,87; 40,12; 48,38; 49,44; 59,50; 115,70; 119,23; 120,11; 122,79;
123,54; 124, 03; 125,23; 125,88; 128,57; 128,94; 129,25; 129,91; 134,17; 137,05; 137,76;
143,25; 147,27, 150,82; 158,25; 171,95; 198,39. ESI-MS HR: 605,3830 (M +1), Izr.
605,3856; 303,1967 (M+2), 1ztr. 303,1967.

4- N-Difenil-4-okso-2-[8-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-ilamino)oktilamino]butanamid

(156¢): C;H,,N,O,, reakcijom fenilamida (I£)-4-okso-4-fenil-2-butenske kiseline (0,70
mmol) i odgovarajuce kolicine N-(1,2,3,4-tetrahidroakridin-9-il)-oktan-1,8-diamina, dobija
se 156¢, u kvantitativhom prinosu, kao narandzasta polucvrsta supstanca. '"H NMR (200
MHz, CDCl,) ¢: 1,01-1,20 (preklopljent 7, 8H, linker-CH,-); 1,50 (4r, 2H, linker-CH,-); 1,72
(br, 2H, linker-CH,-); 2,51 (br, 4H, cikloheksil-CH,-); 2,90 (4r, 4H, cikloheksil-CH,-); 3,33-
3,40 (preklopljeni m, 7H, linker-CH,- i ABX); 3,56-3,61 (7, 1H, ABX); 4,34 (m, 1H, ABX);
4,34 (m, 1H, ABX); 4,56 (s, amino-NH-); 4,89 (s, amino-NH-); 6,89-7,56 (preklopljeni 7,
takrin-z-fenil, amido-p-fenil, amido-z-fenil, aroil-p-fenil i aroil-z-fenil); 7,79-7,86
(prekloplieni 7, 4H, aroil-o-fenil, amido-o-fenil i takrin-o-fenil); 9,54 (s, 1H, amido-NH). “C
NMR (50 Hz, CDCl,) d: 21,18; 22,23; 22,60, 24,35; 26,55; 26,84; 20,97; 29,90, 30,55; 31,37,
32,96; 41,57; 41,97; 43,05; 59,10; 61,38; 64,33; 67,15; 114,93; 119,13; 119,60, 122,03; 123,43;
124,34; 125,05; 126,67; 127,91; 128,78; 130,17; 135,99; 137,05; 137,56, 141,38; 142,14;
141,28; 151,10, 157,38; 170,15; 171,80; 196,49; 198,37. ESI-MS HR: 577,3529 (M +1), ILzr.
577,3537; 289,1807 (M+2), 1zr. 289,1805.
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4.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti jedinjenja
4.2.1. Ispitivanje bioloSke aktivnosti amida aroillakrilnih kiselina (1a-29a)

4.2.1.1. Lspitivanje citotoksitnosti amida aroilakrilnib kiselina (1a-29a)
Rastvori jedinjenja

Osnovni rastvori ispitivanih jedinjenja (1a-29a) su napravljeni u dimetilsulfoksidu (Fluka
Chemie AG Buch, Switzerland) u koncentraciji 20 mM 1 procedeni su kroz Milipor filtere
(0,22 um) pre upotrebe. Radne koncentracije rastvora jedinjenja su napravljene
razblazivanjem sa RPMI-164 hranljivim medijumom (Sigma Chemical Co. St Louis, MO) u
koji je dodato: 3 mmol/L L-glutamina, 100 zg/mL streptomicina, 100 IU/mL penicilina,
10% termalno deaktiviranog fetalnog govedeg seruma (FBS — Sigma Chemical Co.) i 25

mM Hepes pufera, podesenog na pH 7,2 rastvorom bikarbonata.
Tretman celija

Celije su zasejane u mikrotitarske ploce sa 96 bunara, i to 2000 éelija po bunaru u 0,1
mL hranljivog medijuma. Nakon 20 casova, pet razlicitth koncentracija ispitivanih
jedinjenja (1a-29a) je dodato u bunare (osim u one koji su sluzili kao kontrola). Sve
koncentracije su primenjene u triplikatu. Hranljivi medijum sa odgovaraju¢im

koncentracijama ispitivanih jedinjenja je koris¢en kao ,,slepa proba”.
Odredivange citotoksicnost prema FemX, Hel a i K562 leljama

Citotoksi¢nost je odredena MTT testom prema metodi Mosmanna,’” koju su
modifikovali Ohno i Abe.’” Citotoksi¢nost je odredena 72 ¢asa nakon dodatka ispitivanih
jedinjenja. 20 #L Rastvora MTT (koncentracije 5 mg/mL u fosfathom puferu) je dodato u
svaki bunar. Celije su inkubirane 4 ¢asa na 37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Nakon
toga je u svaki bunar dodato 100 zL 10%-tnog SDS-a. Apsorbanca je merena na 500 nm.
Citotoksi¢nost je izracunata kao koli¢nik apsorbance uzorka celija koje su inkubirane sa
ispitivanim jedinjenjima i apsorbance kontrolnog uzorka (Celije koje nisu inkubirane sa
ispitivanim jedinjenjima) od kojih je oduzeta apsorbanca slepe probe. Eksperimentalno

dobijene IC,, vrednosti predstavljaju srednje vrednosti najmane tri nezavisna merenja.

188



Analiza celijskog ciklusa

Alikvoti koji su sadrzavali 2,5 X 10° éelija kontrolnog uzorka ili uzorka ¢elija tretiranih
ispitivanim jedinjenjima tokom 24 h (u koncentracijama koje odgovaraju 2IC,, 4IC,, i
8IC,,) su fiksirani u 70% etanolu tokom 1h, na ledu, a zatim na —20 °C tokom jedne
nedelje. Celije su zatim izdvojene centrifugiranjem. Peleti su tretirani RN-azom (100
#g/mL) na 37 °C tokom 30 minuta, a zatim inkubirani sa propidijum-jodidom (PI, 40
ug/mL) tokom 30 min. Sadrzaj DNK i raspodela Celija u odgovaraju¢im fazama celijskog
ciklusa su analizirani Becton Dickinson FAC-Scan protoc¢nim citometrom. Protocna
citometrijska analiza je uradena korisc¢enjem CellQuestR (Becton Dickinson, San Jose, CA,

314

USA) na najmanje 10 000 celija po uzorku.

4.2.1.2. Lspitivanje inhibicije polimerizacije tubulina i inhibicije vezivanja kolhicina 2a tubulin
Ispitivanje inhibicije polimerizacije tubulina i inhibicije vezivanja [’H]-kolhicina za
tubulin su uradeni sa elektroforetski homogenim tubulinom iz govedeg mozga.”’"” Biologki

test inhibicije polimerizacije tubulina’"

je uraden u medijumu koji se sastojao iz: 10 zM
tubulina, 0,8 M natrijum-glutamata (pH 6,6 sa HCl u 2,0 M osnovnom rastvoru), 0,4 mM
GTP-ai4 % (v/v) dimetilsulfoksida (koriscen da se rastvore ispitivana jedinjenja). Tubulin
i razli¢ite koncentracije jedinjenja su inkubirane bez GTP-a, tokom 15 minuta na 30 °C.
Uzorci su zatim uronjeni u led i dodat je GTP, pa su na 0 °C preneti u kivete
spektrofotometra Beckman DU7400 ili Beckman DU 7500, opremljene elektronskim
kontrolorima temperature. Nakon uspostavljanja baznih linija na 350 nm, temperatura je
povecana na 30 °C (za manje od 1 min) i turbiditet uzorka je meren tokom 20 min. IC;,
Vrednost predstavlja onu koncentraciju jedinjenja koja smanjuje turbiditet uzorka za 50%

tokom 20 min ocitavanja, u odnosu na kontrolnu reakcionu smesu bez ispitivanih

jedinjenja.

Metoda ispitivanja inhibicije vezivanja kolhicina za tubulin je detaljno opisana u
literaturi.””” Reakciona smesa sadri puferski sistem za stabilizaciju tubulina i 1,0 zM
tubulina, 5,0 M ['H]-kolhicina (Perkin Elmer, Boston MA) i ispitivana jedinjenja u
koncentracijama 5,0 1 50 zM. Konac¢na koncentracija dimetilsulfoksida u smesi nije prelazila
5 v/v. Reakciona smesa je inkubirana tokom 10 minuta na 37 °C. Vremenski interval od 10

minuta je dovoljan da se 50% kolhicina veze za tubulin, u odsustvu inhibitora vezivanja.
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Nakon ovog vremena reakcije su zaustavljene sa 3 mL vode (na 0 °C) i smese su procedene
kroz dva DEAE-celulozna filtera (Whatman). Koli¢ina radioobelezenog kolhicina,

adsorbovanog na filterima odredena je scintilacionim brojanjem.

4.2.1.3. Test akutne toksicnosti derivata 23a

Kori$¢eni su muski albino misevi (NMRI Hann), tezine 18-22 g, iz instituta “Vivarijum-
Galenika a.d.” (Beograd, Srbija), izabrani nasumi¢nim uzorkovanjem. Zivotinje su ¢uvane u
standardnim uslovima, na 23 £ 2 °C, 50% vlaznosti vazduha uz slobodan pristup hrani i
vodi. Studija je uradena uz postovanje nacionalnih (,Zakon o postupanju sa
eksperimentalnm zivotinjama”, Republika Srbija) i evropskih (Directive 2010/63/EU;
European convention for the protection of vertebrate animals nsed for experimental and other scientific
purposes) zakonskih regulativa i propisa. Testovi akutne toksicnosti su uradeni u skladu sa
OECD-423 normama. Eksperimenti su odobreni od strane Eti¢kog Komiteta za Zivotinje

— Galenika a.d. (dozvola br. 3/12)

Jedinjenje 23a (20 mg) je rastvoreno u 10 mL dimetilsulfoksida. Testirana supstanca (u
dozi 10 mg/kg telesne tezine) je data miSevima oralno. Ukoliko mortalitet nije primecen,
procedura se ponavlja sa visim dozama jedinjenja od 20, 30, 40 ili 50 mg/kg telesne tezine.
Ukoliko je primecen mortalitet kod 2 ili 3, od 6 eksperimetalnih Zivotinja, primenjena doza
je uzeta kao toksi¢na. Ukoliko je mortalitet uocen kod jedne eksperimentalne zivotinje,
supstanca se primenjuje opet u istoj dozi da bi se potvrdila toksicna doza. Ponasanje

zivotinja je prac¢eno 72 ¢asa nakon primene jedinjenja.

4.2.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti jedinjenja 1b-38b, 151c, 152c i 156¢

4.2.2.1. Odpredivanje 1C;, vrednosti derivata 1b-38b 1 151c, 152c i 156¢ prema ACHE i BChE
Koriséeni rastvori:

Fosfatni pufer, 0,1 M, pH = 8,00

Rastvor indikatora (DTNB). Pravi se rastvor koncentracije 0,6 mM, u fosfatnom puferu.

Finalna koncentracija DTNB-a pri merenju je 0,3 mM.
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Rastvor supstrata, acetiltiobolin-jodida, ASCh. Pravi se rastvor koncentracije 11,8 mM u
destilovanoj vodi. Finalna koncentracija ASCh pri odredivanju treba da bude 0,28 mM.
Rastvor supstrata, butiriltiobolin-jodida, BSCh. Pravi se rastvor koncentracije 21,0 mM. Finalna
koncentracija BSCh pri odredivanju treba da bude 0,5 mM.

Rastvori enzima, ACHE i BCHE. Odmeri se 0,0028 g enzima i rastvori u 10 ml destilovane
vode (rastvor enzima 1). Zatim se 1 ml ovog rastvora razblazi do 100 ml fosfatnim
puferom (rastvor enzima 2).

Rastvori inhibitora. Pravi se rastvor koncentracije 1 X 107 M. Ostali rastvori nizih

koncentracija dobijaju se razblazivanjem ovog rastvora 50% smesom metanola i vode.

Spektrofotometrijsko odredivanje 1C;, vrednosti

U epruvete za termostatiranje rastvora doda se 0,1 ml rastvora inhibitora odgovarajuce
koncentracije i 1,8 ml rastvora enzima (najmanje u triplikatu), odnosno u kontrolnu
epruvetu se doda 0,1 ml metanola. Epruvete se 35 minuta termostatiraju na 25 °C, a zatim
se za svaku koncentraciju inibitora odreduje enzimska aktivnost. U kivetu spektrofotometra
stavi se 0,95 mL inkubacione smese, 1,0 mL rastvora DTNB-a 1 0,05 mL rastvora supstrata.
Na spektrofotometru se prati promena apsorbance s vtemenom (min). Enzimska aktivnost
se izracunava prema formuli:

EA/mL=AA/ 13,6

EA aktivnost je definisana kao broj mikromolova supstrata koje enzim hidrolizuje u min.

Za svaku koncentraciju inhibitora, izracunavaju se srednje vrednosti aktivnosti (odredene u
triplikatu) 1 procenat inhibicije enzima u odnosu na aktivhost enzima bez prisustva
inhibitora. Zatim se tako dobijene vrednosti uklapaju metodom najmanjih kvadrata u pravu
zavisnosti procenta inhibicije enzimske aktivnosti prema logaritmu koncentracije inhibitora
(% inhibicije / log [inhibitora]). Sa tako dobijene prave se o¢itava log(IC,,) inhibitora, za 50

% inhibicije enzimske aktivnosti.
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4.2.2.2. Odredivange tipa inhibicije derivata 17b prema AChE

Priprema svih potrebnih rastvora i sam eksperiment se izvode na potpuno analogan
nacin kao i odredivanje IC,; vrednosti s tim $to se snima serija krivih zavisnosti enzimske
aktivnosti od razlicitih koncentracija supstrata u odsustvu inhibitora, i u prisustvu razli¢itih
(najmanje dve) koncentracija inhibitora. Polozaj preseka ovih krivih pokazuje tip inhibicije

(videti deo Rezultati i diskusija).

4.3. Metode molekulskog modelovanja

4.3.1. Molekulsko modelovanje vezano za amide benzoilakrilnih kiselina (1a-29a)

Oblik i farmakoforna svojstva jedinjenja 1a-3a, 6a, 8a, 9a, 17a, 21a, 20a, 23a-27a su
uporedenti sa ligandima kokristalisanim sa tubulinom. Konformacije jedinjenja koris¢enih za
poredenje sa E70 (IN-{2-[(4-hidroksifenil)amino|piridin-3-il} -4-metoksibenzensulfonamid i
N16 ((3Z, 55)-5-benzil-3-[1-(fenilamino)etiliden|pirolidin-2,4-dion) su preuzete iz PDB
fajlova (BHKC i 3HKD)™® i atomi vodonika su dodati u programu VEGAZZ 2.4.0.”"
Strukture jedinjenja su sacuvane u mol2 formatu. Generisano je do 100 konformacija
jedinjenja 1a-3a, 6a, 8a, 9a, 17a, 2la, 20a, 23a-27a, iz njihovih SMILES notacija,
koris¢enjem programa OMEGA,” i MMFF94s polja sila.”® Da bi se dobilo 100
konformacija svakog jedinjenja, koja imaju Cetiri rotabilne veze u molekulu, rsmd opcija u
programu OMEGA je podesena na 0,1. Set konformera za svako jedinjenje je sa¢uvan u
mol2 formatu. Za poredenje oblika i farmakofornih svojstava jedinjenja upotrebljen je
program ROCS. Koris¢eno je eksplicitno Meals-Dean polje sila sa modifikacijama
OpenEye-a i Tanimoto cut-off vrednost je podesena na —1. Molekulski deskriptori,
izvedeni iz 3D struktura jedinjenja (povrsina dostupna rastvaracu, polarna povrsina,
nepolarna povrsina, zapremina, virtuelna logP vrednost (zavisna od konformacije molekula)
i ovalnost) su izrac¢unati upotrebom VegaZZ programa i probe od 1,4 A (voda), iz
konformacija minimalne energije dobijenih OMEGA programom, sa MMFF94s poljem

sila.

4.3.2. Izvodenje 3D-QSAR modela za jedinjenja 1b-38b i 1c-150c

SMILES notacija jedinjenja 1b-38b, koja su koris¢ena u modelu, je pretvorena u 3D

strukture programom OMEGA, upotrebom MMFF94s polja sila (za generisanje polazne
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strukture 1 konformera) pri cemu je generisano 50 konformacija za svako jedinjenje.
Generisanje konformacija derivata 1c-156¢ je opisana u daljem tekstu. Modeli su izvedeni
upotrebom programa Pentacle 1.0.5. Stanje protonovanja jedinjenja pripisano je u
programu, na pH 8,00, kako je opisano u originalnoj referenci. Program Pentacle koristi
AMANDA algoritam za dobijanje druge generacije GRIND deskriptora (GRIND-2), koji
su nezavisni od malih ili umerenih konformacionih promena. Dobijeni deskriptori
(varijable) se dalje koriste da bi se izveli PCA 1 PLS modeli. Za pravljenje modela koris¢ene
su probe DRY, N1, O i TIP sa rezolucijom resetke od 0,4 A. Za dobijanje GRIND
deskriptora (enkodiranje MIF-ova) je koris¢en MACC2 kriterijum. Grani¢ne vrednosti za
probu bile su na njihovim preporucenim vrednostima, kao i veli¢ina smoothing™ prozora i
vrednost faktora skaliranja. Validacija modela uradena je unakrsnom validacijom
upotrebom tri grupe otprilike slicne velicine u koje su objekti nasumicno rasporedeni.

Takode su prikazani podaci za unakrsnu validaciju LOO i LTO metodom.
4.3.3. Doking studija za derivate 1b-38b

Molekulski doking je uraden na #AChE (PDB oznaka 2HA2, rezolucija 2,02 A). Atomi
aminokiselinskih ostataka koji su nedostajali u PDB fajlu su dodati programom SWISS
PDB Viewer.” Atomi vodonika su dodati aminokiselinskim ostacima, nepolarni vodonici
su spojeni sa susednim atomima i Gastajgerove Sarze su izracunate upotrebom programa
AutoDock Tools.” Konformacije najnize energije jedinjenja su generisane upotrebom
programa OMEGA. Program VegaZZ 2.4 je koris¢en kao graficki interfejs. Jedinjenja su
dokovana u odgovarajucu kristalnu strukturu programom AutoDock 4.0.1. Doking je
uraden upotrebom Lamarkovog Genetskog Algoritma (LGA) kao nacina za pretrazivanje
konfiguracija. Za svako jedinjenje je uradeno 50 izracunavanja, sa pocetnom populacijom
od 250 individua, i maksimalnim brojem od 1,0 X 10 procena energija. Rezultujuée doking
poze (resenja) sa RMSD manje od 0,5 A su grupisane (klasterizovane). Svi drugi parametri
zadrzani su na preporucenim vrednostima. Klaster najnize energije za svako jedinjenje

koriséen je za dalju analizu.

* Pokazuje vrednost koja deli distance u odredeni broj opsega vrednosti, koriséena je preporucena vrednost

od 0,8.
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4.3.4 Simulacija molekulske dinamike kompleksa AChE-jedinjenje (5)-18

Za simulaciju molekulske dinamike koris¢ena je energetski najbolje rangirana doking
poza koja pripada najviSe popunjenom klasteru konformacija AChE-(5)18 kompleksa.
Sistem je neutralisan u programu VegaZZ dodavanjem eksplicitnih jona natrijuma, i zatim
je smesten u klaster eksplicitnih molekula vode, debljine 75 A, koji okruzuje enzim. Za
simulaciju MD je koridéen program NAMD** sa CHARMm?22 poljem sila i Gastajgerovim
$arzama. Sistem je minimizovan tokom 30000 koraka (30 ps) algoritmom konjugovanih
gradijenata i zatim zagrejan do 300 K u toku 10000 koraka (10 ps). Uradeno je 5 ns
produktivne simulacije molekulske dinamike (bez ikakvih primenjenih ograni¢enja na
kretanje atoma) na temperaturi 300 * 10 K, koja je kontrolisana Lanzvenovim algoritmom,
uz upotrebu periodi¢nih grani¢nih uslova. Elektrostaticke interakcije su izracunavane
Particle Mash Ewald algoritmom. Cut-off vrednosti za van der Waalsove interakcije su
podesene na 12 A, sa postepenim smanjenjem izracunatih vrednosti za ove interakcije
(switching) od 8 A, a parametar ’pair list distance’ je podesen na 13,5 A. Frejmovi
trajektorije su ¢uvani u intervalu od 1 ps, sto je dalo 5000 frejmova za celu trajektoriju.
Simulacija je uradena na klasteru procesora (Intel Xeon X5560 @ 2,8 GHz) u Linux

okruzenju. Rezultati su analizirani programom VegaZZ u Windows okruzenju.

4.3.5. Dobijanje razli¢itih konformacija jedinjenja 1c-157c

OMEGA konformacije: SMILES notacije struktura jedinjenja konvertovane su programom
OMEGA u 3D strukture (konformacije) upotrebom MMFF94s polja sila. Koris¢ene su
konformacije najnize energije, dobijene upotrebljenim poljem sila. Model koji je izveden na

osnovu ovih konformacija minimalne energije je opisan u tekstu kao ,,OMEGA model®.

ROCS konformacije: Konformacije za drugi model (,,ROCS model“) dobijene su korisé¢enjem
bis(T)takrina kao templata. Konformacija bis(7)takrina preuzeta iz kristalne strukture sa
AChE (PDB oznaka 2CKM). Koordinate inhibitora su ckstrahovane iz pdb fajla i
koris¢ene su kao predlozak za poredenje sa konformacijama dualnih inhibitora (1c-157¢) uz
upotrebu programa ROCS. Za svako jedinjenje je generisano 200 konformacija programom
OMEGA sa MMFF94s poljem sila. Za svako jedinjenje je programom ROCS pronadena
konformacija koja je najsli¢nija konformaciji bzs(7)takrina kokristalisanog sa AChE, po
kriterijumu oblika molekula (shape only opcija, farmakoforna slicnost nije koris¢ena kao

kriterijum za pretrazivanje). Te konformacije su koriséene za izvodenje modela. Slicnost
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konformacija je rangirana na osnovu Tanimoto funkcije slicnosti (Tanimoto cut-off je

podesen na -1).

VINA  konformacije: Za treéi model konformacije su dobijene dokingom jedinjenja u
kristalnu strukturu AChE (PDB oznaka 2CKM), upotrebom programa AutoDock Vina 1.0.
Ligand kokristalisan sa proteinom je odstranjen, a svi molekuli vode u kristalnoj strukturi su
zadrzani pri izracunavanjima. Kutija koja odreduje oblast enzima u koju se ligand smesta
prilikom dokinga, ukljucuje i AS 1 PAS vezivho mesto AChE i manuelno je definisana
programom MGILTools (veli¢ina kutije 26 A x 28 A x 20 A). Rezolucija resetke unutar
kutije je podesena na 1 A, opcija iscrpnosti je podesena na 20, a opseg energija (energy
range) na 4. Ovaj doking protokol je skoro idealno reprodukovao polozaj liganda iz
kristalne strukture. Za izvodenje modela nisu nuzno izabrane doking poze koje su
energetski najbolje rangirane. Za inhibitore koji imaju takrinski fragment, izabrana je
najbolje rangirana poza kod koje takrinski fragment interaguje sa AS AChE. Takode je data
prednost najbolje rangiranim izduzenim pozama inhibitora, u odnosu na savijene. Sve
izabrane poze spadale su u prve tri energetski najbolje rangirane poze. Sva izracunavanja
uradena su na Linux klasteru procesora (Intel-Xeon-E5345 @ 2,33 GHz) u paralelnom ili

sekvencijalnom modu.
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5. ZAKLJUCAK

Antimitotski agensi predstavljaju vaznu klasu lekova za tretman malignih oboljenja i
neka od njih ispoljavaju antproliferativhu aktivnost vezujuci se za tubulin, sprecavajuéi
formiranje  deobnog vretena tokom procesa mitoze. Reverzibilni inhibitori
acetilholinesteraze se koriste za tretman Alchajmerove bolesti, ali je njihova primena
indikovana i kod autoimune bolesti mijastenije gravis, glaukoma, i kao predtretman u
slucaju intoksikacija organofosfatnim bojnim otrovima 1 pesticidima. U ovoj tezi su opisane
strukturne modifikacije aroilakrilnih kiselina 1 njihovih amida koje daju molekule koji sadrze
isti substrukturni motiv, ali ispoljavaju biolosku aktivnost prema razli¢itim i nesrodnim
bioloskim metama — tubulinu i enzimima iz grupe holinesteraza.

(E)-4-aril-4-okso-2-butenamidi ispoljavaju antiproliferativnu aktivnost prema tri Celijske
linjje humanih tumora (Hela, FemX i Kb562) u niskom mikromolarnom ili
submikromolarnom opsegu. Jacina antiproliferativnog dejstva svih sintetizovanih derivata
(1a-29a) je znacajno veca od jacine antiproliferativnog dejstva odgovarajuce supstituisanih
aroilakrilnih kiselina. Dakle zamena karboksilne grupe cikloheksilamidnom, odnosno
nesupstituisanom ili pogodno supstituisanom fenilamidnom grupom znacajno povecéava
jacinu antiproliferativhog dejstva. Derivati supstituisani alkil-grupama na aroil-fenil-delu
molekula ispoljavaju najjace antiproliferativno dejstvo. Cetrnaest derivata inhibira
polimerizaciju tubulina, pri ¢emu ovi derivati ispoljavaju i skroman efekat inhibicije
vezivanja kolhicina za tubulin. Analiza Celijskog ciklusa ¢elija izlozenih dejstvu derivata 1a,
2a, 14a i 23a pokazala je da samo jedinjenja 2a i 23a dovode do povecanja broja celija u
G2/M fazi Celijskog ciklusa na koncentraciono zavisan nacéin. Prema tome, postoiji
najmanje jos jedan mehanizam dejstva derivata 1a-29a, kompetitivan inhibiciji
polimerizacije tubulina. Najaktivniji inhibitor polimerizacije tubulina je derivat 1a,
nesupstituisan na aroil-fenil i fenilamidnom prstenu, sa 1C;,=2,9 M. Sintetizovani derivati

(1a-29a) predstavljaju dobre vodece strukture za dizajn nove klase antitubulinskih agenasa.

Dizajnirana je i sintetizovana kongenerna serija Majklovih adukata sekundarnih amina na
amide aroilakrilnih kiselina (4-atil-4-okso-2-aminilbutanamida) u cilju dobijanja jedinjenja
koja inhibiraju enzime iz grupe holinesteraza. Strukturne promene na amidnom delu
molekula obuhvatile su uvodenje 3,5-dimetoksi ili 4-~Pr supstituenata na fenilamidni
prsten, ili zamenu fenilamidnog prstena cikloheksil-grupom, uz zadrzavanje alikil-

supstituenata (4--Pr, 2,4-di-7-Pr 1 f-teralinil) na aroil-fenil-prstenu jedinjenja; zato $to je
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prethodno dokazano da takva supstitucija aroi-dela molekula ima povoljan uticaj na jacinu
inhibicionog dejstva. Za Majklovu adiciju na aktiviranu dvostruku vezu, upotrebljeni su
slededi ciklicni amini: piperidin, imidazol, morfolin, N-metilpiperazin, 4-benzilpiperidin i 4-
(2-N,N-dimetilaminoetil)-1-piperazin. Dvanaest jedinjenja, uglavnom piperidinski i
imidazolski derivati, inhibira AChE u niskom mikromolarnom opsegu koncentracija. Ova
jedinjenja su neaktivna prema BChE. Tri jedinjenja su inhibirala BChE u niskom
mikromolarnom ili submikromolarnom opsegu. Sva tri jedinjenja imaju 2,4-di-~Pr
supstituisani aroil-fenil-prsten i N-metilpiperazinski prsten na polozaju C2. Kao 1 kod
prethodnog kongenernog seta, priroda cikloalkilamino-grupe wutice na selektivnost
jedinjenja. Najaktivniji inhibitor AChE, derivat 17b, ponasa se kao mesoviti tip inhibitora,
§to indicira mogucnost vezivanja jedinjenja za slobodan enzim, ali i za enzim-supstrat
kompleks. Doking studija, uradena za sedam najaktivnijih inhibitora AChE, pokazala je da
svi derivati mogu da formiraju vodoni¢nu vezu izmedu amidne -NH- grupe i -OH grupe
Tyr 124. Simulacija molekulske dinamike kompleksa AChE i jedinjenja 18b, pokazala je da
je ova vodonicna veza jedna od najstabilnijh (najpostojanijih) interakcija u kompleksu,
zajedno sa CHee*n interakcijom koja se formira izmedu metil-grupe or0-7-Pr supstituenta na
aroil-fenil-prstenu jedinjenja 18b i indolovog prstena Trp 286. Iako umereno aktivna,
jedinjenja se mogu dalje strukturno modifikovati tako da se dobiju derivati sa vecom

jacinom inhibicionog dejstva prema AChE i BChE.

Da bi dizajnirali nove dualne inhibitore AChE, uradena je 3D-QSAR analiza, zasnovana
na deskriptorima nezavisnim od medusobnog svrstavanja molekula (GRIND-2) na setu od
110 strukturno razlicitih reverzibilnih inhibitora AChE. Za sva tri modela, izvedena
koris¢enjem razlicitth konformacija ispitivanih molekula (OMEGA, ROCS 1 VINA),
statisticki parametri i prediktivnost modela dobijeni metodom unakrsne validacije su
zadovoljavajudi. Najvaznije varijable koje imaju veliki uticaj su prisutne u sva tri modela.
Prisustvo donora i akceptora vodonicne veze u strukturi molekula na odredenom
medusobnom prostornom rastojanju ima veliki uticaj na jacinu inhibicionog dejstva prema
AChE. U ove funkcionalne grupe spadaju protonovani piridinski azot, amino-grupe na
linkerima inhibitora i alkoksi-supstituenti na onim delovima molekula koji se vezuju za
PAS. Medutim, metod nije bio u moguénosti da pronade odgovarajuée specifi¢ne varijable
koje bi opisivale povoljne strukturne elemente jedinjenja za vezivanje za AS odnosno PAS
na AChE. Krace varijable koje bi se mogle povezati sa povoljnom interakcijom sa AS ili

PAS obi¢no su bile eksprimovane za sva jedinjenja u setu 1 bile su povezane sa razlic¢itim
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strukturnim elementima molekula, ¢ak i unutar istog sabseta jedinjenja. Stoga, relativho
kratke varijable su bile znatno manje informativhe u objasnjavanju odnosa strukture i
aktivnosti za ovaj set inhibitora. Polja molekulskih interakcija (MIF) izrac¢unata za Supljinu
aktivnog mesta AChE upotrebom N1= (protonovani piridinski azot) 1 DRY (hidrofobna)
proba, omogucila su identifikaciju aminokiselinskih ostataka (Trp 279, Trp 84, His 440, Tyr
70) koji odgovaraju relativno dugackim DRY-O varijablama.

Prediktivnost modela procenjena je podelom originalnog seta jedinjenja na osnovni i test
set, 1 pomocu eksternog seta od 40 jedinjenja (test set 2) strukturno razlicitog od
originalnog seta jedinjenja. Aktivnost nekih jedinjenja je odredena na enzimu iz razlicitog
izvora (HuAChE). Prediktivhost modela za test set 2 bila je veoma osetljiva na
konformacije jedinjenja koje su koriséene. Model zasnovan na VINA konformacijama
dobijenim dokingom imao je superiornu prediktivhu sposobnost u odnosu na ostala dva
modela, $to ukazuje na potrebu da se koriste konformacije jedinjenja koje su dobijene
uzimajuci u obzir 1 geometrijska ogranicenja Supljine aktivhog mesta AChE. Medutim, sva
tri modela, nezavisno od varijacije njihovih statistickih parametara, pruzila su isti tip
informacije o povoljnim strukturnim elementima za vezivanje za AChE. Takode, jacina
inhibicionog dejstva tri sintetizovana heterodimerna inhibitora zasnovana na strukturi

takrina i fenilamida aroilakrilnih kiselina je relativho dobro predvidena VINA modelom.

Do sada objavliene 3D-QSAR studije o reverzibilnim inhibitorima AChE,”” su
uglavnom ogranicene na CoMFA/CoMSIA metode, zavisne od medusobnog prostornog
svrstavanja molekula, 1 izvedene su za setove jedinjenja koji su obuhvatali samo neku
odredenu klasu jedinjenja (tetrahidroaminoakridini, N-benzilpiperidini 1 piperazini,
karbamati itd.). Ovakvi modeli, uglavhom imaju veoma dobre statisticke parametre i
prediktivnost (#>0,9 i ¢°>0,7), ali se ne mogu upotebiti za predvidanje jacine dejstva
jedinjenja koja nisu strukturno sli¢na sa setom jednjenja iz kojith su modeli izvedeni. Nasa
studija je pokazala prednosti koris¢enja deskriptora koji su nezavisni od medusobnog
prostornog svrstavanja molekula. Set jedinjenja koji koris¢en u ovoj studiji je do sada jedan

od najvecih i strukturno najraznorodnijih setova reverzibilnih inhibitora AChE.

U zakljucku, ispitane su razli¢ite modifikacije strukturnog skeleta aroilakrilnih kiselina.
Amidi aroilakrilnih kiselina ispoljavaju antiproliferativou aktivnost, dok neka od ovih

jedinjenja ihibiraju polimerizaciju tubulina. Majklovi adukti sekundarnih amina na amide
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benzoilakrilnih kiselina inihibiraju holinesteraze (AChE i BChE) i pokazuju zanimljiv profil

selektivnosti prema ova dva enzima.

Pokazano je kako jedinjenja dobijena razlicitim strukturnim modifikacijama,
postignutim relativno jednostavnim sintetickim procedurama, izvedena iz iste osnovne

strukture, mogu da izazovu razlicite bioloske odgovore 7 vitro.
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7. PRILOZI

Prilog 1. 'H i 3C NMR spektri amida benzoilakrilnih kiselina (1a-29a)
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H NMR spektar fenilamida (E)-4-(2,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (2a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (3a).
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'H NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (4a).
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'H NMR spektar 4-izopropilfenilamida (E)-4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (5a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (6a).
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13C NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (7a).
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'H NMR spektar cikloheksilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (8a).
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13C NMR spektar benzilamida (E)-4-(2,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (9a).
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13C NMR spektar benzilamida (F)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (10a).

-
=
. ™S
8575 2
' T J |
a's 8o 7’5 7o PARS P 5's s'a s o a's 3’0 2 2o s 10 o's oo

H NMR spektar 4-metoksifenilamida (E)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (11a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (12a).
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'H NMR spektar benzilamida (E)-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (15a).
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13C NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske
kiseline (16a).
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13C NMR spektar cikloheksilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8- tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline
(17a).
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'H NMR spektar 4-izopropilfenilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske
kiseline (18a).
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13H NMR spektar 4-izopropilfenilamida (E)-4-okso-4-(5,0,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske

kiseline (18a).
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TH NMR spektar benzilamida (E)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (19a).
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13C NMR spektar benzilamida (F)-4-okso-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-2-butenske kiseline (19a).
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'H NMR spektar fenilamida (E)-4-(5,6,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske kiseline (20a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(5,0,7,8-tetrahidronaftalenil)-4-okso-2-butenske kiseline (20a).
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H NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-#-butilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline (21a).
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'H NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(2,3,5,6-tetrametilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(22a).
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3C NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(2,3,5,6-tetrametilfenil)-4-okso-2-butenske kiseline
(22a).

'H NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-fluorofenil)-4-okso-2-butenske kiseline (23a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-tfluorofenil)-4-okso-2-butenske kiseline (23a).
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'H NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-hlorofenil)-4-okso-2-butenske kiseline (24a).
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H NMR spektar fenilamida (E)-4-(3,4-dihlorofenil)-4-okso-2-butenske kiseline (25a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(3,4-dihlorofenil)-4-okso-2-butenske kiseline (25a).
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'"H NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-bromofenil)-4-okso-
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2-butenske kiseline (26a).

13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-bromofenil)-4-okso-2-butenske kiseline (26a).
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'H NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (27a).
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13C NMR spektar fenilamida (E)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (27a).
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H NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (F)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (28a).
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13C NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (F)-4-(4-metoksifenil)-4-okso-2-butenske kiseline (28a).
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'H NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (E)-4-(4-metoksi-3,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (29a).
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13C NMR spektar 3,5-dimetoksifenilamida (F)-4-(4-metoksi-3,5-dimetilfenil)-4-okso-2-butenske
kiseline (29a).
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Prilog 2. "H i 3C NMR spektri Majklovih adukata na amide benzoilakrilnih kiselina (1b-
38b)
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TH NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(K,S$)-(1-
piperidinil)butanamida (1b).

% £ | i - Pl i i;
1BC NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-
piperidinil)butanamida (1b).

'H NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S5)-(1-
imidazolil)butanamida (2b).
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13C NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-
imidazolil)butanamida (2b).
:
'H NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-
morfolinil)butanamida (3b).
A

13C NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-
morfolinil)butanamida (3b).
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TH NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-metilpiperazinil)]-
butanamida (4b).

13C NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-metilpiperazinil)|-
butanamida (4b).
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H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinil) butanamida
(5b).
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinil)butanamida
(5b).

'H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil) butanamida
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)butanamida
(6b).

233



12

1
& 14

£ S
I = =T ]
= B = |
8 = | | °\ & ‘
, i e 1
F J | J - =8 §§§£:51§5|l |
I || I 2775 i e
I < | [ ||
\ Lo I A U A
5 W Al T e T R T el el T eE T e e A ale T e R T R F
Erical Shit topem)

TH NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-morfolinil|butanamida
(7b).
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NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-morfolinil]|butanamida
(7b).
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H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (8b).
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,5)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (8b).
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'H NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinil)butanamida (9b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinil)butanamida (9b).
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TH NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(KR,S$)-(1-imidazolil)butanamida (10b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)butanamida (10b)
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H NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(K,S)-(4-morpholinil)butanamida
(11b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-morpholinil)butanamida
(11b).
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H NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)butanamida (12b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)butanamida (12b).
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'H NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,$)-(1-
piperidinil)butanamida (13b).
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1BH NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-
piperidinil)butanamida (13b).

H NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-IN-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,$)-(1-
imidazolil)butanamida (14b).
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BH NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,$)-(1-
imidazolil)butanamida (14b).
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H NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-IN-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-
morfolinil)butanamida (15b).
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13C NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-IN-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-
mortfolinil)butanamida (15b).
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'H NMR spektri 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (16b).
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BC NMR spektri 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (16b).

'H NMR spektar (2,4-diizopropilfenil)-N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(K,S$)-(1-
piperidinil)butanamida (17b).
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13C NMR spektar (2,4-diizopropilfenil)-N-(4-izopropiltenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-
piperidinil)butanamida (17b).
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'"H NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-
imidazolil)butanamida (18b).
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13C NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-IN-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S$)-(1-
imidazolil)butanamida (18b).
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IH NMR spektti 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-
mortfolinil)butanamida (19b).
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3C NMR spektri 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-
mortfolinil)butanamida 19b).

a5 pass

'H NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (20b).
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3C NMR spektar 4-(2,4-diizopropilfenil)-IN-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (20b).

'H NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinilbutanamida

(21b).
13H NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinilbutanamida
(21b).
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H NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)butanamida
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)butanamida
(22b).
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TH NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-morfolinil)butanamida
(23Db).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-morfolinil)butanamida
(23b).

1.2

TH NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (24b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-(2,4-diizopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-
metilpiperazinil)|butanamida (24b).
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TH NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(K,S)-(1-piperidinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (25b).

Ghioroform-a
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13C NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,$)-(1-piperidinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (25b).
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'H NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(K,S)-(1-imidazolil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (26b).
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1BC NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-morfolinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (27b).

247

'|r_:_‘i_;§ = ;ri
BC NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (26b).
U 5 T
TH NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(K,S)-(4-morfolinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (27b).
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'H NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,S)-[1-(4-metilpiperazinil)]-4-(5,6,7,8-
tetrahidro-naftalenil)butanamida (28b).
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3C NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-4-okso-2-(R,$)-[1-(4-metilpiperazinil)|-4-(5,6,7,8-
tetrahidro-naftalenil)butanamida (28b).

'H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-piperidinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (29b).
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S$)-(1-piperidinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (29b).
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H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(1-imidazolil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (30b).
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(K,S)-(1-imidazolil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (30b).
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'H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-morfolinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (31b).
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S)-(4-morfolinil)-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (31b).
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'H NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(K,S5)-[1-(4-metilpiperazinil)|-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (32b).
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13C NMR spektar N-(4-izopropilfenil)-4-okso-2-(R,S5)-[1-(4-metilpiperazinil)]-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (32b).

'H NMR spektar N-cikloheksil-4-okso-2-(R,S)-1-piperidinil-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (33b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-okso-2-(R,$)-1-piperidinil-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (33b).
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'H NMR spektar N-cikloheksil-4-okso-2-(R,S)-imidazol-1-il-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida, (34b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-4-okso-2-(R,S)-imidazol-1-il-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida, (34b).

TH NMR spektar N-cikloheksil-2-(R,$)-4-morfolinil-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (35b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-2-(R,S)-4-morfolinil-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (35b).
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H NMR spektar N-cikloheksil-2-(R,S$)-[1-(4-metilpiperazinil)|-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (36b).
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13C NMR spektar N-cikloheksil-2-(R,$)-[1-(4-metilpiperazinil)|-4-okso-4-(5,6,7,8-
tetrahidronaftalenil)butanamida (36b).

253



bz

L Lo
IH NMR spektar 2-(R,5)-(4-benzilpiperidinil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-IN-fenilbutanamida (37b).
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1BC NMR spektar 2-(R,S)-(4-benzilpiperidinil)-4-(4-izopropilfenil)-4-okso-IN-fenilbutanamida (37b).
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'H NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-2-(R,S)-[4-(2-dimetilaminoetil)-1-piperazinil|-4-(4-
izopropilfenil)-4-okso-butanamida (38b).
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13C NMR spektar N-(3,5-dimetoksifenil)-2-(R,S)-[4-(2-dimetilaminoetil)- 1-piperazinil |-4- (4-
izopropilfenil)-4-okso-butanamida (38b).
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Prilog 3. (a) Ekspresija vaznih varijabli modela zasnovanog na OMEGA konformacijama

Br. Jed. varl47 varl58 var268 var455 vard77 var745 var768 var849 var876

+

1c - - — - -
2c — — —
3c - — -
4c — — —

|
+
+

+

|
+
|

5¢ — — —

6¢ — — -

7c — — -

8c — — -

9¢ + — -
10c — — -
11c — — -
12¢ — — — — -
13c - - +
14c — — -
15¢ — — -
16¢ - - -
17¢ — — -
18c — — -
19c — — +
20c + — -
21c — — +
22¢ — — -
23c + — -
24c — -
25¢ — -
26¢ — -
27c — -
28¢ + -
29c — - - - -
30c — — - + -
31c — — - — -
32c — — - + -
33c — — - — -
34c — — - — -
35¢ — — - — -
36¢ — - - + -
37c - - - + -
38¢c - - - - -
39c - - - + -
40c - — + — —
41c — — _ + _
42¢ - - — + — + — — +
43c - - + - - - - - -
44c - - - + - + - + -
45¢ - - — + — + — — +
46¢ - - - - - - - — —
47c - - + - - - - - -
48c - - - - - - - - -
49c - — + - - - - - -

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
[
+ o+ o+ o+
[
+ o+ + + + o+ F
+ o+ o+ + o+

+
|
|
|

o+ o+ o+
N

+

+ o+

+
+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ + o+ o+ o+ +
+ o+ + + o+ o+ o+ o+ o+

[
B T S S S S S T S S S e S S S A
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+
|
+
|
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51c

52c
53¢
54c
55¢

56¢
57c
58¢
59¢
60c
61c
62c
63c
64c
65¢

66¢
67c
68¢
69c
70c
T1c
72c
73c
74c
75¢

+ o+ o+ o+ o+ o+

76¢
77c
78c

79¢
80c
81c
82¢
83c
84c
85¢c

86¢
87¢c
88c
89¢c
90c
91c

92¢
93¢
9%4c
95¢

96¢
97c
98¢
99¢
100c

101c

102¢

103c
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104c + _ - + _ + _ N +
105¢ + - + + + - + +
106¢ + - + + + - + +
107¢ + _ - + _ + _ + +
108¢ + - + + _ + +
109¢ + - + + _ + +
110c - + - + + _ n +

(b) Ekspresija vaznih varijabli modela zasnovanog na ROCS konformacijama

Br. Jed. varl28 varl44 varl6l var278 var475 var496 var805 var888 var930

+
|

1c - — — — - - -
2¢
3c
4c
5¢c

+ o+ o+
|
|
|

6¢ - - - -
7c - - - -

8c - - - -
9¢ - + - -
10c - - - -
11c
12¢
13c
14c
15¢
16¢
17¢ - - - -
18c + - -
19¢ - - -
20c - - -
21c + - -
22¢ - + -
23c + + -
24c + - -
25¢ - - -
26¢
27c
28c
29c¢
30c + - — -
31c - - - -
32c - - — +
33c - - - -
34c
35¢
36¢
37c
38¢ - + - -
39c¢ + - - -
40c - - - -

+ o+ + + +
[ |
[ |
+ o+ o+ o+
[
o+ o+ o+ o+

+

+
[
+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+
o
o
+ o+ o+ o+ o+

[
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[
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|

+ o+ +
[
[
[
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41c
42c
43c
44c
45¢
46¢
47c
48c
49c

50c
51c

52c
53¢
54c
55¢

56¢
57c
58¢c
59¢
60c
61c

62c
63c
64c
65¢

66¢

67c
68c
69¢
70c
71c

72¢
73c
74c
75¢c

76¢
77c
78¢c
79¢
80c
81c

82c
83c
84c
85¢

86¢
87c
88c
89¢c
90c
91c

92¢
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93¢
9%c
95¢

96¢
97¢c
98c
99¢
100c

101c

102¢

103c

104¢c

105¢

106¢

107¢

108c

109¢c

110c

(c) Ekspresija vaznih varijabli modela zasnovanog na VINA konformacijama

varl47 var241 var427 var435 vard44 var696 var723 var832

varl23

var66

1c

2c

+ o+ o+ o+

+ o+ 4+ o+

3c

4c

5¢

6¢

7c

8c

9¢

10c

11c

12¢

13c

14c

15¢

16¢

17¢

18c

19¢
20c

21c
22¢
23c
24c
25¢
26¢
27c
28c
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29c¢
30c
31c
32¢
33c
34c
35¢

36¢
37c
38c
39c
40c

41c
42c
43c
44c
45c
46¢
47c
48c
49c

50c
51c
52c
53¢
54c
55¢

56¢
57c
58¢c
59¢
60c
61c
62c
63c
64c
65¢

66¢
67¢c
68c
69¢
70c
71c
72¢
73c
74c
75¢

76¢
77c
78c
79¢
80c
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8lc
82¢
83c

84c
85¢

86¢
87c
88c
89¢c
90c
91c
92¢c
93¢
9%4c
95¢

96¢

97c
98c
99¢
100c

101c

+

102¢

103c

+ o+ o+

104c

105¢

106¢

107¢

108c

109¢

110c
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(d). Numericke vrednosti deskriptora kori§éenih za izvodenje 2D QSAR modela i
predvidene pICy, vrednosti.

Predvidene pICso Predvidene pICso
Br.Jed. nRI0  N070 Ji a3 |Brled nR10 - Neoo DT }Z i
1c 0 1 6.559 6.380 76¢ 2 1 7991 7.686
2¢ 0 1 6.559 6.380 77c 2 1 7.991 7.686
3c 0 1 6.559 6.380 78¢ 2 1 7.991 7.686
4c 0 1 6.559 6.380 79¢ 2 1 7991 7.686
5¢ 0 2 7.672 7.025 80c 2 1 7991 7.686
6c 0 1 6.559 6.380 81c 2 1 7.991 7.686
7c 1 0 6.162 6.389 82c 2 1 7.991 7.686
8¢ 1 0 6.162 6.389 83c 2 1 7.991 7.686
9c 0 2 7.672 7.025 84c 2 1 7.991 7.686
10¢ 1 0 6.162 6.389 85¢ 2 1 7.991 7.686
11c 0 2 7.672 7.025 86¢ 2 1 7.991 7.686
12¢ 2 0 6.878 7.042 87c¢ 2 1 7.991 7.686
13c 2 0 6.878 7.042 88c 2 1 7.991 7.686
14c 2 0 6.878 7.042 89c 2 1 7.991 7.686
15¢ 2 0 6.878 7.042 90c 2 1 7.991 7.686
16¢ 2 0 6.878 7.042 91c 2 1 7.991 7.686
17¢ 2 0 6.878 7.042 92¢ 2 1 7.991 7.686
18¢ 2 0 6.878 7.042 93¢ 2 1 7.991 7.686
19¢ 2 0 6.878 7.042 94c 2 1 7.991 7.686
20c 2 0 6.878 7.042 95¢ 2 1 7.991 7.686
21c 2 0 6.878 7.042 96¢ 2 1 7.991 7.686
22¢ 2 0 6.878 7.042 97¢ 2 1 7.991 7.686
23¢ 2 0 6.878 7.042 98¢ 2 1 7.991 7.686
24c 2 0 6.878 7.042 99¢ 2 1 7.991 7.686
25¢ 2 0 6.878 7042 | 100c 2 1 7.991 7.686
26¢ 2 0 6.878 7042 | 101c 2 1 7.991 7.686
27c 2 0 6.878 7042 | 102¢ 2 1 7.991 7.686
28¢ 2 0 6.878 7042 | 103c 2 1 7.991 7.686
29¢ 2 0 6.878 7042 | 104c 2 1 7.991 7.686
30c 2 0 6.878 7042 | 105¢ 2 1 7.991 7.686
31c 2 0 6.878 7042 | 106¢ 2 1 7.991 7.686
32¢ 2 0 6.878 7042 | 107¢ 2 1 7.991 7.686
33c 1 0 6.162 6380 | 108c 2 1 7.991 7.686
34c 1 0 6.162 638 | 109¢ 2 1 7.991 7.686
35¢ 1 0 6.162 6.389 | 110c 2 1 7991 7.686
36¢ 1 0 6.162 6380 | 1llc 0 1 / 6.38
37c 1 0 6.162 6380 | 112¢ 0 1 / 6.38
38¢ 1 0 6.162 6389 | 113c 0 1 / 6.38
39¢ 1 1 7.275 7033 | 1l4c 0 1 / 6.38
40c 0 0 5.446 5736 | 115¢ 0 1 / 6.38
e 0 0 5.446 5736 | 116¢ 1 1 / 7.033
42¢ 0 0 5.446 5736 | 117¢ 1 1 / 7.033
43¢ 0 0 5.446 5736 | 118c 1 1 / 7.033
d4c 0 0 5.446 5736 | 120¢ 1 1 / 7.033
45¢ 0 0 5.446 5736 | 120¢ 4 1 / 8.993
46¢ 0 0 5.446 5736 | 121c 2 1 / 7.686
47c 0 0 5.446 5736 | 122¢ 2 1 / 7.686
48¢ 0 0 5.446 5736 | 123¢ 2 2 / 8.331
49¢ 0 0 5.446 5736 | 124c 0 0 / 5.736
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Br.Jed. nR10  N-070 }’erzfl‘l"de“e ﬁ{f;’ Br.Jed. nR10  N-070 I}fi";dene }Z Icfs;
50c 0 0 5446 5736 | 125¢ 0 0 / 5.736
51c 0 0 5.446 5736 | 126¢ 0 0 / 5.736
52¢ 0 0 5.446 5736 | 127¢ 0 0 / 5.736
53¢ 2 0 6.878 7042 | 128¢ 0 0 / 5.736
54c 0 0 5.446 5736 | 129¢ 0 0 / 5.736
55¢ 0 0 5.446 5736 | 130c 0 0 / 5.736
56¢ 0 0 5.446 5736 | 131c 0 0 / 5.736
57c 0 0 5.446 5736 | 132¢ 0 0 / 5.736
58¢ 0 0 5.446 5736 | 133c 0 0 / 5.736
59¢ 0 0 5.446 5736 | 134c 0 0 / 5.736
60c 1 0 6.162 6389 | 135¢ 0 0 / 5.736
61c 1 0 6.162 6389 | 136¢ 0 0 / 5.736
62c 0 0 5.446 5736 | 137¢ 0 0 / 5.736
63c 0 0 5.446 5736 | 138¢ 0 0 / 5.736
64c 0 0 5.446 5736 | 139¢ 0 0 / 5.736
65¢ 0 0 5.446 5736 | 140c 0 0 / 5.736
66¢ 0 0 5.446 5736 | 141c 0 0 / 5.736
67c 0 0 5.446 5736 | 142¢ 0 0 / 5.736
68c 2 1 7.991 7686 | 143c 0 0 / 5.736
69c 2 1 7.991 7.686 | 144c 0 0 / 5.736
70¢ 2 1 7.991 7.686 | 145¢ 0 0 / 5.736
71c 2 1 7.991 7686 | 146¢ 2 1 / 7.686
72¢ 2 1 7.991 7.686 | 147¢ 2 1 / 7.686
73c 2 1 7.991 7.686 | 148c 2 1 / 7.686
74c 2 1 7.991 7.686 | 149¢ 2 1 / 7.686
75¢ 2 1 7.991 7686 | 150¢ 2 1 / 7.686
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Prilog 4. '"H i "C NMR spektri jedinjenja 151c, 152¢ i 156¢

k]

/

'"H NMR spektar 4-(4-Izopropilfenil)-4-okso-N-fenil-2-[8-(1,2,3,4-
tetrahidroakridinilamino)oktilamino]butanamida (151c).
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C NMR spektar 4-(4-Izopropilfenil)-4-okso-N-fenil-2-[8-(1 ,é,3,4-
tetrahidroakridinilamino)oktilamino]butanamida (151c).

55

" 'H NMR spektar 4-(3 4-dimetilfenil)-4-okso-N-fenil-2-[8-(1,2,3,4-
tetrahidroakridinilamino)oktilamino]butanamida (152c).
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PC NMR spektar 4-(3,4-dimetilfenil)-4-okso-N-fenil-2-[8-(1,2,3,4-
tetrahidroakridinilamino)oktilamino]butanamida (152c).

'H NMR‘spektar 4-N-difenil-4-okso-2- [é—(l ,2;3,4;tetrahidroakridin-9-
lamino)oktilamino]butanamida (156¢)
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"H NMR spektar 4-N-difenil-4-okso-2-[8-(1,2,3 4-tetrahidroakridin-9-
ilamino)oktilamino]butanamida (156¢)
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucaHa Maja . Butoposuh-Togoposuh

6poj ynuca /

UsjaBmbyjem
3 je AOKTOPCKA AMcepTaLmja nog Hac/I0BOM:

PaumoHanHu An3ajH 1 CUHTE3a jeantbetba ca CTPYKTYPHUM CKeNeTOM amMmuaa aponiakpUaHnX
KMCeNMHa Koja UCNoJbaBajy aHTUXO/IMHECTEPasHY, aHTUTYBYMHCKY M aHTUNPOIUdEepPaTUBHY
aKTUBHOCT

® pPe3ynTaTt ConCTtBeHOr UCTPa*XMUBaAYKor paaa,

® [a npeasioXeHa gucepTtauuja y UeAVHM HU Yy AenoBMMa Huje Buna npeanoskeHa 3a
Jobuvjarbe 6MA0  Koje aunaome Npema  CTYAMjCKMM  Nporpamuma  Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTAaHOBaQ,

® 13 Cy pe3ynTatm KOPEeKTHO HaBeaeEHU U

® [a HMCaAM Kpwwuo/na ayTopcKa MpaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyasHy CBOjUHY OpPYrux
nua.

MNoTnuc goKropaHaga

Y beorpagy, 16. 04. 2014.

Wiad

N




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Ume n npesnme aytopa: Maja [1. Butoposuh-Togoposuh
bpoj ynuca /
CTyAujcKv nporpam opraHcKa xemuja/ meguumHcKa Xxemuja

Hacnos paga: PaunoHanHu An3ajH U CUHTE3a jeAuHberba ca CTPYKTYPHUM CKENeToM amuaa
APOUTAaKPUIIHUX KUCEIMHA KOja UCMOoJbaBajy aHTUXO/IMHECTepPasHy, aHTUTYOY/IMHCKY U
aHTMNpPOANdEPaATUBHY aKTUBHOCT

MeHTop: npod. ap. Jbyba Manawuh, npod. ap. UeaH JypaHuh

MoTtnncanu: Maja . Butoposuh-Togoposuh

M3jaBsbyjem Aa je WTaMnaHa Bep3unja Mor AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA eNIeKTPOHCKO] BEP3njn
Kojy cam npegao/na 3a ob6jaB/buBarbe Ha nopTany J[AurutanHor penosutopujyma
YHusep3urerta y beorpaay.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe MoOju AMYHWM NofauM Be3aHW 33 fo0bujarbe akafeMCKOr 3Batba
[JOKTOpPA HayKa, Kao LWTO Cy MMe U npe3ume, roauHa u mecto poherba 1 gatym oabpaHe pasa.

OBM NIMYHM NoAaLM MOry ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHMLama aurutanHe 6ubnuoteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTanory 1y nybankaumjama YHusepsuTteTa y beorpagy.

MNoTnuc aoKTopaHaa

W)

N

Y beorpagy, 16. 04. 2014.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoteky ,Cseto3ap Mapkosuh® pa y [Aurutantu
peno3sutopujym YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece mojy LOKTOPCKY AMcCepTaumjy Nog HaC/I0BOM:

PauyoHanHun am3ajH 1 cuHTE3a jeaurberba ca CTPYKTYPHUM CKENeToOM aMuaa apouakpUaIHUX
KMCe/IMHA KOja WCNo/baBajy aHTUXOJIMHECTEPAsHYy, aHTUTYOYNIMHCKY M aHTUnponudepaTusHy
aKTUBHOCT

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

OvcepTaumjy ca cBUM Npuao3Mma npepao/na cam y enekTpoHcKom ¢opmaTty norogHom 3a
TpajHO apxuBMpatbe.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauunjy noxparbeHy y LAuUrutanHu penosntopujym YHuMBep3uTeTa Yy
Bbeorpafy mory fa KopucTe CBM Koju NowTyjy ogpesnbe cagprkaHe y oaabpaHom Tuny anueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oaJyuno/na.

@AyTopCTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjaHO
3. AyTopcTBO — HEKOMeEpLMjanHo — 6e3 npepase
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjASIHO — AeNNTU NOL UCTUM YCNOBUMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AenuUTu Nog UCTUM YCNOBMMA

(Monumo aa 3a0KpyKunte camo jeaHy o4, WwecT NoHyHeHnX AnLeHUm, KpaTak Onuc AnLeHUm aat
je Ha nonehuHu nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

SNk o

Y beorpagy, 16. 04. 2014.




