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Nuxubuiyja KCaHTHH-OKCHIA3€ JICTICHNCNTHANMA W 2-aMHUHO-5-
AKUINAECH-THA30JI-4-0H1Ma

VY 0BOj mucepTanyju UCIUTAH je YTHIA] ACTICUIICNTHAA U 2-aMHHO-5-
AIKUIIN/ICH-THA30J1-4-0Ha Ha AaKTHUBHOCT KOMEPIHMjaJHOT EH3MMa
KCaHTHH-OKCcHa3e iN Vitr0 u KCaHTHH-OKCHa3¢ y XOMOI€HATy jeTpe
narjoBa. Tpu wucnurtana 6-(mponan-2-mi)-mopdonun-2,5-a1uoHa
MHXHOMPajy KOMEpLHjalIHy KCAHTUH-OKCUAAa3y U KCAaHTUH-OKCHIa3y y
xoMoreHary jerpe namosa ca ICso Bpeanoctuma HikuM of 50 pg/mL.
Tpu wucnurana amukiangHa N-(o-OpoMarwin)-o-aMHHO €cTpa HHUCY
MoKasaja 3HAYajHUJU YTHIA] HAa aKTUBHOCT KCAHTHH-OKCHJIA3e.
JleBeTHaecT Of TpUIECET WCIUTUBAHUX 2-aMHUHO-D-alKUIUICH-
THa3011-4-0Ha UHXHOUpPaAjy KOMepIHjaiHy KcaHTUH-okcunaszy ca 1Cso
BpeanocTuma HmkuM ox 50 pg/mL. Ocam on Tpumecer 2-aMHHO-5-
AKUIINICH-THA30J1-4-0Ha ~ WHXUOWpAjy  KCAaHTUH-OKCHAA3y Yy
xoMmoreHary jetpe maioa ca 1Csp Bpeanoctuma Hikum o 50 pg/mL.
4-((2-bensmnamuno-4-okcotnazon-5(4H)-nnmaen)-mernn)-
OCH30HUTPUII Cc€ T[0Ka3ao0 Kao HajepUKacHUjU  UHXUOUTOP
komepuujanHe kcantua-okcuaase (ICso = 17,16 pg/mL) u kcaHTuH-
okcumaze y xomoreHary jerpe mamoBa (ICsp = 24,50 pg/mL).
AnonypuHoOI je eUKACHUJU WHXUOWTOP U HAa KOMEPIUjATHOM M Ha
€H3UMYy Yy XOMOIEHaTy jeTpe IaloBa, OJ CBUX HCIOUTHBAHHUX
JjeIumbemha.

MexaHnu3aM  MHXUOMIMj€  KCAaHTMH-OKCHJa3e  HCIMTHUBAHUM
JETICUTICTITUIMMA U 2-aMHUHO-9-aJIKHIIUJICH-THA30J1-4-0H1UMa, KOJU CY
ce TMOKa3aauM Kao Haje(UKacHUjU HUHXUOUTOPU OBOI' EH3UMA,
pasjaimeH je MetoaoM Mojekysckor docking-a. Haunn BesuBama 6-
(mpomnaH-2-uin)-Mop¢pOIUH-2,5-TMOHA 32 aKTUBHHU IIEHTap KCAHTUH-
OKCHJa3e je CIMYaH HAa4YNHY BE3WBamka CAHUIMIHE KHCEIWHE U
¢ebykcocTaTa 3a HaBEIEHU €H3MM, jep HCIHMTUBAHA jEeUCHA HE
o0pa3yjy KoBaJIeHTHE Be3e ca aromoM MmonubxaeHa. Iloctoje nBa
Moryha HauvHa MHTEpaKlMja UCHUTHUBAHUX 2-aMHUHO-D-aJIKWINJCH-
THa3051-4-0Ha ca KCaHTHMH-OKCHa30M, KOJU 3aBUCE OJ IpPHPOJE
aMHHO TpYTIE.

Cymupajyhu in  silico  npensuhene  pu3HUKO-XEMU]CKE,
(apMaKkOKMHETHYKE ¥ TOKCHKOJIOUIKE TIIapaMeTpe HCIUTHBAHUX
JeIMIBbema U OCTAIUX HHXMOMTOpAa KCAaHTMH-OKCHJA3€ MOXE Ce
3aKJby4ydUTH Ja BehuHa jenumema wucnywmana "lIpaBunmo met"
JlumuHCKOT W KpuUTepujyme  J00pe  pacTBOPJBHMBOCTH |
nepmeabmiHOocTH. OBa jenumbema UCTymhaBajy U "mpaBmia Bedepa",
Ia ce cMaTpa Jia Mory neHeTpHpaTH OHOJIOIIKe MEMOpaHe U MoKa3aTH
3aoBosbaBajyhu  cremeH  OuopacnonoxkuBoctd.  IIpensubhenn
(apMaKOKMHETUYKH MapaMEeTpH YKa3yjy Ha MOBOJbAH CTENEH XyMaHe
WHTECTUHAJHE arfcCopIIFje 3a CKOPO CBE HHXHOWTOpE, TOK je 3a
BehMHYy jeumberma NpeBUleH M30CTaHaK MCI0JbaBakba TOKCHYHUX
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5-alkylidene-thiazol-4-ones

In this dissertation, depsipeptides and 2-amino-5-alkylidene-thiazol-4-
ones were evaluated for inhibitory activity against commercial
enzyme xanthine oxidase in vitro and xanthine oxidase in rat liver
homogenate. Three studied 6-(propan-2-yl)-4-methyl-morpholine-2,5-
diones inhibit commercial xanthine oxidase and xanthine oxidase in
rat liver homogenate with ICsq values below 50 ug/mL. Three studied
N-(a-bromoacyl)-a-amino esters did not show the significant
inhibitory effect against xanthine oxidase. Nineteen of thirty studied
2-amino-5-alkylidene-thiazol-4-ones inhibit commercial xanthine
oxidase with ICs values below 50 ug/mL. Eight of thirty 2-amino-5-
alkylidene-thiazol-4-ones  inhibit  xanthine oxidase in rat
liver homogenate with 1Csy values lower than 50 pg/mL. 4-((2-
Benzylamino-4-oxothiazol-5(4H)-ylidene)-methyl)-benzonitrile
showed the most potent inhibitory effect against commercial xanthine
oxidase (ICso = 17.16 pg/mL) as well as against rat liver xanthine
oxidase (ICsp = 24.50 pg/mL). Allopurinol exhibited stronger
inhibitory effect on commercial xanthine oxidase as well as rat liver
xanthine oxidase than all assayed compounds.

Molecular docking studies were performed to gain an insight into the
binding modes of the most potent studied depsipeptides and 2-amino-
5-alkylidene-thiazol-4-ones with xanthine oxidase. The binding
modes of 6-(propan-2-yl)-4-methyl-morpholine-2,5-diones resemble
those found on complexes of xanthine oxidase with salicylic acid and
febuxostat which do not form a covalent bond with the molybdenum
atom. There are two possible binding modes for the
studied 2-amino-5-alkylidene-thiazol-4-ones that depend upon the
nature of the "amine" part of the molecule.

Summarizing the in silico predicted physico-chemical,
pharmacokinetic and toxicological properties of the studied
compounds and the other xanthine oxidase inhibitors it might be
concluded that the majority of compounds obey the Lipinski "Rule of
five" and meet all criteria for good solubility and permeability. The
assayed compounds obey the Veber rules and are likely to possess the
ability to penetrate biological membranes and have satisfactory
bioavailability. Predicted pharmacokinetic properties of selected
xanthine oxidase inhibitors indicate to the favorable human intestinal
absorption for almost all inhibitors, while the favorable toxicological
properties are predicted for the majority of compounds.

General conclusion of this dissertation is that the most potent xanthine
oxidase inhibitors of the studied depsipeptides and 2-amino-5-
alkylidene-thiazol-4-ones represent the promising structures for
design of novel xanthine oxidase inhibitors which are potential drug
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Skraéenice i simboli

DMSO - dimetil sulfoksid

FAD - flavin adenin dinukleotid

FDA - U.S. Food and Drug Administration

ICso - koncentracija inhibitora koja smanjuje brzinu enzimske reakcije na polovinu
LDsg - smrtonosna doza kod 50% testiranih jedinki Zivih organizama
milogP - particioni koeficijent oktanol/voda

MW - molekulska masa

Nownnn - broj donora vodoniénih veza (OH 1 NH grupe)

Non - broj akceptora vodonic¢nih veza (O i N atomi)

Nrotb. - broj veza sa moguénoscu rotacije

NAD - nikotin adenin dinukleotid

RIP - relativni inhibitorni potencijal

RIP; - ICs0 alopurinot/ ICs0 jedinjenje

RIPs - 1Csp febuksostat! | C50 jedinjenje

SN; - SN; alifati¢na nukleofilna supstitucija

SN - SNy alifaticna nukleofilna supstitucija

SNar - aromati¢na nukleofilna supstitucija

TDs - doza koja prouzrokuje toksi¢ne efekte kod 50% testiranih jedinki Zivih organizama
TPSA - polarnost, kapacitet formiranja vodoni¢nih veza

v, - brzina enzimske reakcije u odsustvu inhibitora

v; - brzina enzimske reakcije u prisustvu inhibitora

g; - stepen inhibicije enzima
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1. UVOD

Urikaza, koja katalizuje konverziju mokraéne kiseline u produkt vece rastvorljivosti,
alantoin, nije aktivna u humanom organizmu. Hiperprodukcija ili hiposekrecija mokraéne
kiseline moze dovesti do pojave hiperurikemije i sledstveno gihta (Lii i saradnici, 2013).
Giht, bolest povezana sa na¢inom zivota, nazivana je "kraljem bolesti", "boles¢u kraljeva™, ili
po recima Hipokrata "artritisom bogatih”, asocirana sa prekomernim unosom odredenih
namirnica i alkohola (Marcolongo, 2012).

Giht je uzrokovan talozenjem i kristalizacijom mokracne kiseline u zglobovima i
okolnom tkivu, i predstavlja najcesc¢i oblik inflamatornog artritisa (Borges i saradnici, 2002;
Li i saradnici, 2013). Hiperurikemija i giht su povezani sa metaboli¢ckim sindromom,
renalnim i kardiovaskularnim bolestima (L i saradnici, 2013).

Ksantin-dehidrogenaza i ksantin-oksidaza su monogenski produkti koji postoje u
odvojenim, ali interkonvertibilnim oblicima, i predstavljaju klju¢ne enzime u produkciji
mokrac¢ne kiseline kao krajnjeg metabolita adenin nukleotida (Borges i saradnici, 2002).
Ksantin-dehidrogenaza je primarno aktivna u zdravom tkivu, dok pod patoloskim uslovima
biva konvertovana u ksantin-oksidazu. Prekomerna aktivnost ksantin-oksidaze vodi
produkciji vodonik peroksida i superoksid anjon radikala, sto povecava moguc¢nost pojave
oksidativnog stresa. Ksantin-oksidaza predstavlja metu u terapiji gihta i stanja asociranih sa
hiperurikemijom, sa svega nekoliko inhibitora dostupnih na trzistu. Inhibicija rezultuje
smanjenjem produkcije i taloZenja mokraéne kiseline u zglobovima (Lii i saradnici, 2013).

Poslednjih godina, ucinjeni su napori i napredak u otkrivanju i razvoju novih
inhibitora ksantin-oksidaze. Sintetisani su i izolovani brojni efikasni inhibitori, od kojih su
neki dospeli 1 na trziste, kao §to je topiroksostat odobren u Japanu juna 2013. godine (Hosoya

i saradnici, 2014).



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Ksantin-oksidaza: struktura, biohemija i regulacija aktivnosti

Ksantin-oksidaza (EC 1.1.3.22) i ksantin-dehidrogenaza (EC 1.1.1.204), predstavljaju
interkonvertibilne oblike ksantin-oksidoreduktaze, aktivne u jetri, gastrointestinalnom traktu,
bubregu, srcu, kapilarnim endotelnim ¢elijama, mozgu, plu¢ima i plazmi (Borges i saradnici,
2002; Harrison, 2002). Ovi enzimi su flavoproteini kompleksne strukture, sacinjeni od dve
identi¢ne subjedinice od 145 kDa, sa izrazenim, ne velikim, razlikama medu vrstama. Svaka
kataliti¢ki nezavisna subjedinica se sastoji od dva neidenti¢na Fe/S centra u N-terminalnom
domenu (20 kDa), flavin adenin dinukleotid (FAD) kofaktora u intermedijarnom domenu (40
kDa) i molibdo-pterinskog kofaktora u C-terminalnom domenu (85 kDa) (slika 1). Ovi
enzimi se sastoje od oko 1330 aminokiselinskih ostataka, ¢ija sekvenca pokazuje visok stepen
homologije (~90%) kod humanog i enzima pacova i misa (Borges 1 saradnici, 2002; Nishino 1
saradnici, 2008). U prvoj reakciji katalizovanoj ksantin-oksidoreduktazom, odvija se transfer
dva elektrona se ksantina na molibdo-pterinski kofaktor, a zatim na FAD posredstvom Fe/S
centra, gde se odvija reakcija oksidacije prac¢ena redukcijom nikotin adenin dinukleotida
(NAD") ili molekulskog kiseonika. Fe/S centar i FAD podlezu spektralnim promenama
tokom reakcije (Borges i saradnici, 2002). Humani enzim inicijalno biva sintetisan u obliku
dehidrogenaze i moze biti konvertovan u oksidazni oblik oksidacijom sulfhidrilnih ostataka
ili proteolizom. Ograni¢ena proteoliza humane ksantin-dehidrogenaze tripsinom, razgraduje
enzim u tri fragmenta, koji odgovaraju prethodno pomenutim domenima, uz istovremenu
ireverzibilnu konverziju do ksantin-oksidaze (Enroth i saradnici, 2000). Reverzibilna
transformacija ksantin-dehidrogenaze do ksantin-oksidaze moze biti ostvarena oksidacijom
cisteina (Borges 1 saradnici, 2002). Lee i saradnici (2000) su pokazali da peroksinitrit
(ONOO) inhibira aktivnost ksantin-oksidaze, §to ukazuje da peroksinitrit nastao u biloskim

sistemima moze vrsiti regulaciju aktivnosti ksantin-oksidaze.
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Slika 1. Strukturni model subjedinice dimerne ksantin-dehidrogenaze i ksantin-oksidaze

(adaptirano iz Borges i saradnici, 2002).

Ksantin-oksidaza je molibdoflavoprotein, Siroko distribuiran, sa visokom specificnom
aktivno$c¢u u jetri i intestinumu humanog organizma. Ovaj enzim uéestvuje u metabolizmu
purina katalizuju¢i oksidativnu hidroksilaciju hipoksantina do ksantina, i ksantina do
mokracne kiseline. Redukcijom kiseonika u flavinskom centru bivaju generisane reaktivne
kiseoni¢ne vrste, superoksid anjon radikal i vodonik peroksid (slika 2) (Dhiman i saradnici,
2013). Nastali slobodni radikali mogu biti konvertovani u visoko reaktivne hidroksil radikale
u prisustvu gvozda (Haber-Weiss i Fenton-ova reakcija) (Nepali i saradnici, 2011a).
Produkcija mokracne kiseline i reaktivnih kiseonicnih vrsta, katalizovana ksantin-oksidazom,
moze dovesti do pojave gihta i oksidativnog ostecenja tkiva. Utvrdeno je ucescée slobodnih
radikala u indukciji apoptoze/nekroze, indukciji/supresiji ekspresije gena, aktivaciji ¢elijskih
signalnih kaskada, oksidativnom ostecenju DNK i lipida, inflamaciji, metabolickim
poremecajima, arterosklerozi, ishemija-reperfuzija oste¢enjima, infarktu, renalnoj hipoksiji i
karcinogenezi (Dhiman i saradnici, 2013; Lin i saradnici, 2015a; Nepali i saradnici, 2011a).

U patogenezi pojedinih ostecenja, ksantin-dehidrogenaza biva ireverzibilno
konvertovana u ksantin-oksidazu usled aktivacije proteaza povisenim koncentracijama
kalcijuma. U nedostatku energije desava se ATP degradacija, akumulacija hipoksantina,
generisanje mokrac¢ne Kiseline i superoksid anjon radikala katalisana ksantin-oksidazom
(Harrison, 2002).
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Slika 2. Sematski dijagram oksidativne hidroksilacije hipoksantina preko ksantina do
mokraéne kiseline 1 generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u metabolizmu purina

(adaptirano iz Borges i saradnici, 2002 i Harrison, 2002).

Usled aktivnosti u cirkulaciji, ksantin-oksidaza moze biti znaCajan generator
slobodnih radikala u krvi. Aktivnost enzima moze biti i do hiljadu puta povecana u cirkulaciji
kada su ostecena tkiva bogata ksantin-oksidazom, posebno kod akutnog o$tecenja jetre
(Harrison, 2002; Pacher i saradnici, 2006).

Aktivnost enzima je regulisana na transkripcionom i post-transkripcionom nivou
(Pacher i saradnici, 2006). Ekspresija ksantin-dehidrogenaza/ksantin-oksidaza gena je
regulisana prisustvom specifi¢nih represor/aktivator vezuju¢ih TATA-like regiona (Harrison,
2002).

Za odredivanje aktivnosti ksantin-oksidaze se koriste spektrofotomerijske, HPLC i

fluorimetrijske metode (Borges i saradnici, 2002; Shintani, 2013).

2.2. Inhibicija enzima

Inhibitori enzima su supstance koje mogu da uspore ili potpuno onemoguce odvijanje
enzimskih reakcija. Po karakteru svog delovanja, inhibitori mogu biti povratni ili nepovratni
(reverzibilni ili ireverzibilni). Reverzibilni inhibitori interaguju sa enzimom nekovalentnim
vezama gradec¢i enzim-inhibitor kompleks, koji podleze disocijaciji do slobodnog enzima i
inhibitora. Ravnoteza u reakciji enzima i inhibitora se uspostavlja brzo i ne menja se
vremenom, izuzev u sluc¢aju nestabilnih inhibitora. Stepen inhibicije, tj. polozaj ravnoteze u
reakciji enzima i inhibitora, uvek zavisi od koncentracije inhibitora. Postoje vise tipova

reverzibilne inhibicije: konkurentna, nekonkurentna, beskonkurentna i meSovita.



Konkurentna inhibicija je otkrivena pri ispitivanju delovanja inhibitora koji su predstavljali
analoge supstrata. PoSto u ovim slucajevima imamo vrlo slicne strukture supstrata i
inhibitora, pretpostavlja se da se inhibitor vezuje sa istim grupama na povrsini enzima za koje
se vezuje i supstrat. Vezujuci se za isto mesto enzima, za koje se vezuje i supstrat, inhibitor
ometa vezivanje supstrata, i na taj nacin dovodi do smanjenja aktivnosti enzima. U ovom
slucaju supstrat i inhibitor konkuri$u za isto mesto u aktivnom centru enzima, i zbog toga je
ova vrsta inhibicije dobila naziv konkurentna inhibicija. Nekonkurentna inhibicija zavisi
samo od koncentracije inhibitora i ne moze se umanjiti povecavanjem koncentracije
supstrata. Nekonkurentni inhibitori ne uti¢u na vezivanje supstrata sa enzimom.
Beskonkurentni inhibitori se ne vezuju sa slobodnim enzimom nego samo sa kompleksom
enzim-supstrat (Petronijevi¢, u pripremi). Reagujuci sa kompleksom enzim-supstrat inhibitor
spreCava njegovo razlaganje i obrazovanje proizvoda biohemijske reakcije. Porast
koncentracije supstrata ne moze da umanji stepen inhibicije. Beskonkurentna inhibicija se
retko sre¢e kod jednosupstratnih, a ¢es¢e kod dvosuspstratnih reakcija. MeSovita inhibicija se
ispoljava istovremeno i kao konkurentni i nekonkurentni, a nekada i kao beskonkurentni tip
inhibicije. Inhibitor modifikuje vezivanje supstrata za enzim, a sem toga smanjuje i
maksimalnu brzinu inhibicije. MeSoviti inhibitori ¢esto ispoljavaju sposobnost da smanjuju
interakcije enzima sa supstratom i da inhibiraju razlaganje kompleksa enzim-supstrat na
enzim i proizvod reakcije (Koracevi¢ i saradnici, 2006).

Ireverzibilni inhibitori se, po pravilu, vezuju za enzim kovalentnim vezama preko
funkcionalne grupe enzima neophodne za kataliti¢ku aktivnost, ili interaguju nekovalentnim
vezama tako ¢vrsto, da se disocijacija nastalog kompleksa odvija veoma sporo. Reakcija
enzima sa ireverzibilnim inhibitorima se odvija, obi¢no, relativno sporo, ali se aktivnost
enzima neprekidno smanjuje sa vremenom, do potpunog gubitka, ¢ak i pri jako niskim
koncentracijama inhibitora, pod uslovom da je inhibitor prisutan u visku u poredenju sa
enzimom (Petronijevi¢, u pripremi).

Ako se enzimska reakcija u odsustvu inhibitora odigrava brzinom v,, a u prisustvu

inhibitora brzinom v;, stepen inhibicije (;) je definisan kao:

Vo — VU;

& =
L vo

Kao merilo jacine inhibitora se Koristi i koncentracija inhibitora koja smanjuje brzinu

enzimske reakcije na polovinu, i oznacava se sa I1Csq (Petronijevi¢, u pripremi).



2.3. Znacaj inhibicije ksantin-oksidaze

Istrazivanjima i klinickim studijama je dokazana uloga ksantin-oksidaze u produkciji
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i sledstvenih oksidativnih oStec¢enja (Pacher i saradnici, 2006).
Inhibitori ksantin-oksidaze nalaze primenu u hroni¢noj terapiji i prevenciji hiperurikemije i
gihta. Alopurinol (jedinjenje 1, slika 3) je efikasan inhibitor ksantin-oksidaze, decenijama
primenjivan u terapiji gihta. Medutim, ozbiljni nezeljeni efekti alopurinola i drugih analoga
purina, kao §to su hipersenzitivnost sa povisenom temperaturom, osipom i renalna toksic¢nost,
ograni¢avaju njihovu primenu u terapiji (Borges i saradnici, 2002; Li i saradnici, 2013).
Postoji potreba za novim efikasnim inhibitorima ksantin-oksidaze, povoljnijeg
bezbedonosnog profila (Dhiman i saradnici, 2013). Febuksostat (jedinjenje 2, slika 3), derivat
tiazola, jedan od prvih nepurinskih inhibitora ksantin-oksidaze odobren od strane FDA (U.S.
Food and Drug Administration) (Guan i saradnici, 2014), takode pokazuje nezeljene efekte,
Sto uslovljava odsustvo preporuke za primenu alopurinola i febuksostata u terapiji
asimptomatske hiperurikemije. Postoji potreba za novim inhibitorima ksantin-oksidaze za
terapiju gihta kod pacijenata sa hipersenzitivno$¢u ili intolerancijom na alopurinol i
febuksostat ili za kombinovanu terapiju radi postizanja veée efikasnosti i smanjenja
verovatnoce ispoljavanja nezeljenih efekata (Lii i saradnici, 2013). Jedan od odobrenih,
strukturno inovativnih, inhibitora ksantin-oksidaze je topiroksostat (jedinjenje 3, slika 3)
(Hosoya i saradnici, 2014).
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Slika 3. Strukturne formule odobrenih inhibitora ksantin-oksidaze, alopurinola (1),
febuksostata (2) i topiroksostata (3).

Ima podataka o kristalnoj strukturi ksantin-oksidaze i ksantin-oksidaze vezane sa
inhibitorima. Enroth i saradnici (2000) su objavili strukturu kompleksa salicilat-ksantin-
oksidaza. Salicilat je kompetitivni inhibitor ksantin-oksidaze. Vezuje se za molibdo-pterinski

kofaktor, mesto vezivanja supstrata i njegove oksidacije, i onemogucava prilaz supstrata



metalnom kompleksu. Aminokiselinski ostaci Arg880, Phe914, Phe1009, Thr1010 i Glu1261
ucestvuju u vodoni¢nim i elektrostaticnim interakcijama salicilata 1 vezivnog mesta enzima
(Lin i saradnici, 2002). Ksantin podleze hidroksilaciji u molibdo-pterinskom centru
okruzenom ostacima Phe649, Asn768, Glu802, Leu873, Arg880, Phe914, Phe1009, Thr1010,
Leul014 i Glul261. Od najveceg znacaja u hidroksilaciji supstrata su Glu802, Glul261 i
Arg880 (slika 4) (Lin i saradnici, 2015a). Kada je inhibitor vezan za enzim, prilaz supstratu je

blokiran i oksidacija sprec¢ena (Lin i saradnici, 2015Db).
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Slika 4. Mechanizam hidroksilacije ksantina do mokraéne kiseline katalisane ksantin-

oksidazom (Nishino i saradnici, 2008; Choi i saradnici, 2004).



Alopurinol je pokazao slican poloZaj i interakcije sa enzimom kao salicilat. Bicikli¢ni
benzopiranon apigenina se preklapa sa prstenom salicilata, a stabilizacija ovog jedinjenja u
vezivnom mestu enzima postoji usled interakcija fenil grupe i hidrofobnih ostataka Phe1076,
Phe649, Leu648, Leu873 i LeulOl14. Pokazano je uspostavljanje vodoni¢nih veza i
elektrostati¢nih interakcija izmedu C7 hidroksilne grupe 1 Glul261, C5 hidroksilne grupe i
Arg880, i C4 karbonilne grupe i hidroksilne grupe Thr1010. Kvercetin se vezuje u molibdo-
pterinskom centru, kao i apigenin, ali sa slabijim interakcijama (Lin i saradnici, 2002).
Vezivno mesto enzima za kvercetin ¢ine ostaci Arg880, Arg912, Phe914, Phe1009, Thr1010 i
Glu1261 (Shen i saradnici, 2009). Febuksostat, preko karboksilne grupe interaguje sa Arg880
i Thr1010 i gradi vodoni¢nu vezu sa Glu802 (preko azotovog atoma heterociklusa) i Asn768
(preko cijano grupe) (Wang i saradnici, 2010).

Na slici 5. su prikazane opste strukturne formule odredenih novih inhibitora ksantin-

oksidaze, dok je u poglavlju 2.4. dat pregled najefikasnijih inhibitora ovog enzima.
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Slika 5. Opste strukturne formule novih inhibitora ksantin-oksidaze.



2.4. Pregled inhibitora ksantin-oksidaze
2.4.1. Inhibitori ksantin-oksidaze sa peto¢lanim prstenom
2.4.1.1. Derivati imidazola

Derivati imidazola predstavljaju jedan od prvih primera efikasnih monocikli¢nih
inhibitora ksantin-oksidaze (Biagi i saradnici, 1996). Jedinjenja 4 i 5 (tabela 1) se mogu
smatrati analozima alopurinola, usled bioizosterne zamene purinskog prstena 4-karbamoil-5-

karboksamidoimidazolom.

Tabela 1. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima imidazola 4 i 5 (Biagi i saradnici, 1996)

o)

/@Hz
N N\
| NHR
LN

H
Opsta struktura jedinjenja4i5

Jedinjenje R ICso [uM]* RIPS°
4 COCOO(CH;,):CHs 1,92 2,19
5 COCOO(CH,)sCH3 1,11 3,78

4Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 4,20 pM)

bRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ I Cs0 jedinjenje

Chen i saradnici (2015) su sintetisali derivate 1-hidroksi/metoksi-4-metil-2-fenil-1H-
imidazol-5-karboksilne kiseline (jedinjenja 6-18, tabela 2), strukture zasnovane na modelu
febuksostata i optimizovane radi postizanja veceg stepena inhibicije ksantin-oksidaze. 1-
Hidroksilna i metil grupa prstena ucestvuju u interakcijama sa aktivnim centrom enzima.
Jedinjenja 9-11 pokazuju isti mehanizam inhibicije kao febuksostat, sa vecom efikasno$¢u u
poredenju sa ostalim analozima i ICs vrednostima nizim od febuksostata. Pretpostavlja se da
je 1-hidroksilna grupa od znacaja za snaznu inhibiciju ksantin-oksidaze jedinjenjima 9-11
zbog gradenja vodoni¢nih veza sa Thr1010. Derivati 1-hidroksi/metoksi-4-metil-2-fenil-1H-
imidazol-5-karboksilne kiseline sa 1-metoksi grupom, jedinjenja 17 i 18, pokazuju manje

efikasnu inhibiciju ksantin-oksidaze (tabela 2). Utvrdeno je postojanje potencijalne
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interakcije karboksilne grupe sa gvanidino grupom Arg880. Uvodenje hidroksilne grupe,
izmedu fenolne i karboksilne grupe, bi moglo dovesti do analoga febuksostata koji su

efikasniji inhibitori ksantin-oksidaze (Chen i saradnici, 2015).

Tabela 2. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima imidazola 6-18 (Chen i saradnici, 2015)

R? HO

OpSsta struktura jedinjenja 6-18

Jedinjenje R! R’ ICs0 [uM]* RIP;
6 OH CH3 0,550 0,02
7 OH (CH),CHj3 0,130 0,08
8 OH CH(CHs), 0,170 0,06
9 OH (CH2)sCHs 0,003 3,33
10 OH CH(CH3)CH,CH3 0,003 3,33
11 OH CH,CH(CHs), 0,006 1,67
12 OH (CH2),CH(CH), 0,030 0,33
13 OH (CH2)sCHs 0,030 0,33
14 OH (CH2)sCHs 0,110 0,09
15 OH (CH2);CHjs 1,200 0,01
16 OH CHj-(4-CHz3)-CsH4 0,110 0,09
17 OCHs CH(CHs3)CH,CH; 1,500 0,01
18 OCHs CH,-(4-CHs)-CeHa 1,100 0,01

8Cy vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola febuksostat (1Cso= 0,01 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP¢ = 1Csp epuksostat/ | Cs0 jedinjenje
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2.4.1.2. Derivati pirazola

Ishibuchi i saradnici (2001) su pokazali da je uvodenje velikih grupa, izobutoksi i
neopentiloksi grupe, u polozaj 4 1-fenilpirazol derivata znacajno za efikasnu inhibiciju
ksantin-oksidaze in vitro. Povec¢anjem veli¢ine 4-supstituenta do butoksi i oktiloksi grupa,
smanjuje se efikasnost inhibicije. Od elektrofilnih supstituenata u polozaju 3 fenolnog
prstena, cijano grupa se pokazala kao najefikasnija. Slobodna karboksilna grupa u polozaju 4
pirazola se pokazala esencijalnom za inhibiciju ksantin-oksidaze. Svi ispitivani derivati
pirazola (jedinjenja 19-24, tabela 3) su bolji inhibitori ksantin-oksidaze od alopurinola, a

jedinjenja 19 i 20 su se pokazala kao najefikasnija (tabela 3) (Ishibuchi i saradnici, 2001).

Tabela 3. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirazola 19-24 (Ishibuchi i saradnici, 2001)

Opsta struktura jedinjenja 19-24

Jedinjenje R R? ICso [uM]* RIP,°
19 CN OCH,CH(CHz);  0,0071 36,62
20 CN OCH,C(CH3)s 0,0058 44,83
21 CN O(CH,)sCHs 0,0150 17,33
22 CN O(CH,);CHjs 0,0210 12,38
23 NO, OCH,CH(CHs),  0,0330 7,88
24 Br OCH,CH(CHs),  0,0430 6,05

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 0,26 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

Nepali i saradnici (2011b) su dizajnirali i sintetisali analoge 1-acetil-3,5-diaril-4,5-
dihidro(1H)pirazola, od kojih se jedinjenje 25 (slika 6, ICsp = 5,30 uM) pokazalo kao
najefikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze, efikasniji od alopurinola (ICso = 8,30
uM) (Nepali i saradnici, 2011b).
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25

Slika 6. Strukturna formula jedinjenja 25, pirazolskog inhibitora ksantin-oksidaze (Nepali i
saradnici, 2011b).

2.4.1.3. Derivati 1,3-selenazola

Selen predstavlja antioksidans multiplih funkcija. Guan i saradnici (2014) su
pretpostavili da izosterna zamena sumpora febuksostata selenom ne uti¢e na efikasnost
vezivanja struktura za ksantin-oksidazu. Sintetisani su derivati 2-fenil-4-metil-1,3-selenazol-
5-karboksilne kiseline (jedinjenja 26-44, tabela 4) i ispitan je njihov uticaj na aktivnost
ksantin-oksidaze in vitro. Jedinjenje 41 sa cijano grupom u polozaju 3 i aliloksi grupom u
polozaju 4 fenolne strukture se pokazalo kao najefikasniji inhibitor ksantin-oksidaze,
efikasniji od febuksostata (tabela 4). Slobodna karboksilna grupa u poloZaju 5 selenazola se
pokazala esencijalnom za inhibiciju ksantin-oksidaze. Uocena je slicnost u mehanizmu
vezivanja jedinjenja 41 i febuksostata za aktivni centar ksantin-oksidaze. Jedinjenje 41
ostvaruje hidrofobne interakcije sa ksantin-oksidazom preko benzonitril grupe. Aliloksi grupa
u polozaju 4 fenolnog prstena povecava inhibitorni potencijal, pretpostavlja se posredstvom n
interakcija alil ostatka sa Phe649. U sluc¢aju zamene cijano grupe nitro grupom, dobijaju se
jedinjenja koja su manje efikasni inhibitori ksantin-oksidaze. Povecanjem velicine
supstituenta u polozaju 4, od metoksi do n-butoksi grupe, dobijaju se efikasniji inhibitori.
Strukture supstituisanih alkoksi grupa su pokazale efikasniju inhibiciju ksantin-oksidaze u
odnosu na odgovarajuc¢e linearne analoge. Uvodenje zasicenog prstena je rezultiralo
nastankom izuzetno efikasnog inhibitora ksantin-oksidaze (jedinjenje 43) (Guan i saradnici,
2014).
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Tabela 4. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima 1,3-selenazola 26-44 (Guan i saradnici,

2014)

OpSsta struktura jedinjenja 26-44

Jedinjenje R R® ICso [uM]? RIP;°
26 NO, CH,CHs 0,0825 0.23
27 NO, (CH.):CH 0,0492 0,38
28 NO, CH,CH(CHa), 0,0337 0,55
29 N02 (CHz)QCH(CHS)Z 0,0656 0,28
30 NO, CH,CH=CH, 0.0161 1.16
31 NO, CH,CHs 0,0403 0.46
32 CN CHs 0,0306 0,61
33 CN CH,CHs 0.0248 0.75
34 CN (CH,),CH; 0.0162 115
35 CN (CH,)sCHs 0,0132 1.41
36 CN (CH,)4CHs 0,0456 0.41
37 CN CH(CHa), 0,0157 118
38 CN CH,CH(CHs), 0,0001 204
39 CN CH(CH3)CH,CHs 0,0104 1,79
40 CN (CH.),CH(CHs), 0,0292 0,64
41 CN CH,CH=CH. 0.0055 3.38
42 CN CH,C=CH 0.0538 0.35
43 CN /\V 0,0133 1,40
44 CN CH,CsHs 0,0354 0,53

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola febuksostat (1Cso = 0,0186 pM)

bRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP = 1Csp fepuksostat/ | Cs0 jedinjenje
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2.4.1.4. Derivati 1,3-tiazola

Song i saradnici (2015) su sintetisali seriju trisupstituisanih derivata 2-(indol-5-il)-

tiazola (jedinjenja 45-64, tabela 5) i ispitali njihov uticaj na aktivnost ksantin-oksidaze, uz

poredenje sa febuksostatom kao standardnim inhibitorom. Hidrofobne i elektron akceptorne

grupe u polozaju 1 i 3 indola, respektivno, i hidrofobni supstituenti u polozaju 4 tiazola su

znacajni za inhibiciju ksantin-oksidaze. Interakcije derivata 2-(indol-5-il)-tiazola i ksantin-

oksidaze ostvaruju se vodoni¢nim vezama karboksilne grupe inhibitora sa Arg880 i Thr1010,

i cijano grupe inhibitora sa Asn768. Tiazol ostvaruje interakciju sa Glu802 i n—= interakciju

sa Phe914 i Phel009. Strukture sa hidrofobnim supstituentom u polozaju 1, bez supstituenta

u polozaju 2 indola, su pokazale visoku bioraspolozivost i in vivo efikasnost. Jedinjenje 58 se

pokazalo kao najefikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (tabela 5) (Song i

saradnici, 2015).

Tabela 5. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima 1,3-tiazola 45-64 (Song i saradnici, 2015)

R4

X
N

N

R3

R2

OpSsta struktura jedinjenja 45-64

Jedinjenje R? R? R’ R* ICso [bM]?  RIPY°
45 CHs CH,CH(CHs), H H 0,1100 0,04
46 CH; CH,CH(CHs3), H Cl 0,0057 0,75
47 CH; CH(CHa), H Cl 0,0073 0,59
48 CH; CH,CH(CHs3), CHs Cl 0,0160 0,27
49 CHs CH(CHs), H NO; 0,0042 1,02
50 CH; (CH,),0CHs H NO; 0,0120 0,36
51 CH; CH,CH(CHs3), H CN 0,0055 0,78
52 H CH(CH3), H CN 0,0044 0,98
53 CF3 CH(CH3), H CN 0,8950 0,01
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54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64

OCHjs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

CHs

CH(CH2),
CH(CH5),
CH(CH5),
CH(CH3)CH,F
CH(CHs)CH,0H
CH(CH3)CH,0CH;
(CH2)2SO,CHs
(CH,),NHCOCH;
(CH,),NHSO,CHs
CH,CeHs

CH,-(2,4-di-F)-CgH3

H

CHs

I I T T T T T =T

CN
CN
CN
CN
CN
CN
CN
CN
CN

CN
CN

0,0900
0,0035
0,0107
0,0049
0,0030
0,0090
0,0123
0,0056
0,0060

0,0039
0,0086

0,05
1,23
0,40
0,88
1,43
0,48
0,35
0,77
0,72
1,10

0,50

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola febuksostat (1Cso = 0,0043 + 0,0012 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIPs = 1Csp fepuksostat/ | Cs0 jedinjenje

Odnos struktura-aktivnost novih derivata 2-(indol-2-il)-tiazola (jedinjenja 65-82,

tabela 6) pokazuje da hidrofobne alkoksi grupe u polozaju 5 i akceptori vodoni¢ne veze U

polozaju 7 indola predstavljaju esencijalne funkcionalne grupe za inhibiciju ksantin-oksidaze.

Znacajne interakcije ostvaruje karboksilna grupe derivata 2-(indol-2-il)-tiazola sa ostacima

Arg880 i Thr1010. Bromo, nitro i cijano grupe mogu formirati vodoni¢nu vezu sa Asn768,

¢ime se objaSnjavaju niske ICsy vrednosti za jedinjenja 71-73 (tabela 6). Jedinjenja 75-78

ostvaruju interakcije sa ksantin-oksidazom, sli¢ne interakcijama febuksostata sa navedenim

enzimom (Song i saradnici, 2016).
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Tabela 6. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima 1,3-tiazola 65-82 (Song i saradnici, 2016)

OH

Opsta struktura jedinjenja 65-82

R‘l
R2

R3

Jedinjenje R? R? R’ ICso [uM]? RIP?
65 H H OCHs 0,7920 0,01
66 H OCH,CH(CH3), H 0,4810 0,01
67 H H OCH,CH(CH), 0,2090 0,02
68 H H OCeHs 0,2330 0,02
69 H H OCH,CeHs 0,5220 0,01
70 Cl H OCeHs 0,0143 0,30
71 Br H OCeHs 0,0170 0,25
72 NO; H OCgHs 0,0159 0,27
73 CN H OCgHs 0,0089 0,48
74 NO, H OCH3 0,0159 0,27
75 NO, H CH,NHSO,CH, 0,0036 1,19
76 NO; H OCH(CHs); 0,0051 0,84
77 CN H OCH(CHs); 0,0061 0,71
78 CN H 4 O\Q 0,0057 0,75
79 CN H NH, 0,0318 0,14

H
80 CN H /N\O 0,0094 0,46
81 CN H NHCH:CeHs 0,0093 0,46
\N
82 CN H O 0,0069 0,62

%Csp vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu

Pozitivna kontrola febuksostat (1Cso = 0,0043 + 0,0012 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIPs = 1Csg tepuksostat! | Cs0 jedinjenje
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2.4.1.5. Derivati izoksazola

Wang i saradnici (2010) su sintetisali brojne derivate 5-fenilizoksazol-3-karboksilne
kiseline i ispitali njihov uticaj na aktivnost ksantin-oksidaze, uz poredenje sa febuksostatom.
Prisustvo cijano grupe u polozaju 3 fenolnog prstena rezultiralo je efikasnijom inhibicijom
komercijalnog enzima u poredenju sa strukturom sa 3-nitro grupom (tabela 7). Jedinjenje 86
sa izobutil supstituentom se pokazalo kao efikasan inhibitor ksantin-oksidaze, sto pokazuje da
je kombinacija cijano i izobutil supstituenata znacajna za inhibiciju ksantin-oksidaze
derivatima 5-fenilizoksazol-3-karboksilne kiseline. Mehanizam vezivanja jedinjenja 86 za
enzim je slican febuksostatu, ali je febuksostat efikasniji inhibitor. Pretpostavlja se da
vodoni¢ne veze bivaju obrazovane izmedu kiseonika izoksazola i karboksilne grupe Glu802.
Izoksazol biva vezan izmedu Phe914 i Phel009, a benzonitril grupa izmedu Leu873 i
Leul014. Hidrofobna 4-izobutoksi grupa biva pozicionirana na ulazu aktivnog centra enzima,

sa hidrofobnim interakcijama sli¢nim kao kod febuksostata (Wang i saradnici, 2010).

Tabela 7. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima izoksazola 83-89 (Wang i saradnici, 2010)

-N 0
o \
=

OH
R?0
R1
Opsta struktura jedinjenja 83-89

Jedinjenje R R? ICso [bM]?  RIP?
83 NO, CH,CH(CHs), 1,00 0,003
84 NO; CH,CsHs 0,97 0,003
85 NO, (4-Cl)-CgH,4 2,83 0,001
86 CN CH,CH(CHs), 0,36 0,008
87 CN CH,CsHs 0,59 0,005
88 CN (4-Cl)-CgH,4 0,63 0,005
89 CN (4-C(CHa)3)-CeHa 1,01 0,003

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola febuksostat (1Cso = 0,003 pM)

bRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP = 1Csp fepuksostat/ | Cs0 jedinjenje
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2.4.2. Inhibitori ksantin-oksidaze sa Sesto¢lanim prstenom

2.4.2.1. Derivati benzena

Hidroksihavikol (jedinjenje 90, slika 7, 1Cso = 16,70 uM), izolovan iz ekstrakta lista
Piper betle, je efikasniji inhibitor ksantin-oksidaze od alopurinola (ICsp = 30,70 uM).
Zakljuceno je da je prisustvo dve hidroksilne grupe znacajno za inhibiciju ksantin-oksidaze
(Murata i saradnici, 2009). Iz metanolnog ekstrakta Piper nudibaccatum su izolovani analozi
hidroksihavikola i ispitan je njihov uticaj na aktivnost ksantin-oksidaze. Jedinjenje 91 (slika
7, 1C50 = 0,28 = 0,09 uM) je znatno efikasniji inhibitor ksantin-oksidaze od alopurinola (ICso
=7,06 £ 1,53 uM) (Liu i saradnici, 2015).

Ispitan je 1 uticaj fenolnih jedinjenja izolovanih iz etanolnog ekstrakta korena
Broussonetia papyrifera na aktivnost komercijalne ksantin-oksidaze. Jedinjenje 92 (slika 7,
ICs0 = 0,60 + 0,04 uM) je efikasniji inhibitor ksantin-oksidaze od alopurinola (1Cso= 2,00 +
0,30 uM). Derivati halkona su se generalno pokazali kao efikasniji inhibitori u odnosu na
flavane (Ryu i saradnici, 2012).

OH
OH

920 91 92

Slika 7. Strukturne formule jedinjenja 90-92, benzenskih inhibitora ksantin-oksidaze (Murata
i saradnici, 2009; Liu i saradnici, 2015; Ryu i saradnici, 2012).

Halkoni 93, 94, 96-100 i 102 su efikasni inhibitori ksantin-oksidaze, dok su 95 i 101
manje efikasni (tabela 8). Analizom hemijske strukture aktivnih halkona je utvrdeno da je
potrebno prisustvo bar tri hidroksilne grupe za ostvarivanje efikasne inhibicije ksantin-
oksdaze. Dve hidroksilne grupe hidroksilovanih halkona formiraju vodoni¢ne veze sa

karboksilnim grupama Glu802 i Glul261, a karbonilni kiseonik halkona sa hidroksilnom
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grupom Ser876. Jedinjenje 102, derivat halkona sa Sest hidroksilnih grupa, uspostavlja
vodoni¢ne veze sa Thr1010 i Arg880 ostacima. Hidrofobne interakcije, takode, ucestvuju u
vezivanju ispitivanih jedinjenja sa ksantin-oksidazom. Aminokiselinski ostaci enzima
Phe941, Phe1009, Phe1013, Leu648, Leu873, Val1011, Ala910, Ala1078, Alal079 i Pro1076

mogu ucestvovati u pomenutim hidrofobnim interakcijama (Hofmann i saradnici, 2016).

Tabela 8. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima benzena 93-102 (Hofmann i saradnici,
2016)

R'" © R®
R2 = R6
R3 ! ! R’
R4 R8

Opsta struktura jedinjenja 93-102

Jedinjenje  R! R® R R* R R R R |ICyx[uM]

93 H OH H H OH OH H 53+1,0
94 H H OH H OH OH H 43+1,0
95 OH H H OH H OH OH H 17,0 £ 8,0
96 H OH OH H H OH OH H 3,0+£0,6
97 H OH H OH H OH OH H 6,5+2,0
98 OH H OH H H OH OH H 1,3+£04
99 H OH OH H OH H H OH 8,620
100 OH OH OH H H OH OH H 1,2+0,2
101 H OH OH H OH OH OH H 18,0 £3,0
102 OH OH OH H OH OH OH H 55+0,9

8C5 vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu

RIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csg aiopurinoi/| Cs0 jedinjenje Dij€ racunat zbog literaturnog podatka za

ICs vrednost alopurinola u opsegu 0,20-50,00 uM
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2.4.2.2. Derivati pirimidina

Derivati izocitozina uspostavljaju H- i n- interakcije sa ksantin-oksidazom. Jedinjenje
103 (slika 8, 1Cso = 1,40 = 0,70 uM) je efikasniji inhibitor od alopurinola (5,70 + 0,04 uM).
Medutim, zbog ustanovljene toksi¢nosti ovo jedinjenje nije predmet daljih ispitivanja
(Chandrika i saradnici, 2012).

PN I

H,N” N7 “sH

103

Slika 8. Strukturna formula jedinjenja 103, pirimidinskog inhibitora ksantin-oksidaze
(Chandrika i saradnici, 2012).

Khanna i saradnici (2012) su ispitali uticaj derivata izocitozina (jedinjenja 104-1009,
tabela 9) na aktivnost ksantin-oksidaze. Jedinjenje 108 je efikasan inhibitor ksantin-oksidaze,
efikasniji od alopurinola, ali neznatno manje efikasan od febuksostata (tabela 9).
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Tabela 9. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirimidina 104-109 (Khanna i saradnici,
2012)

Opsta struktura jedinjenja 104-109

Jedinjenj R ICso [UMT? RIP?
edinjenje
jen] ol RIP,?
0,02
104 S(CH2)sCHs 163 % 0,08
2,57
0,01
105 SCH(CHa), 2,44 %020
1,72
0,01
106 O(CH2)3CH3 2,10+ 0,19
2,00
0,05
107 OCH,CH(CHj3), 0,60 + 0,07
6,98
0,10
108 CeHs 0,31 +0,08
13,52
0,01
109 OCeHs 2,47+ 1,43
1,70

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola febuksostat (1Cs, = 0,03 uM) i alopurinol (1Cso = 4,19 uM)

b — i inhih H N — —
RIP = relativni inhibitorni potencual, Rlpf - |C50 febuksostatllC50jedinjenje: RIPa - ICSO alopurinolllCSOjedinjenje

Jedinjenje 113 je efikasniji inhibitor od febuksostata i alopurinola (tabela 10).
Hidroksilna grupa pirimidina obrazuje vodoni¢nu vezu sa Arg880, Thr1010 i Glu802
(Khanna i saradnici, 2012).
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Tabela 10. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirimidina 110-113 (Khanna i saradnici,

2012)

Opsta struktura jedinjenja 110-113

Jedinjenj R ICso [UMT? RIPC
edinjenje
jen] ol RIP.®
0,02
110 CONH, 1,92 40,70
3,01
0,03
111 OCH, 0.95 + 0,65
6,07
0,21
112 NO; 0,14 + 0,03
41,21
1,50
113 CN 0,02 £ 0,00
288,50

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu

Pozitivna kontrola febuksostat (1Cs, = 0,03 uM) i alopurinol (1Cso = 5,77 uM)

b _ - .. = - e _ _
RIP = relativni inhibitorni pOtenCUaL RIPf - ICSO febuksostat/lC50jedinjenjex RIPa - ICSO anpurinoI/IC50jedinjenje

Optimizacija strukture 4-arilpirimidona je rezultovala dobijanjem efiksanih inhibitora

ksantin-oksidaze. N3 atom i karbonilna grupa pirimidona (jedinjenja 114-128, tabela 11),

predstavljaju analog karboksilne grupe febuksostata za interakcije sa Arg880 i Thel010

ostacima ksantin-oksidaze. Jedinjenja 118, 122 i 128 su efikasniji inhibitori ksantin-oksidaze

od febuksostata (tabela 11) (Evenés i saradnici, 2014).
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Tabela 11. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirimidina 114-128 (Evends i saradnici,

2014)

OpSsta struktura jedinjenja 114-128

Jedinjenje R! R’ R® R* ICs [kM]? RIP{
114 H H OCH,C(CH3)s H 0,1990 0,01
115 H OCF; H H 0,1990 0,01
116 H CN H CH;s 0,1000 0,01
117 H CN OCH,CH(CHs), H 0,0250 0,05
118 CN CN OCH,CH(CH), H 0,0005 2,60

\O

119 CN CN /¥ H 0,0013 1,00

120 CN CFs OCH,CH(CHs), H 0,0013 1,00

121 CN OCF; OCH,C(CH3)s H 0,0190 0,07
\O

122 CN OCF; /\Co H 0,0006 2,17

123 cl CN OCH,CH(CHj), H 0,0016 0,81

124 cl CN O(CH,),OH H 0,0040 0,33
\O

125 cl CN /\CO H 0,0016 0,81
\O

126 cl CN /\CO CH;s 0,0063 0,21
\O

127 cl CF; /\Co H 00063 0,21
\O

128 cl  OCF; /\CO H 0,0010 1,30

%Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
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Pozitivna kontrola febuksostat (1Cso = 0,0013 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIPs = 1Csg tepuksostat! | Cs0 jedinjenje

Shukla i saradnici (2014) su sintetisali seriju derivata 4,6-diaril/heteroarilpirimidona i

ispitali njihov uticaj na aktivnost komercijalne ksantin-oksidaze. Pirimidoni sa heteroaril

prstenom u polozaju 4 i 6 su se pokazali kao najefikasniji inhibitori komercijalnog enzima

(tabela 12). Tiofen ucestvuje u gradenju vodoni¢nih veza sa Glu802 i n-n interakcijama sa

Phe914, $to povecava stabilnost na mestu vezivanja. Vodoni¢ne veze se uspostavljaju izmedu

karbonilne grupe pirimidona i hidroksilne grupe Ser876, azota piridina i amino grupe Asn768

(Shukla i saradnici, 2014).

Tabela 12. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirimidina 129-133 (Shukla i saradnici,

2014)

Opsta struktura jedinjenja 129-133

Jedinjenje R R® ICso [uM]? RIP,°
129 CsHs CsHs 10,21 1,20
130 (4-Cl)-CgHa (4-Cl)-CeH4 12,00 1,02

X
131 | OO 11,23 1,09
N
AN
132 | = 7,23 1,69
_N o)
S
AN
133 | = 6,45 1,90
_N S
=

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 12,24 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = ICsg aiopurinol/ 1 Cs0 jedinjenje
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2.4.3. Inhibitori ksantin-oksidaze bicikli¢ne strukture

2.4.3.1. Derivati naftalena

N-(1,3-Diaril-3-oksopropil)amidi predstavljaju intermedijere u sintezi bioloski
znacajnih jedinjenja. Od ovih amida, jedinjenje 134 (slika 9) se pokazalo kao najefikasniji
inhibitor ksantin-oksidaze (ICso= 2,45 uM), efikasniji od alopurinola (ICso = 8,30 uM). Ovo
jedinjenje, pored efikasne in vitro inhibicije, pokazuje i in vivo hipourikemic¢ni efekat porediv
sa alopurinolom. Mehanizam vezivanja jedinjenja 134 za enzim je slican mehanizmu

vezivanja febuksostata i salicilne kiseline (Nepali i saradnici, 2011a).

Br
134

Slika 9. Strukturna formula jedinjenja 134, naftalenskog inhibitora ksantin-oksidaze (Nepali i
saradnici, 2011a).

2.4.3.2. Derivati benzopirana

Flavanoni, dihidroflavonoli i flavanoli nisu inhibitori ksantin-oksidaze usled odsustva
dvostruke veze izmedu C2 i C3 atoma. Flavoni i flavonoli inhibiraju ksantin-oksidazu. Neki
od srukturnih zahteva za inhibiciju ksantin-oksidaze su: prisustvo C5 i C7 hidroksilne grupe,
dvostruka veza izmedu C2 i C3 atoma, planarna struktura. Prisustvo C6 hidroksilne grupe
smanjuje inhibitorni potencijal. Flavonoli pokazuju vecu efikanost inhibicije ksantin-oksidaze
od flavona (Borges i saradnici, 2002). Flavoni 135-138 su efikasniji inhibitori ksantin-

oksidaze od kvercetina (tabela 13) (Costantino i saradnici, 1996).
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Tabela 13. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima benzopirana 135-138 (Costantino i
saradnici, 1996)

Opsta struktura jedinjenja 135-138

Jedinjenje R R® ICs0 [uM]* RIP
135 H CsHs 0,3470 1,10
136 OH CsHs 0,0136 28,16
137 OH C(CHa)s 0,0908 4,22
138 OH OCHg3; 0,2200 1,74

8C5 vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola kvercetin (1Csy= 0,383 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIPx = 1Csg kyercetin/ | Cso jedinjenje

Aglikoni flavonoida, luteolin (139), kvercetin (140) i baikalein (141), su efikasniji
inhibitori ksantin-oksidaze od alopurinola (tabela 14) (Li i saradnici, 2014).

Tabela 14. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima benzopirana 139-141 (Li i saradnici, 2014)

OH O

Opsta struktura jedinjenja 139-141

Jedinjenje R! R® R® R* ICso [uM]? RIP,°
139 H H OH OH 10,20 25,32
140 OH H OH OH 31,90 8,10
141 H OH H H 71,50 3,61

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 258,30 uM)

bRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje
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Strukturna sli¢nost benzoksatiolanona ksantinu, alopurinolu i oksipurinolu navela je
na pretpostavku da oksatiolanonski derivati kvercetina mogu inhibirati ksantin-oksidazu
efikasnije od kvercetina. Hidrofobniji kvercetin-oksatiolanon (jedinjenje 142, slika 10) se
bolje apsorbuje od kvercetina preko bioloskih membrana in vivo. Jedinjenje 142 (1Cso = 0,05
uM) je efikasniji inhibitor ksantin-oksidaze od kvercetina (ICso = 0,40 uM). Unos hrane
bogate prekursorima kvercetin-oksatiolanona, kao $to je rutin, moZe biti od znacaja u
tretmanu hiperurikemije (Takahama i saradnici, 2011).

Seme biljne vrste Semecarpus anacardium L. se koristi u tradicionalnoj medicini
Indije u tretmanu inflamatornih bolesti i gihta. U etil-acetatnom ekstraktu je identifikovan
biflavonoid tetrahidroamentoflavon (jedinjenje 143, slika 10) odgovoran za efikasnu
inhibiciju ksantin-oksidaze. Jedinjenje 143 i alopurinol su inhibirali enzim sa ICsg
vrednostima 0,092 i 0,100 puM, respektivno. Jedinjenje 143 poseduje Sest hidroksilnih grupa i
nekompetitivan je inhibitor ksantin-oksidaze. Velika molekulska masa, vec¢i broj hidroksilnih
grupa i odsustvo planarnosti predstavljaju razlike ovog jedinjenja od drugih flavonoida, §to
moze biti uzrok nekompetitivnog tipa inhibicije (Arimboor i saradnici, 2011).

Flavonoid hrizin (144, slika 10, ICso = 1,26 + 0,04 uM) je efikasniji inhibitor ksantin-
oksidaze od alopurinola (ICso= 2,93 + 0,02 uM) (Lin i saradnici, 2015b).

143

144

Slika 10. Strukturne formule jedinjenja 142-144, benzopiranskih inhibitora ksantin-oksidaze
(Takahama i saradnici, 2011; Arimboor i saradnici, 2011; Lin i saradnici, 2015b).
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Su i saradnici (2015) su sintetisali derivate apigenina, uvodenjem karboksil-alkil
supstituenata. Jedinjenja 145-150 (tabela 15) su znatno efikasniji inhibitori komercijalne
ksantin-oksidaze od alopurinola. Jedinjenje 149, koje se pokazalo kao najefikasniji inhibitor
in vitro (tabela 15), pokazalo je i hipourikemican efekat in vivo (Su i saradnici, 2015).

Tabela 15. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima benzopirana 145-150 (Su i saradnici, 2015)

OR

OH O

OpSta struktura jedinjenja 145-150

Jedinjenje R ICso [uM]? RIP,®
145 CH,COOH 0,820 3,54
146 (CH,);COOH 0,600 4,83
147 (CH,),COOH 0,220 13,18
148 (CH,)sCOOH 0,320 9,06
149 (CH,)sCOOH 0,098 29,59
150 (CH,);COOH 0,250 11,60

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 2,90 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

Izoflavonoid semena soje, genistein (4',5,7-trihidroksiizoflavon, jedinjenje 151, slika
11) pokazuje brojne bioloske aktivnosti. Ovo jedinjenje je pokazalo efikasniju inhibiciju
ksantin-oksidaze (ICsp = 1,73 + 0,04 uM) od alopurinola (ICsp = 3,53 + 0,08 uM). Genistein
stupa u interakcije sa Leu648, Phe649, Glu802, Ser876, Glu879, Arg880, Phe914, Phel009,
Thr1010 i Phel013 u aktivhom centru enzima i vezuje se na vezivhom mestu supstrata.
Uocene su dve hidrofobne veze, sa Ser876 i Asn768. Prsten benzena genisteina formira m—n
interakcije sa Phe1009 i Phe1013 (Lin i saradnici, 2015a).

Benzopiranski derivat (jedinjenje 152, slika 11) izolovan iz etanolnog ekstrakta
korena Broussonetia papyrifera, je efikasniji inhibitor ksantin-oksidaze (ICs = 1,80 + 0,10
uM) od alopurinola (ICsp = 2,00 + 0,30 uM) (Ryu i saradnici, 2012).
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151 152

Slika 11. Strukturne formule jedinjenja 151 i 152, benzopiranskih inhibitora ksantin-oksidaze
(Lin i saradnici, 2015a; Ryu i saradnici, 2012).

2.4.3.3. Derivati benzodioksana

Rezultat studije Tsai i saradnika (2014) je opravdao primenu biljne vrste Hyptis
rhomboids u tretmanu gihta. Benzodioksanski derivat (153, slika 12, ICso = 0,60 + 0,30 uM)
se pokazao kao najefikasniji inhibitor ksantin-oksidaze, potentniji od alopurinola (ICso= 5,30
+ 0,60 uM). Jedinjenja 154 (slika 12, 1Cso = 5,20 + 0,50 uM) i 155 (slika 12, 1Csp = 2,00 £+
0,10 uM) su manje efikasni inhibitori ksantin-oksidaze od jedinjenja 153 (Tsai i saradnici,
2014).

HoOC @/\)k O
e oo Ve VSR

Hooc“

OH

154
Hooc™ :©/\)‘\ /a>\

Slika 12. Strukturne formule jedinjenja 153-155, benzodioksanskih inhibitora ksantin-
oksidaze (Tsai i saradnici, 2014).
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2.4.3.4. Derivati hinolina

U pokusaju razvoja novih nepurinskih inhibitora ksantin-oksidaze Dhiman i saradnici
(2013) su kao osnovu koristili strukturu flavona. Dizajnirali su i sintetisali seriju 2-
aril/heteroaril-4-hinolona (aza analozi flavona) i ispitali njihov uticaj na aktivnost ksantin-
oksidaze in vitro. Uocen je uticaj 2-aril supstituenta na efikasnost inhibicije ksantin-oksidaze.
Jedinjenje 156 (slika 13) koje sadrzi piridinski prsten u polozaju 2 hinolona, je efikasniji
inhibitor ksantin-oksidaze (ICsp= 6,24 uM) od alopurinola (ICso = 8,31 uM) (Dhiman i
saradnici, 2013).

0
N Z N
H |
N
156

Slika 13. Strukturna formula jedinjenja 156, hinolinskog inhibitora ksantin-oksidaze
(Dhiman i saradnici, 2013).

2.4.3.5. Derivati purina
Monosupstituisani derivati 2-(tioalkil)-purina (jedinjenja 157-164) su efikasniji

inhibitori komercijalne ksantin-oksidaze od alopurinola (tabela 16) (Biagi i saradnici, 1996,

2001). Jedinjenje 162 se pokazalo kao najefikasniji purinski inhibitor ksantin-oksidaze.
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Tabela 16. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima purina 157-164 (Biagi i saradnici, 1996,
2001)

0
N
S
_<ﬁ N/)\R1

Opsta struktura jedinjenja 157-164

Jedinjenje R R’ ICso [uM]* RIP,’
157 S(CH,)3CHj3 H 3,880 1,08
158 S(CHy)4CHjs H 2,850 1,47
159 S(CH,)sCHs H 0,115 36,52
160 S(CHy),0(CH,),CHs H 0,670 6,27
161 S(CH,)30OCH,CHj3 H 0,058 72,41
162 S(CH,)s0CHs H 0,028 150,00
163 H S(CH,)sCHs 0,560 7,50
164 OH S(CH,)sCHs 0,660 6,36

8C5 vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (1Csy = 4,20 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot! | Cs0 jedinjenje
2.4.3.6. Derivati pirazolo-pirimidina

Ali i saradnici (2010) su ispitivali odnos struktura-aktivnost derivata 4-
arilmetilidenhidrazino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina (jedinjenja 165-177) i ustanovili njihovu
vecu efikasnost u inhibiciji komercijalne ksantin-oksidaze od alopurinola (tabela 17) (Ali i
saradnici, 2010).
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Tabela 17. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirazolo-pirimidina 165-177 (Ali i
saradnici, 2010)

Opsta struktura jedinjenja 165-177

Jedinjenje R ICso [nM]* RIP,°
165 CHs 4,670 5,20
166 (CH,)sCH=CH, 7,894 3,08
167 CeHs 0,305 79,67
168 (4-F)-CgH4 0,373 65,15
169 (2-CI)-CeHa 0,077 315,58
170 (3-C)-CeHq 0,223 108,97
171 (4-CI)-CgH4 0,224 108,48
172 (4-CH3)-CgH4 0,247 98,38
173 (4-OCH3)-CeHa 0,172 141,28
174 3,4-OCH,0-CgH3 0,385 63,12
175 (4-COOH)-CgH4 0,399 60,90
176 (4-OH)-CgH4 0,359 67,69
177 (4-NO,)-CeHa 1,925 12,62

8C5 vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICsy= 24,30 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

Od derivata pirazolo[3,4-d]pirimidina (jedinjenja 178-184, tabela 18), najefikasnijim
su se pokazala jedinjenja sa cijano, nitro, trifluorometil i glicil-metil estarskom grupom.
Derivati N-aril-5-amino-4-cijanopirazola i odgovarajucih pirazolo[3,4-d]pirimidina se vezuju
za enzim interakcijama sa Phe649, Phe914, Phe1009 i Phel1013. U aktivhom centru enzima
ostaci Arg880, Thr1010, Glul261, Asn768, Lys771 i Glu802 formiraju vodoni¢ne veze sa

ispitivanim inhibitorima (Gupta i saradnici, 2008).
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Tabela 18. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirazolo-pirimidina 178-184 (Gupta i
saradnici, 2008)

R2
\©\N

OpSsta struktura jedinjenja 178-184

N

N
/
=
NHR'

\
N=

Jedinjenje R R® ICso [uM]? RIP,’
178 H CHs 17,35+ 1,19 1,41
179 H OCH; 19,58 0,20 1,25
180 H CN 0,40 + 0,01 61,00
181 H NO, 2,20 0,05 11,09
182 H CFs 0,18 + 0,02 135,56
183 H CONHCH,COOCH; 0,08+ 0,01 305,00

O
9)k
S N Pe)
184 \o/));o\lé COOH 18,44 + 2,59 1,32
o /l%o

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu

Pozitivna kontrola alopurinol (1Csy= 24,40 + 0,50 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

2.4.3.7. Derivati tiadiazolo-pirimidina

Sathisha i saradnici (2011) su sintetisali derivate 7-metil-2-(fenoksimetil)-5H-
[1,3,4]tiadiazolo[3,2-a]pirimidin-5-ona (jedinjenja 185-191, tabela 19) i ispitali njihov uticaj

na aktivnost ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova i na komercijalnom enzimu. Ova

jedinjenja su se pokazala efikasnijim inhibitorima od alopurinola (tabela 19) (Sathisha i

saradnici, 2011).
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Tabela 19. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima tiadiazolo-pirimidina 185-191 (Sathisha i
saradnici, 2011)

R R2

ﬂ*w@

OpSsta struktura jedinjenja 185-191

Jedinjenje  R° R® R® ICso [tM]*  RIPS’ ICso [uM]®  RIP,®
185 H H H  0555+0,0231 1,36 nd -
186 H H OCH; 0,280+0,0057 261 0,269+0,0211 271
187 H H Cl  0449+0,0103 1,68 0,461+0,0401 1,58
188 H CHs Cl  0623+£0,0231 121  0,634+0,0377 1,15
189 CHj3 H H  0362+0,0111 2,08 0,326+0,0234 224
190 Br H H  0413+0,0101 1,82 0,603+0,0455 1,21
191 F H H  0,590+0,0213 1,28 nd -

8C5 vrednost jedinjenja na enzimu homogenata jetre pacova

Pozitivna kontrola alopurinol (1Cso= 0,753 + 0,0331 uM na enzimu homogenata jetre pacova)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq atopurinot/ | Cs0 jedinjenje: N@ €NZiMu homogenata jetre pacova
°ICs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu

Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 0,730 + 0,0374 pM na komercijalnom enzimu)

RIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje: N@ kKOmercijalnom enzimu

nd — nije detektovano/ispitivano

2.4.4. Inhibitori ksantin-oksidaze tricikli¢ne strukture

2.4.4.1. Derivati karbazola

Bandgar i saradnici (2012) su sintetisali derivate karbazola (jedijenja 192-198, tabela
20) i ispitali njihov uticaj na aktivnost komercijalne ksantin-oksidaze. Jedinjenja sa
supstituentima u meta polozaju su pokazala vecu efikasnost od jedinjenja sa supstituentima u
para/orto polozaju. Jedijenja 192-198 su efikasniji inhibitori ksantin-oksidaze od alopurinola
(Bandgar i saradnici, 2012).
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Tabela 20. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima karbazola 192-198 (Bandgar i saradnici,
2012)

\o H\\gR
Oy~
I

Opsta struktura jedinjenja 192-198

Jedinjenje R ICso [uM]* RIP,
192 (3-CI)-CeHa 4.40 £ 0,89 1,93
193 (4-CI)-CeHa 5.60 + 1,03 1,52
194 (3-F)-CsHq 4,50 + 0,89 1,89
195 (4-CH3)-CeHq 530+2,13 1,60
196 (3-CF3)-CsHa 5,10 + 2,00 1,67
197 CH=CH-C¢Hs 5,10+ 1,30 1,67

198 —J 430+ 0,89 1,98

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 8,50 = 2,13 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

2.4.4.2. Derivati antracena

Derivati antracena (199-201) su efikasniji inhibitori komercijalne ksantin-oksidaze od
alopurinola (tabela 21) (Shi i saradnici, 2014). Bo¢ni nizovi ovih jedinjenja pokazuju uticaj
na aktivnost. Najefikasniji inhibitor, jedinjenje 199, interaguje vodoni¢nim vezama sa Glu802
(4-hidroksilna i 10-karbonilna grupa), Ser876 (9-karbonilna grupa), Arg880 i Thr1010
(formil grupa bo¢nog niza i 9-karbonilna grupa). Fenolna grupa inhibitora interaguje
vodoni¢nim i elektrostaticnim vezama sa Arg880, Glu1261 i Thr1010 ostacima enzima (Shi i
saradnici, 2014).
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Tabela 21. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima antracena 199-201 (Shi i saradnici, 2014)

O
4068
OH O OH

OpSsta struktura jedinjenja 199-201

Jedinjenje R ICso [uM]? RIP,°
199 CHO 2,79+ 0,64 4,03
200 =N-CgHs 3,87 0,35 2,90

Y
O
201 o o ‘\\0\(0 8,43 + 1,81 1,33

8Cy vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICsp= 11,23 + 0,11 uM)

PRIP = relativni ihibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinol/ | Cso jedinjenje

2.4.4.3. Derivati ksantona

Hu i saradnici (2011) su sintetisali novu klasu derivata ksantona i ispitali njihov uticaj
na aktivnost komercijalne ksantin-oksidaze. Derivati ksantona 207 i 209 su znacajno
efikasniji inhibitori od alopurinola (tabela 22). Ova dva jedinjenja interaguju vodoni¢nim
vezama sa GIn1040, Ser1082, Glul261, Gly797, GIn767 i Cys150 ostacima. Karboksilna
grupa Lys1045 interaguje vodoni¢nim vezama sa azotom jedinjenja 209 (Hu i saradnici,
2011).
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Tabela 22. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima ksantona 202-209 (Hu i saradnici, 2011)

0] @)
posohd
HO 0] OH

Opsta struktura jedinjenja 202-209

Jedinjenje R ICso [nM]* RIP,°
202 - 21,73 £ 1,52 1,12
203 2-CHj 7,08 £ 0,65 3,45
204 3-CHs; 13,56 £ 0,28 1,80
205 4-CHjs 5,73 +0,10 4,26
206 2-Cl 6,41 +0,15 3,81
207 4-Cl 4,70+ 0,12 5,19
208 4-Br 20,06 + 1,37 1,22
209 4-CN 4,67+0,35 5,23

8Cy vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (1Csy= 24,40 + 0,50 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

2.4.4.4. Derivati naftopirana

Od sintetisanih derivata naftopirana, jedinjenja 210-213 su se pokazala kao
najefikasniji inhibitori komercijalne ksantin-oksidaze (tabela 23). Docking studijama je
pokazano prisustvo vodoni¢nih veza izmedu kiseonika naftopirana jedinjenja 210 i GIn1194

ostatka enzima (Sharma i saradnici, 2014).
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Tabela 23. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima naftopirana 210-213 (Sharma i saradnici,
2014)

Opsta struktura jedinjenja 210-213

Jedinjenje X R ICso [uM]? RIP,°
210 S H 4,00 2,78
211 S CHs 7,31 1,52
212 o) H 10,00 1,11
213 NH H 6,23 1,78

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (1Cso= 11,10 uM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot! I Cs0 jedinjenje

Naftoflavon 215 je znadajno efikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze od
alopurinola (tabela 24). Ovo jedinjenje biva stabilizovano elektrostatiénim i hidrofobnim
interakcijama na mestu vezivanja. Naftil ostatak se vezuje izmedu Phe914 i Phel009.
Vodoni¢ne veze se obrazuju izmedu karbonilne grupe jedinjenja 215 i hidroksilne grupe
Ser876, kao i fluora jedinjenja 215 i vodonika na azotu Asn768. Uocene su i hidrofobne

interakcije inhibitora sa bo¢nim nizom Leu648 (Singh i saradnici, 2014).

Tabela 24. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima naftopirana 214-216 (Singh i saradnici,
2014)

Opsta struktura jedinjenja 214-216

Jedinjenje R ICso [uM]? RIP,

214 2-F 4,94 1,76
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215 4-F
216 4-NO;

0,62
1,95

14,02
4,46

8C5 vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu

Pozitivna kontrola alopurinol (ICso= 8,69 pM)

PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje

2.4.4.5. Derivati pirazolo-hinazolina

Kumar i saradnici (2014) su dizajnirali i sintetisali derivate 5,6-dihidro-pirazolo[1,5-

c]hinazolina (jedinjenja 217 i 218) koji su efikasni inhibitori komercijalne ksantin-oksidaze

(tabela 25).

Tabela 25. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirazolo-hinazolina 217 i 218 (Kumar i

saradnici, 2014)

R2 R3
Opsta struktura jedinjenja 217 i 218

Jedinjenje R! R’ R® ICso [uM]? RIP,°
217 OH Cl Cl 10,96 2,89
218 H NO, H 20,89 1,51
4Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (ICsy= 31,62 uM)
PRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje
2.4.4.6. Derivati pirazolo-triazolo-pirimidina
Ali i saradnici (2010) su ispitivali i odnos struktura-aktivnost derivata 7H-

pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5(6H)-ona (jedinjenja 219-236) i ustanovili da

su znatno efikasniji inhibitori komercijalne ksantin-oksidaze i u odnosu na analoge 4-
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arilmetilidenhidrazino-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina, i u odnosu na alopurinol (tabela 26) (Ali

i saradnici, 2010).

Tabela 26. Inhibicija ksantin-oksidaze derivatima pirazolo-triazolo-pirimidina 219-236 (Ali i

saradnici, 2010)

N
N o\
N | N
o)\H ﬂ

Opsta struktura jedinjenja 219-236

Jedinjenje R ICso [uM]* RIP,
219 H 0,184 132,07
220 CHjs 0,250 97,20
221 CH,CH3 0,782 31,07
222 (CH2)sCHs 0,529 45,94
223 (CH5)sCHs 0,069 352,17
224 (CH3)sCH=CH;, 0,117 207,69
225 CeHs 0,103 235,92
226 (4-F)-CeHa 0,062 391,94
227 (2-CI)-CsHq 0,070 347,14
228 (3-CI)-CgH4 0,038 639,47
229 (4-CI)-CgH4 0,032 759,38
230 (4-Br)-CeHa 0,034 714,71
231 (4-CHs)-CeHs 0,041 592,68
232 (4-OCHg3)-CgH4 0,053 458,49
233 3,4-OCH,0-CgH3 0,041 592,68
234 (4-OH)-CsHq 0,055 441,82
235 (4-NO,)-CsHa 0,060 405,00
236 (3-NOp)-(4-OH)-CHs 0,037 656,76

8Cs vrednost jedinjenja na komercijalnom enzimu
Pozitivna kontrola alopurinol (1Csy= 24,30 uM)

bRIP = relativni inhibitorni potencijal, RIP, = 1Csq aiopurinot/ | Cs0 jedinjenje
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2.4.5. Inhibitori ksantin-oksidaze - strukture sa ¢etiri prstena
2.4.5.1. Derivati nafto-benzopirana

Produkt oksidacije kafene kiseline (jedinjenje 237, slika 14, ICs; = 0,06 uM) je
efikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze od alopurinola (ICsp = 1,00 uM) (Masuda i
saradnici, 2014).

(LT
HO OH

OH OH

237

Slika 14. Strukturna formula jedinjenja 237, nafto-benzopiranskog inhibitora ksantin-
oksidaze (Masuda i saradnici, 2014).

2.4.5.2. Derivati hromeno-hromena

Vodeni eksrakt lista Lagerstroemia speciosa inhibira aktivnost ksantin-oksidaze. 1z
ekstrakta je izolovan dilakton valoneinske kiseline (jedinjenje 238, slika 15) koji je efikasniji
inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (ICsp = 2,50 uM) od alopurinola (ICso = 10,40 uM).
Ovaj podatak ide u prilog primeni ekstrakata Lagerstroemia speciosa u prevenciji i tretmanu
hiperurikemije. Postoje ispitivanja koja ukazuju na prisustvo jedinjenja 238 i u drugim

biljnim vrstama (Unno i saradnici, 2004).
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HO
HO OH

COOH

238

Slika 15. Strukturna formula jedinjenja 238, hromeno-hromenskog inhibitora ksantin-

oksidaze (Unno i saradnici, 2004).

2.5. Hemijska struktura i bioloska aktivnost depsipeptida

Depsipeptidi predstavljaju veliku grupu peptidnih laktona prirodnog i sintetskog
porekla, koji u svojoj strukturi sadrze najmanje jednu estarsku vezu. Mogu biti cikli¢ni i
acikli¢ni. Ciklodepsipeptidi privlace paznju istrazivaca usled Sirokog spektra bioloskih
aktivnosti, kao $to su: imunosupresivna, antibakterijska, antifungalna, antiinflamatorna i
antitumorna aktivnost (Lemmens-Gruber i saradnici, 2009; Sarabia i saradnici, 2004;
Bagavananthem Andavan i Lemmens-Gruber, 2010). Strukturna raznolikost unutar ove klase
jedinjenja poti¢e od vrste i broja aminokiselina, veli¢ine makrociklusa i njihovih bo¢nih

lanaca (Sarabia i saradnici, 2004).

2.5.1. Hemijska struktura i bioloSka aktivnost ciklodidepsipeptida

Ciklodidepsipeptidi su strukturno najjednostavniji ciklodepsipeptidi, koji imaju jednu
amidnu i jednu estarsku grupu u istom Sestoclanom prstenu. Morfolin-2,5-dionski prsten
ciklodidepsipeptida je jednostavan heterocikli¢ni skelet koji pruza moguénost raznovrsnih
strukturnih modifikacija (slika 16). Morfolin-2,5-dion sadrzi tri atoma kiseonika, akceptora
vodoni¢nih veza, i NH grupu, koja moze biti i akceptor i donor vodoni¢ne veze. Pored toga,
morfolin-2,5-dionski prsten omoguc¢ava modifikacije u tri pozicije: na C3, i N4 i C6 atomu.
Supstitucija bo¢nim lancima, definisane prostorne orijentacije, omoguéava podeSavanje
zeljenih farmakoloskih svojstava, kroz inkorporaciju polarnih, odnosno nepolarnih,
funkcionalnih grupa. Lipofilnost derivata ciklodidepsipeptida se mozZe podeSavati 1

kontrolisati odgovaraju¢om alkil- ili aril- supstitucijom na N4 poziciji. Ciklodidepsipeptidi
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poseduju konformaciono fleksibilan heterociklus sa dva asimetricna C atoma, C3 i C6, Sto
rezultuje mnoStvom enantiomera i diastereoizomera. Prisustvo estarske i amidne grupe otvara
mogucnost postojanja laktam (keto) i laktim (enol) tautomernih formi (Smelcerovic i
saradnici, 2014). Dokazano je da je keto oblik stabilniji (Yancheva i saradnici, 2012).

Adekvatnim dizajnom je moguce sintetisati jedinjenje za odredenu protein-ligand interakciju.

Podesavanje
svojstava -
inkorporiranjem Interakcija
polarnih ili nepolarnih posredovana
funkcionalnih grupa H-vezom
H H-akceptor H
Bo¢ni lanac H-akceptor
IOIT
H-akceptor Y T Boc¢ni lanac
l H I
H-donor
Interakcija — Podesavanje
posredovana svojstava
H-vezom ﬂ inkorporiranjem
polarnih ili nepolarnih
Povecanje lipofilnosti funkcionalnih grupa
alkil- ili aril-
supstitucijom
Programiranje Prostorna
protein-ligand § <= orijentacija

interakcija

bo¢nih lanaca

Slika 16. Strukturna raznolikost ciklodidepsipeptida (Smelcerovic i saradnici, 2014).

Prirodni izvori iz kojih su izolovani pojedini predstavnici ciklodidepsipeptida su:
patogena gljivica Fusarium sporotrichioides Sherb izolovana iz stabljike sveze biljke
Hypericum barbatum Jacq. (Smelcerovic i saradnici, 2011), Metarhizium sp. TA2759 (lijima
I saradnici, 1992), Bauveria bassiana K-717 (Kagamizono i saradnici, 1995), Cordyceps

cicadae Shing (Kuo i saradnici, 2002), Gibberella lateritium IFO 7188 (Hasumi i saradnici,
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1993), Bursatella leachii (Suntornchashwej i saradnici, 2005), Claviceps purpurea (Abe i
saradnici, 1959) i Pseudomonas tabaci (Woolley i saradnici, 1955).
Sinteza ciklodidepsipeptida se vrsi inicijalnim formiranjem amidne ili estarske veze,

nakon ¢ega sledi intermolekulska ciklizacija (Smelcerovic i saradnici, 2014) (slika 17).

1 R (e]
formiranje R4 (0]
OX + Z amidne veze
NH, Y — » OX . z
0 R, H ]
o] R,

X =H, Alk

Y, Z=Cl, Br, OH ? o
2

II o R, . ‘; .

- 4
formiranje 0 R,

XHN N Y estarske veze 0 H R
OH ™ HO ——— XHN Y
Ry 0 °
R, o] -

X =Boc, Cbz, etc.
Y = OH, Ot-Bu

Slika 17. Sematski prikaz sinteze ciklodidepsipeptida (Smelcerovic i saradnici, 2014).

Ima podataka o antibakterijskoj (Pavlovic i saradnici, 2012a; Yancheva i saradnici,
2012), imunomodulatornoj (lijima i saradnici, 1992; Pavlovic i saradnici, 2012a, 2012b),
antioksidantnoj (Stankov-Jovanovic i saradnici, 2012) i antikoagulantnoj (Kagamizono i
saradnici, 1995) aktivnosti ciklodidepsipeptida, o inhibiciji aktivnosti acil-CoA:holesterol
aciltransferaze (Hasumi i saradnici, 1993) i a-glukozidaze (Arcelli i saradnici, 2004, 2005,
2007) ciklodidepsipeptidima.

2.5.1.1. Hemijska struktura i bioloS§ka aktivnost 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-

diona

Dva 6-(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-diona, 3,6-di(propan-2-il)-4-metil-morfolin-
2,5-dion (239) i 3-(2-metilpropil)-6-(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-dion (240) (tabela
27), su prvi put identifikovana u prirodnim proizvodima kao potencijalni prekursori eniatina
B u patogenoj gljivici Fusarium sporotrichioides, izolovanoj iz stabljike svezeg Hypericum
barbatum Jacq. U cilju potvrdivanja strukture ova dva jedinjenja su dobijena sintetickim

putem (slika 18) (Smelcerovic i saradnici, 2011). Nedavno su Yancheva i saradnici (2012)
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publikovali sintezu novog ciklodidepsipeptida, 6-(propan-2-il)-3-metil-morfolin-2,5-diona
(241) (slika 19).

1.S0Cl,

o} . 0
2.NB
M NBS N Me amino kis. O 5M K2C03
OH
)\)‘\ )\fo HCI )I r \y\ H{W/

Slika 18. Sematski prikaz sinteze 3,6-di(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-diona (239) i 3-(2-
metilpropil)-6-(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-diona (240) (Smelcerovic i saradnici,
2011).

CH2C12 NEt;, 0°C NaOH 0°C
NH, HCI C|
(0]
2,5 M H,SO
. BRI o o

—> "Na©o !
N 6 2
H 5, 3

(0] Br O N

H

Slika 19.  Sematski prikaz sinteze 6-(propan-2-il)-3-metil-morfolin-2,5-diona (241)
(YYancheva i saradnici, 2012).
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Tabela 27. 6-(Propan-2-il)-morfolin-2,5-dioni 239-241 (Smelcerovic i saradnici, 2011;

Yancheva i saradnici, 2012)

)Iofo
¢} N R?
R2

Opsta struktura jedinjenja 239-241

Jedinjenje R! R?
239 CH(CH3); CHs
240 CH,CH(CHa), CHs
241 CHs H

Ima podataka o antibakterijskoj (Pavlovic i saradnici, 2012a; Yancheva i saradnici,
2012), imunomodulatornoj (Pavlovic i saradnici, 2012a, 2012b) i antioksidantnoj (Stankov-
Jovanovic i saradnici, 2012) aktivnosti 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona 239-241.

Antibakterijska aktivnost 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona 239-241 je ispitana na
pet bakterijskih sojeva, dve Gram-pozitivne, Bacillus subtilis ATCC 6633 i Staphylococcus
aureus ATCC 6538, i tri Gram-negativne bakterije, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i Salmonella abony NCTC 6017. Vrednosti
minimalnih inhibitornih koncentracija su bile u opsegu 2-25 mg/mL (Pavlovic i saradnici,
2012a; Yancheva i saradnici, 2012). Jedinjenje 239 je pokazalo jace antimikrobno dejstvo od
jedinjenja 240 i 241.

Jedinjenja 239 i 240 su pokazala stimulativni efekat na proliferaciju timocita pacova i
odsustvo toksi¢nosti u ispitivanim dozama (0,1 pg, 1 pg i 10 pg) (Pavlovic i saradnici,
2012a), dok su doze od 1 pgi 10 pg jedinjenja 241 inhibirale proliferaciju timocita (Pavlovic
i saradnici, 2012b). Prisustvo metil grupe u poziciji 4 i/ili duzina alkil lanca u poziciji 3
morfolin-2,5-diona pokazuju uticaj na biolosku aktivnost ispitivanih 6-(propan-2-il)-
morfolin-2,5-diona.

Jedinjenja 239 i 240 su pokazala umerenu antioksidantnu aktivnost, za koju je
odgovoran vodonik u poziciji C3 (Stankov-Jovanovic i saradnici, 2012).
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2.5.2. Hemijska struktura i bioloska aktivnost N-(a-bromacil)-a-amino estara

Yancheva i saradnici (2015) su sintetisali tri acikli¢na N-(a-bromacil)-a-amino estra
(slika 20), metil-2-(2-brom-3-metilbutanamido)-pentanoat  (242), metil-2-(2-brom-3-
metilbutanamido)-2-fenilacetat (243) i metil-2-(2-brom-3-metilbutanamido)-3-fenilpropanoat
(244) (tabela 28).

o) + CH,Cl,
- \’H\NHz.HCI Cl)S/Br o \’H\ﬁj)‘\/
NEt;, 0°C H
0] R2
' = -CH,CH,CH; R?=-CH(CHy), 242 R'=-CH,CH,CHy; R?=-CH(CH,),
R! = -C4H; R2=-CH(CH,), 243 R!=-C¢Hs; R?*=-CH(CH3),
I= _CH,C¢Hs R2=-CH(CH,), 244 R'=-CH,C(Hs; R?=-CH(CH,),

Slika 20. Sematski prikaz sinteze N-(a-bromacil)-a-amino estara 242-244 (Yancheva i
saradnici, 2015).

Tabela 28. N-(a-Bromacil)-a-amino estri 242-244 (Yancheva i saradnici, 2015)

R" ©
(@) Br
P %Nk(
H
o} R2

Opsta struktura jedinjenja 242-244

Jedinjenje R R?
242 (CH2).CH3 CH(CHs).
243 CsHs CH(CHz)2
244 CH,CgHs CH(CHj3),

Ispitani  N-(a-bromacil)-a-amino estri  (jedinjenja 242-244) su iskazali slabu
citotoksi¢nost na HeLa i RAW264.7 ¢elijama i odsustvo antiinflamatorne i antibakterijske

aktivnosti u ispitivanim koncentracijama (Yancheva i saradnici, 2015).
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2.6. Hemijska struktura i biolo$ka aktivnost 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona

2-Amino-5-alkiliden-tiazol-4-on predstavlja obecavajuéu strukturnu osnovu za
pronalazak novih lekova (Tripathi i saradnici, 2014; Pulici i Quartieri, 2005) jer njegovi
derivati pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao $to su: antimikrobna (Hu i saradnici,
2004; Jukic¢ i saradnici, 2013), antioksidantna (Zvezdanovic i saradnici, 2014), antiviralna
(Abdel-Ghani, 1999), antiinflamatorna (Song i saradnici, 1999) i kardiotoni¢na (Andreani i
saradnici, 1996). Anderluh i saradnici (2009) su sintetisali (slika 21) trideset derivata 2-
amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona (245-274; tabela 29).

O

0
o) EtOH CUSE
Jk + W RZ\N/R3 MW: 150°C, 20 min y N
R H s\\< | > S\(
H

0 N—R3
R2

245-274

Slika 21. Sematski prikaz sinteze 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona 245-274 (Anderluh i
saradnici, 2009).

Ima podataka o antibakterijskoj (Juki¢ i saradnici, 2013), antioksidantnoj
(Zvezdanovic i saradnici, 2014) aktivnosti i citotoksi¢nosti (Juki¢ i saradnici, 2013) 2-amino-
5-alkiliden-tiazol-4-ona, 245-274. Vecina ispitivanih supstanci je pokazala umerenu ili
snaznu antibakterijsku aktivnost na sojevima Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis i
Staphylococcus aureus, dok je aktivnost na Salmonella typhimurium i Escherichia coli
izostala (Juki¢ i saradnici, 2013). Neki od ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona su
pokazali antioksidantnu aktivnost uporedivu sa standardnim antioksidansima (troloks,
kvercetin, kafeinska kiselina i L-askorbinska Kiselina) (Zvezdanovic i saradnici, 2014).
ZnaCajna karakteristika ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona je slab efekat na
vijabilnost HEK-293 ¢elija (Juki¢ i saradnici, 2013).
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Tabela 29. 2-Amino-5-alkiliden-tiazol-4-oni 245-274 (Anderluh i saradnici, 2009)

0
R
N
S
\gz

Opsta struktura jedinjenja 245-274

RZ
™ T
T T N HN o
N N N
Y Oznaka O [j
jedinjenja
J jen) 0 CH,
©/\x‘ 245 246 247 248 249
S 250 251 252 253 254
E/)—Xﬁ
f 255 256 257 258 259
CN
m 260 261 262 263 264
(™
H
N
C% 265 266 267 268 269
271 272 273 274

coadile
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2.7. In silico ispitivanja inhibitora medicinski zna¢ajnih enzima

Kompjuterske metode su komplementarne sa laboratorijskim eksperimentima i
postaju sve znacajnije U ispitivanjima strukture i funkcije biomolekula (Rudnitskaya i
saradnici, 2010). Najc¢eSca i najznacajnija in silico ispitivanja inhibitora medicinski znacajnih
enzima su molekulski docking, kojim se predvidaju/razjasnjavaju interakcije inhibitora sa
enzimom, i predvidanje fizicko-hemijskih, farmakokineti¢kih i toksikoloskih karakteristika

inhibitora, u cilju procene mogucnosti njihove primene u terapiji.

2.7.1. Molekulski docking enzimskih inhibitora

Molekulski docking ima znacajnu ulogu u dizajnu lekova. Iako su pocetni pokusaji
molekulskog docking-a bili teski, usled ograni¢enih mogucnosti tehnologije, sa razvojem
savremene kompjuterske tehnike doSlo je i do povecanja efikasnosti metoda za virtuelni
screening (Rudnitskaya i saradnici, 2010). Docking programi se koriste za predvidanje
interakcija malih molekula sa ciljnim strukturama (kao §to su, na primer, aktivni centri
enzima) i obuhvataju ispitivanje mnostva pozicija, konformacija i orijentacija u cilju
odredivanja energetski najpovoljnijih polozaja. Bazirani su na komplementarnosti struktura
liganda i ciljnog proteina (Kroemer, 2007). Strukture ciljnih proteina, dobijene na osnovu
kristalografskih i/ili NMR studija, programi koriste u PDB formatu (http://www.pdb.org)
(Rudnitskaya i saradnici, 2010). Neki od programa za molekulski docking su: AutoDock,
DOCK, FlexX, FRED, Glide, GOLD, Hammerhead, ICM, LigandFit, QXP, SLIDE i Surflex
Dock (Kroemer, 2007).

Obrada 1 vizuelizacija podataka o komplementarnosti i mogucim interakcijama
enzima 1 inhibitora omoguc¢ava razjaSnjenje mehanizma inhibicije enzima koriS¢enjem
metodologije molekulskog docking-a (Rudnitskaya i saradnici, 2010). Poslednjih nekoliko
godina, docking studije su postale sastavni deo ispitivanja i publikacija 0 novim inhibitorima

medicinski znac¢ajnih enzima.

2.7.2. Predvidanje fizicko-hemijskih, farmakokinetickih i toksikoloskih osobina in silico

metodama

Preliminarno predvidanje/screening fizicko-hemijskih karakteristika omogucéava i

olaksava otkri¢e i razvoj novih potencijalno obecavajucih struktura u medicinskoj hemiji.

51


http://www.pdb.org/

Vrednosti molekulske mase, oktanol/voda particionog koeficijenta (logP), broja akceptora i
donora vodoni¢nih veza utvrdene "Pravilom pet" Lipinskog, za procenu rastvorljivosti i
permeabilnosti jedinjenja, su: niska permeabilnost se ocekuje ako je molekulska masa iznad
500, logP vece od 5, broj donora i akceptora vodoni¢nih veza veéi od 5 i 10, respektivno
(Lipinski 1 saradnici, 2012). Vazan faktor u proceni efektivnosti vezivanja za
receptore/kanale i optimalnu bioraspolozivost je konformaciona fleksibilnost molekula,
opisana brojem veza sa moguénoscu rotacije. Optimalan broj ovih veza je 10 i manji. "Pravila
Vebera" su: prihvatljiv stepen oralne bioraspolozivosti postoji ako molekul ima 10 ili manje
veza sa mogucénoscu rotacije, parametar koji opisuje sposobnost formiranja vodoni¢nih veza
(polarnost molekula) manji od 140 A% 112 ili manje donora i akceptora vodoni¢nih veza
(Veber i saradnici, 2002).

U cilju procene moguénosti primene inhibitora medicinski znacajnih enzima u
terapiji, potrebno je uzeti u obzir i farmakokineticke parametre (apsorpcija, distribucija,
biotransformacija i ekskrecija).

Toksikoloski parametri inhibitora medicinski zna¢ajnih enzima koji su od najveceg
znacaja za procenu rizika ispoljavanja toksi¢nosti su: mutagenost, tumorogenost, iritabilni
efekti i nepovoljni efekti na reproduktivni sistem. ldentifikacija jedinjenja koje poseduju
sposobnost kovalentnog vezivanja za proteine i/ili DNK je, takode, od znacaja u proceni

toksi¢nosti.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajucéi u vidu potrebu za pronalaskom novih inhibitora ksantin-oksidaze osnovni cilj
ove disertacije bio je ispitivanje uticaja depsipeptida i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona na
aktivnost komercijalnog enzima ksantin-oksidaze in vitro i ksantin-oksidaze u homogenatu
jetre pacova.

Jedan od ciljeva sprovedenih istrazivanja bio je razjaSnjavanje mehanizama inhibicije
ksantin-oksidaze ispitivanim depsipeptidima i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-onima, koji su se
pokazali kao najefikasniji inhibitori ovog enzima, metodom molekulskog docking-a.

U cilju procene moguénosti primene depsipeptida i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona u
terapiji gihta in silico metodama su predvidene osnovne fizicko-hemijske, farmakokineticke i
toksikoloSke karakteristike ispitivanih jedinjenja i poredene sa istim predvidenim svojstvima

drugih inhibitora ksantin-oksidaze.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitivani depsipeptidi i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-oni

4.1.1. Depsipeptidi

4.1.1.1. 6-(Propan-2-il)-morfolin-2,5-dioni

Tri ciklodidepsipeptida, 3,6-di(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-dion (239), 3-(2-
metilpropil)-6-(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-dion  (240) i 6-(propan-2-il)-3-metil-
morfolin-2,5-dion (241) (tabela 27), koji su ispitivani u ovoj disertaciji su sintetisana i
dobijena od doc. dr Denitse Yancheve (Institut za organsku hemiju sa Centrom za fitohemiju,
Bugarska akademija nauka, Sofija, Bugarska). Jedinjenja 239 i 240 su sintetisana prema
protokolu publikovanom u radu Smelcerovic i saradnici (2011) (slika 18) dok je jedinjenje

241 sintetisano prema protokolu publikovanom u radu Yancheva i saradnici (2012) (slika 19).

4.1.1.2. Acikli¢ni N-(a-bromacil)-a-amino estri

Tri  ispitivana aciklicna  N-(a-bromacil)-a-amino  estra, metil-2-(2-brom-3-
metilbutanamido)-pentanoat (242), metil-2-(2-brom-3-metilbutanamido)-2-fenilacetat (243) i
metil-2-(2-brom-3-metilbutanamido)-3-fenilpropanoat (244), su sintetisana prema protokolu
publikovanom u radu Yancheva i saradnici (2015) (slika 20) i dobijena od doc. dr Denitse
Yancheve (Institut za organsku hemiju sa Centrom za fitohemiju, Bugarska akademija nauka,
Sofija, Bugarska).

4.1.2. 2-Amino-5-alkiliden-tiazol-4-oni
Ispitivani  2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-oni  (245-274) su sintetisani reakcijom
odgovarajuceg aldehida, rodanina i sekundarnog amina u mikrotalasnom reaktoru (slika 21)

prema protokolu publikovanom u radu Anderluh i saradnici (2009) i dobijeni od prof. dr
Marka Anderluha (Farmaceutski fakultet Univerziteta u Ljubljani, Slovenija).
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4.2. In vitro ispitivanje inhibicije komercijalne ksantin-oksidaze

Ispitivanje inhibicije komercijalne ksantin-oksidaze iz govedeg mleka (klasa I,
amonijum sulfatna suspenzija; Sigma-Aldrich) je vrSeno spektrofotometrijskim merenjem
nastanka mokraéne kiseline na 293 nm. Spektrofotometrijska merenja su vrSena na
spektrofotometru Beckman DU® 530.

Ukupna zapremina reakcione smeSe je iznosila 2150 plL. Prva grupa uzoraka je
sadrzala 50 pL rastvora 0,01 jedinice ksantin-oksidaze u destilovanoj vodi, 100 pl rastvora
ispitivane supstance u dimetil sulfoksidu (DMSO; ¢istoce >99,5%; Sigma-Aldrich), 232,5
uM ksantina (Cistoce >99,5%; Sigma-Aldrich) i 46,5 mM TRIS-HCI pufera (pH 7,8). Druga
grupa uzoraka je ispitivana u cilju odredivanja uticaja rastvaraca i sadrzala je iste koli¢ine
enzima, ksantina i TRIS-HCI pufera kao prva grupa. DMSO je dodavan umesto rastvora
ispitivane supstance. Vreme predinkubacije je iznosilo 15 minuta, dok je inkubacija uzoraka
trajala 15 minuta na temperaturi od 37°C. Enzimska reakcija je zaustavljana ledenom
perhlornom kiselinom (100 pL). Kontrolni uzorci obe grupe su pripremani na isti nacin kao
uzorci analize, samo je supstrat (ksantin) dodavan nakon dodavanja ledene perhlorne kiseline.
Nakon zamrzavanja (dva sata na -20°C) i centrifugiranja (10 minuta na 3600 obrtaja/min
koris¢enjem cetrifuge Centric 322A Tehtnica) vrSena su spektrofotometrijska merenja.
DMSO u finalnoj koncentraciji od 4,65% v/v ne utiCe na aktivnost enzima. Alopurinol
(Cistoce >99%; Sigma-Aldrich) je koris¢en kao pozitivna kontrola. Sva ispitivanja su radena
u triplikatu.

Aktivnost i inhibicija ksantin-oksidaze su racunati kao procentulni odnos razlike
absorbancija analize i kontrole za ispitivana jedinjenja i DMSO. Sva jedinjenja su najpre
ispitivana u koncentraciji od 50 ug/mL. Za jedinjenja koja su u koncentraciji od 50 pg/mL
pokazala inhibiciju vecu od 50% racunate su ICsp vrednosti na osnovu Cetiri koncentracije
(50, 40, 251 5 pg/mL).

U tabeli 30 je dat primer izraCunavanja stepena inhibicije komercijalne ksantin-

oksidaze jedinjenjem 239.
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Tabela 30. Primer izracunavanja uticaja jedinjenja 239 na aktivnost komercijalne ksantin-

oksidaze
Jedinjenje DMSO 239 239 239 239
(koncentracija) (50 pg/mL) (40 pg/mL) (25 pg/mL) (5 pg/mL)

Razlika absorbancija 0,532 0,171 0,246 0,371 0,502

analize i kontrole® 0,543 0,189 0,257 0,384 0,458
0,584 0,163 0,298 0,367 0,486

Srednja vrednost

razlike absorbancija 0,553 0,174333 0,267 0,374 0,482

analize i kontrole

Aktivnost 100 31,53 48,28 67,63 87,16

ksantin-oksidaze (%)

Inhibicija 0 68,47 51,72 32,37 12,84

ksantin-oksidaze (%)

# Eksperimenti su radeni u triplikatu.

4.3. In vitro ispitivanje inhibicije ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova

4.3.1. Dobijanje homogenata jetre pacova

Za istrazivanja u ovom radu su koriS¢eni pacovi stari Sest nedelja, teZine 150 do 200
g, kupljeni od Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Eksperimentalne Zivotinje su gajene i
tretirane u vivarijumu Medicinskog fakulteta u NiSu na osnovu preporuka 0 gajenju i
kori$¢enju laboratorijskih zivotinja. Pacovi su uvodeni u anesteziju ketaminom (60 mg/kg) i
zrtvovani. Homogenat izolovanih, usitnjenih, jetri je dobijen pomo¢u homogenizatora (Ultra
Turrax IKA® T18 basic). Homogenat (10% wi/v) je 10 minuta centrifugiran na 1500
obrtaja/min na temperaturi od 4°C koris¢enjem cetrifuge Centric 322A Tehtnica. Supernatant

je koriscen za ispitivanje inhibicije ksantin-oksidaze.
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4.3.2. Spektrofotometrijsko ispitivanje inhibicije ksantin-oksidaze u homogenatu jetre

pacova

Ispitivanje inhibicije ksantin-oksidaze je vrSeno spektrofotometrijskim merenjem
nastanka mokraéne kiseline na 293 nm. Spektrofotometrijska merenja su vrSena na
spektrofotometru Beckman DU® 530.

Ukupna zapremina reakcione smeSe je iznosila 2200 plL. Prva grupa uzoraka je
sadrzala 100 pl 10%-nog homogenata jetre pacova, 100 pl rastvora ispitivane supstance u
DMSO (cistoce > 99,5%; Sigma-Aldrich), 454,5 mM ksantina (Cisto¢e >99,5%; Sigma-
Aldrich) i 45,5 mM TRIS-HCI pufera (pH 7,8). Druga grupa uzoraka je ispitivana u cilju
odredivanja uticaja rastvaraca i sadrzala je iste koli¢ine homogenata jetre pacova, ksantina i
TRIS-HCI pufera kao prva grupa. DMSO je dodavan umesto rastvora ispitivane supstance.
Vreme predinkubacije je iznosilo 15 minuta, dok je inkubacija uzoraka trajala 30 minuta na
temperaturi od 37°C. Enzimska reakcija je zaustavljana ledenom perhlornom kiselinom (100
uL). Kontrolni uzorci obe grupe su pripremani na isti nac¢in kao uzorci analize, samo je
supstrat (ksantin) dodavan nakon dodavanja ledene perhlorne kiseline. Nakon zamrzavanja
(dva sata na -20°C) i centrifugiranja (10 minuta na 3600 obrtaja/min koris¢enjem cetrifuge
Centric 322A Tehtnica) vrSena su spektrofotometrijska merenja. DMSO u finalnoj
koncentraciji od 4,55% v/v ne uti¢e na aktivnost enzima. Alopurinol (Cistoce >99%; Sigma-
Aldrich) je koris¢en kao pozitivna kontrola. Sva ispitivanja su radena u triplikatu.

Aktivnost i inhibicija ksantin-oksidaze su racunati kao procentulni odnos razlike
absorbancija analize i kontrole za ispitivana jedinjenja i DMSO. Sva jedinjenja su najpre
ispitivana u koncentraciji od 50 pg/mL. Za jedinjenja koja su u koncentraciji od 50 pg/mL
pokazala inhibiciju vecu od 50% racunate su ICsy vrednosti na osnovu tri koncentracije
ispitivanih jedinjenja (50, 40 i 25 pg/mL).

U tabeli 31 je dat primer izraCunavanja stepena inhibicije ksantin-oksidaze u

homogenatu jetre pacova jedinjenjem 239.
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Tabela 31. Primer izraCunavanja uticaja jedinjenja 239 na aktivnost ksantin-oksidaze u

homogenatu jetre pacova

Jedinjenje DMSO 239 239 239
(koncentracija) (50 pg/mL) (40 pg/mL) (25 pg/mL)

Razlika absorbancija 0,175 0,058 0,106 0,142

analize i kontrole® 0,179 0,082 0,075 0,126
0,192 0,073 0,088 0,164

Srednja vrednost razlike

absorbancija analize i 0,182 0,071 0,089667 0,144

kontrole

Aktivnost 100 39,01 49,27 79,12

ksantin-oksidaze (%)

Inhibicija 0 60,99 50,73 20,88

ksantin-oksidaze (%)

# Eksperimenti su radeni u triplikatu.

4.4. Docking studije interakcija ispitivanih depsipeptida i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-

ona sa ksantin-oksidazom

Docking studije o interakcijama ispitivanih depsipeptida i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-
4-ona sa ksantin-oksidazom su vrSene upotrebom softvera MOE (Molecular Operating
Environment, 2011.10) i FRED (OEDocking version 3.0.1. OpenEye Scientific Software,

Santa Fe, NM. http://www.eyesopen.com).

4.5. Predvidanje fizicko-hemijskih, farmakokinetic¢kih i toksikoloskih osobina inhibitora

ksantin-oksidaze in silico metodama

Predvidanje fizicko-hemijskih, farmakokinetickih i toksikoloskih karakteristika
inhibitora ksantin-oksidaze vrSeno je primenom softvera Molinspiration (Molinspiration
Cheminformatics, http://www.molinspiration.com/), admetSAR (admetSAR,
http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/), OSIRIS Property Explorer (OSIRIS Property
Explorer. http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/) i Toxtree (Toxtree, v.2.6.13).
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Na slikama 22-27 je dat primer predvidanja fizicko-hemijskih, farmakokineti¢kih i

toksikoloskih karakteristika za jedinjenje 258.
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Slika 22. Fizi¢ko-hemijski parametri jedinjenja 258 predvideni softverom Molinspiration

(Molinspiration Cheminformatics, http://www.molinspiration.com/).

SMILES: [D=c2ne(NCelceecejse2=Cedcec|CAN jec3
Predict

ADMET Predicted Profile --- Classification

Q 09429 SE  0.9861
SP 0788 AUC 08517
Reference

Results

0.9511

Slika 23. Parametri apsorpcije i metabolizma jedinjenja 258 predvideni softverom admetSAR

(admetSAR, http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/).
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Slika 24. Toksikoloski parametri jedinjenja 258 predvideni softverom OSIRIS Property
Explorer (OSIRIS Property Explorer. http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).
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Slika 25. Toksi¢nost jedinjenja 258 predvidena softverom admetSAR (admetSAR,
http://lImmd.ecust.edu.cn:8000/predict/).
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Slika 26. Mogu¢nost vezivanja jedinjenja 258

(Toxtree, v.2.6.13).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Inhibicija ksantin-oksidaze depsipeptidima

5.1.1. Inhibicija ksantin-oksidaze 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-dionima

Uticaj ciklodidepsipeptida, 3,6-di(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-diona (239), 3-
(2-metilpropil)-6-(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-diona (240) i 6-(propan-2-il)-3-metil-
morfolin-2,5-diona (241), na aktivnost ksantin-oksidaze je ispitan in vitro na komercijalnom
enzimu i enzimu homogenata jetre pacova. Sva tri ispitivana 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-
diona inhibiraju komercijalnu ksantin-oksidazu sa ICsp vrednostima nizim od 50 pg/mL
(tabela 32, slike 28-31). Takode, sva tri ispitivana 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona
inhibiraju ksantin-oksidazu u homogenatu jetre pacova sa I1Csy vrednostima nizim od 50
pg/mL (tabela 33, slike 32-34). 3,6-Di(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-dion (239) se
pokazao kao najefikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (ICso = 37,08 pg/mL) i
ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova (ICso = 41,88 pg/mL) (Smelcerovié i saradnici,
2015). Jedinjenje 241 se pokazalo kao najmanje efikasan inhibitor ksantin-oksidaze.

Kako sva tri ispitivana jedinjenja (239-241) sadrze 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-
dionsku strukturnu jedinicu, moze se zakljuciti da je prisustvo izopropil grupe u poziciji 3 i
metil grupe u poziciji 4 morfolinskog prstena (koje poseduje jedinjenje 239) povoljnije u
smislu inhibicije ksantin-oksidaze od prisustva izobutil grupe u poziciji 3 i metil grupe u
poziciji 4 morfolinskog prstena (strukturne karakteristike jedinjenja 240) ili prisustva metil
grupe u poziciji 3 i odsustva supstituenta u poziciji 4 morfolinskog prstena (strukturne
karakteristike jedinjenja 241) (Smelcerovi¢ i saradnici, 2015).

Alopurinol, se pokazao kao efikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (ICsp =
0,26 pug/mL, slika 31) i ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova (ICso = 0,79 pug/mL, slika
35) od tri ispitivana 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona.
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Tabela 32. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-dionima

239-241
*ff
o} l}l R
R2

Opsta struktura jedinjenja 239-241

Jedinjenje R R® ICso [pg/mL]
239 CH(CHj3), CHjs 37,08
240 CH,CH(CHa), CHs 39,33
241 CHs H 49,39

Pozitivna kontrola alopurinol, 1Csy= 0,26 pg/mL

Inhibicija ksantin-oksidaze
{% kontrole)

100

75

50

25

Jedinjenje 239

/

e

-«

10 20 30 40 50
Koncentracija inhibitora (pg/mlL)

60

Slika 28. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 239.
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Slika 29. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 240.
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Slika 30. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 241.
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Slika 31. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze alopurinolom.

Tabela 33. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova 6-(propan-2-il)-morfolin-

2,5-dionima 239-241 (Smelcerovic’ i saradnici, 2015)
é[of
0 N R'
R2

Opsta struktura jedinjenja 239-241

Jedinjenje R R’ ICso [pg/mL]
239 CH(CHa), CHs 41,88
240 CH,CH(CHs), CHs 46,66
241 CHs H 49,82

Pozitivna kontrola alopurinol, 1Cso= 0,79 pg/mL
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Slika 32. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 239.
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Slika 33. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 240.
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Slika 34. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 241.
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Slika 35. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova alopurinolom.

Poznato je da mali molekuli, kao salicilna kiselina, mogu da inhibiraju enzim bez
vezivanja za metalni kompleks, blokiraju¢i pristup potencijalnih supstrata prema molibdenu
(Enroth i saradnici, 2000). Tri ispitivana 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona (239-241) sadrze
nepurinski skelet, alkil i karbonilne grupe, preko kojih interaguju sa ksantin-oksidazom.
Predikcija docking konformacija (A) i dvodimenzionalni prikaz interakcija (B) jedinjenja 239

i 240 sa ksantin-oksidazom iz govedeg mleka (PDB entry code: 1FIQ) upotrebom MOE

softvera su dati na slikama 36 i 37.
A B

Slika 36. Docking konformacija (A) i dvodimenzionalni prikaz interakcija (B) jedinjenja 239
sa ksantin-oksidazom iz govedeg mleka (PDB entry code: 1FIQ) (Smelcerovic i saradnici,
2013).
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Slika 37. Docking konformacija (A) i dvodimenzionalni prikaz interakcija (B) jedinjenja 240
sa ksantin-oksidazom iz govedeg mleka (PDB entry code: 1FIQ) (Smelcerovic i saradnici,
2013).

Jedinjenja 239 i 240 odli¢no fituju sa aktivnim centrom enzima. Jedinjenje 240 ulazi
dublje u aktivni centar nego 239. Estarska karbonilna grupa jedinjenja 240 interaguje sa
dioksotiomolibdenskom jedinicom molibdo-pterinskog centra (slika 37B). Jedinjenje 239 ne
interaguje direktno sa dioksotiomolibdenskom jedinicom, ali vrlo efikasno blokira pristup
potencijalnih supstrata metalu. Lipofilne interakcije sa susednim amino Kiselinama stabilizuju
vezivanje jedinjenja 239 i 240 za aktivni centar ksantin-oksidaze (slike 36B i 37B).

Jedinjenje 241 je sintetisano kao smesa dva diastereoizomera (Yancheva i saradnici,
2012). Docking konformacije ispitivanih diastereoizomera (241(3S,6R) i 241(3S,6S)) su
prikazane na slici 38, dok je na slici 39 dat dvodimenzionalni prikaz interakcija navedenih

diastereoizomera jedinjenja 241 sa ksantin-oksidazom.
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Slika 38. Docking konformacije diastereoizomera (3S,6R) i (3S,6S) jedinjenja 241 sa ksantin-
oksidazom iz govedeg mleka (PDB entry code: 1FIQ). Kod diastereoisomera (3S,6R)
ugljenik je obelezen zutom bojom, dok je kod izomera (3S,6S) obelezen plavom bojom

(Smelcerovié i saradnici, 2015).

3(3S,6R) 3(3S,65)

Slika 39. Dvodimenzionalni prikaz interakcija diastereoizomera (3S,6R) i (3S,6S) jedinjenja
241 sa ksantin-oksidazom iz govedeg mleka (PDB entry code: 1FIQ) (Smelcerovi¢ i
saradnici, 2015).

Obe forme jedinjenja 241 se vezuju na ulazu Supljine/tunela prema
dioksotiomolibdenskoj jedinici aktivnhog centra ksantin-oksidaze, blokiraju¢i prilaz
supstratima prema atomu metala. Lipofilne interakcije sa susednim amino kiselinama i
vodoni¢ne veze sa Thrl010 i Arg880 stabilizuju vezivanje (slika 39). Kod diastereoizomera

241(3S,6R) obrazuju se vodoni¢ne veze izmedu amidne karbonilne grupe i Thr1010, dok
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diastereoizomer 241(3S,6S) interaguje sa Thr1010 i Arg880 preko estarske karbonilne grupe.
Diastereoizomer 241(3S,6S) ulazi dublje u supljinu aktivnog centra ksantin-oksidaze.

Nacin vezivanja ispitivanih 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona (239-241) za aktivni
centar ksantin-oksidaze je slican nacinu vezivanja salicilne kiseline (Enroth i saradnici, 2000)
i febuksostata (Okamoto i saradnici, 2003) za navedeni enzim, jer ispitivana jedinjenja ne
obrazuju kovalentne veze sa atomom molibdena. Salicilna kiselina se vezuje za aktivni centar
ksantin-oksidaze preko karbonilne grupe koja obrazuje vodonic¢ne veze sa Arg880 i Thrl1010,
i fenil grupe sa Phe914 (slika 40).

A B

8

O R

5 1078,

Phe

O polar == sidechain acceptor O solvent residue @@ arene-arene
O acidic  +— sidechain donor O metal complex ~ @H arene-H
O basic - backbone acceptor - solvent contact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor == metal/ion contact
~—, proximity - ligand C7 receptor

- contour exposure ~ exposure

Slika 40. Docking konformacija (A) i dvodimenzionalni prikaz interakcija (B) salicilne
kiseline sa ksantin-oksidazom iz govedeg mleka (PDB entry code: 1FIQ) (Smelcerovic i
saradnici, 2013).

5.1.2. Inhibicija ksantin-oksidaze acikli¢nim N-(a-bromacil)-a-amino estrima

Tri aciklicna N-(a-bromacil)-a-amino estra, metil-2-(2-brom-3-metilbutanamido)-
pentanoat (242), metil-2-(2-brom-3-metilbutanamido)-2-fenilacetat (243) i metil-2-(2-brom-
3-metilbutanamido)-3-fenilpropanoat (244), nisu pokazala znacajniji uticaj na aktivnost
komercijalne ksantin-oksidaze i ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova (tabele 34 i 35).
Potencijalni uzrok zabelezenog odsustva znacajnije inhibicije ksantin-oksidaze moze
predstavljati acikli¢na struktura jedinjenja 242-244, $to je u saglasnosti sa pretpostavkom da
je cikli¢na struktura neophodna za ispoljavanje bioloske aktivnosti depsipeptida (Lemmens-

Gruber i saradnici, 2009). Medutim, usled odsustva bioloske aktivnosti, ispitivani estri mogu
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potencijalno biti implementirani za dizajn nosada u sintezi prolekova (Smelcerovié¢ i

saradnici, 2016).

Tabela 34. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze acikliénim N-(a-bromacil)-a-amino

estrima 242-244 (Smelcerovié i saradnici, 2016)

R" O
(@) Br
P %Nk(
H
o} R2

Opsta struktura jedinjenja 242-244

Jedinjenje R R® ICso [pg/mL]
242 (CH,)>CHs CH(CHa), > 50
243 CeHs CH(CHs), > 50
244 CH,CeHs CH(CHs), > 50

Pozitivna kontrola alopurinol, 1Csy= 0,26 pug/mL

Tabela 35. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova acikliénim N-(a-

bromacil)-o-amino estrima 242-244 (Smelcerovi¢ i saradnici, 2016)

R" O
(@) Br
H 2
o} R

Opsta struktura jedinjenja 242-244

Jedinjenje R R® ICso [pg/mL]
242 (CH,):CHs CH(CHa), > 50
243 CoHs CH(CHa)z > 50
244 CH,CeHs CH(CHa), > 50

Pozitivna kontrola alopurinol, 1Cso= 0,79 ug/mL

5.2. Inhibicija ksantin-oksidaze 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-onima

Uticaj 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona na aktivnost ksantin-oksidaze je ispitan in

vitro na komercijalnom i na enzimu homogenata jetre pacova. Devetnaest od trideset

ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona inhibiraju komercijalnu ksantin-oksidazu sa ICsy
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vrednostima nizim od 50 pug/mL (tabela 36, slike 41-59). Osam jedinjenja inhibiraju ksantin-
oksidazu u homogenatu jetre pacova sa ICsy vrednostima nizim od 50 pg/mL (tabela 37, slike
60-67).

4-((2-Benzilamino-4-oksotiazol-5(4H)-iliden)-metil)-benzonitril (jedinjenje 258) se
pokazao kao najefikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (ICso = 17,16 pg/mL) i
ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova (ICsp = 24,50 pg/mL).

Jedinjenja koja sadrze 4-cijanobenzilidensku grupu (jedinjenja 255-259) ili (indol-3-
il)-metilensku grupu (jedinjenja 265-269) u polozaju 5 tiazol-4-onske strukture inhibiraju
komercijalnu ksantin-oksidazu sa ICsg vrednostima nizim od 50 pg/mL (tabela 36). Navedena
jedinjenja koja sadrze 4-cijanobenzilidensku grupu, sa izuzetkom jedinjenja 255 koje sadrzi
piperidinil grupu kao 2-amino supstituent, inhibiraju ksantin-oksidazu u homogenatu jetre
pacova sa ICsy vrednostima nizim od 50 pg/mL. Jedinjenja koja sadrze (indol-3-il)-
metilensku grupu kao supstituent u polozaju 5 inhibiraju ksantin-oksidazu u homogenatu jetre
pacova sa ICsp vrednostima visim od 50 pg/mL (tabela 37).

Alopurinol, se pokazao kao efikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (ICsp =
0,26 pg/mL, slika 31) i ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova (ICso= 0,79 pug/mL, slika

35) od ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona 245-274 (Smelcerovic i saradnici, 2015).
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Tabela 36. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-onima 245-

274 (Smelcerovic i saradnici, 2015)

0
R
N
S/
\gz

Opsta struktura jedinjenja 245-274

R ™
HN
Oznaka T T N :17""
a4 jedinjenja O [ j Q
ICso (ug/mL) © CHs
245 246 247 248 249
43,45 26,67 >50 >50 >50
I s 250 251 252 253 254
%ﬂ >50 25,82 >50 37,57 39,41
255 256 257 258 259
33,18 24,73 25,08 17,16 32,53
CN
/m 260 261 262 263 264
OAO >50 >50 >50 31,77 >50
H
N
p 265 266 267 268 269
21,43 23,17 27,03 33,62 44,08
<O 270 271 272 273 274
o 27,24 >50 >50 39,77 33,85

Pozitivna kontrola alopurinol, 1Cso= 0,26 pg/mL
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Slika 41. Inhibicija

komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 245.
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Slika 42. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 246.
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Slika 43. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 251.
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Slika 44. Inhibicija

komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 253.
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Slika 45. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 254.
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Slika 46. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 255.
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Slika 47. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 256.

Inhibicija ksantin-oksidaze

(% kontrole)

100

75

50

25

Jedinjenje 257

0/’

&

10 20 30 40 50
Koncentracija inhibitora (pg/mlL)

60

Slika 48. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 257.
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Slika 49. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 258.
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Slika 52. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 265.
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Slika 54. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 267.
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Slika 55. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 268.
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Slika 58. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 273.
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Slika 59. Inhibicija komercijalne ksantin-oksidaze jedinjenjem 274.
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Tabela 37. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova 2-amino-5-alkiliden-

tiazol-4-onima 245-274 (Smelcerovic i saradnici, 2015)

0
R
N
S/
\gz

Opsta struktura jedinjenja 245-274

R ™
HN
Oznaka T T N :17""
o jedinjenja [ j Q
ICso (ug/mL) © CHs
245 246 247 248 249
47,71 42,02 >50 >50 >50
| S 250 251 252 253 254
%ﬂ >50 >50 >50 40,87 >50
255 256 257 258 259
>50 33,98 29,25 24,50 48,16
CN
m 260 261 262 263 264
OAO >50 >50 >50 >50 >50
H
N
/ 265 266 267 268 269
>50 >50 >50 >50 >50
<O 270 271 272 273 274
o 48,56 >50 >50 >50 >50

Pozitivna kontrola alopurinol, I1Cso= 0,79 pg/mL
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Slika 60. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 245.
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Slika 61. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 246.
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Slika 62. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 253.
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Slika 63. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 256.
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Slika 64. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 257.
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Slika 65. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 258.



Jedinjenje 259

100

75

»

[
w

50
/

Inhibicija ksantin-oksidaze
(% kontrole)

0 10 20 30

40

Koncentracija inhibitora (ng/mL)

50

60

Slika 66. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 259.
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Slika 67. Inhibicija ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova jedinjenjem 270.

Docking studija pomoéu FRED softvera (OEDocking version 3.0.1. OpenEye

Scientific Software, Santa Fe, NM. http://www.eyesopen.com) je ukazala na dva moguca

nacina interakcije ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona sa ksantin-oksidazom, Koji

zavise od prirode amino grupe. Jedinjenja sa tercijarnom ciklicnom amino strukturom

interaguju ariliden ostatkom sa Arg880, dok je amino grupa van vezuju¢eg mesta ("amine-

out" nacin vezivanja). Jedinjenja sa benzilamino grupom stupaju preko ove funkcionalne

grupe u interakciju sa Arg880 ostatkom enzima (“amine-in" nacin vezivanja) (slika 68).
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Slika 68. Dva predlozena nacina vezivanja ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona sa
ksantin-oksidazom iz govedeg mleka kokristalisanom sa 1-[3-cijano-4-(dimetilpropoksi)-
fenil]-pirazol-4-karboksilnom kiselinom (PDB entry code: 1VDV): A — "amine-out" nacin
vezivanja na primeru jedinjenja 265, i B — "amine-in" nacin vezivanja na primeru jedinjenja
258. Ugljenikovi atomi standardnog inhibitora  ksantin-oksidaze, 1-[3-cijano-4-
(dimetilpropoksi)-fenil]-pirazol-4-karboksilne kiseline, su prikazani zelenom bojom. Docking
studija je izvedena pomo¢u FRED softvera (OEDocking version 3.0.1. OpenEye Scientific
Software, Santa Fe, NM. http://www.eyesopen.com) (Smelcerovic i saradnici, 2015).

5.3 Fizicko-hemijske, farmakokineticke i toksikoloske o0sobine inhibitora ksantin-

oksidaze predvidene in silico metodama

5.3.1. Fizi¢ko-hemijske karakteristike inhibitora ksantin-oksidaze

84



Sumiraju¢i in silico predvidene fizicko-hemijske parametre inhibitora ksantin-
oksidaze (tabela 38), jedinjenja 1-14, 16-47, 49-69, 72-88, 90-101, 103-134, 136-142, 144-
183, 185-191, 199, 200, 202-209, 212, 213, 216, 218-235, 237, 239-261, 264-274 ispunjavaju
"Pravilo pet" Lipinskog i kriterijume dobre rastvorljivosti i permeabilnosti. Ova jedinjenja

ispunjavaju i “pravila Vebera”, pa se smatra da mogu penetrirati bioloSke membrane i

pokazati zadovoljavajuéi stepen bioraspoloZivosti.

Tabela 38. Fizicko-hemijski parametri inhibitora ksantin-oksidaze predvideni softverom

Molinspiration (Molinspiration Cheminformatics, http://www.molinspiration.com/)

Fizi¢ko-hemijski parametri

Inhibitori ksantin-oksidaze

15, 48, 70, 71, 89, 135, 192-198, 210, 211, 214, 215,

m;logP®>5

217, 262, 263

1-14, 16-47, 49-69, 72-88, 90-134, 136-191, 199-209,
milogP <5

212, 213, 216, 218-261, 264-274
milogP <0 1, 165, 219-221

TPSAP > 140A?

142,143, 153-155, 177, 184, 201, 236, 238

TPSA < 140 A?

1-141, 144-152, 156-176, 178-183, 185-200, 202-235,
237, 239-274

25, 45-48, 90, 129-131, 133-135, 156, 185, 187-198,

TPSA < 60 A2
210-215, 217, 239-255, 257, 259-270, 272, 274
MW?° > 500 143, 184, 201
MW < 500 1-142, 144-183, 185-200, 202-274
Non®> 10 184, 201, 236, 238
Non < 10 1-183, 185-200, 202-235, 237, 239-274
NouniS> 5 102, 143, 238
NoHnH< 5 1-101, 103-142, 144-237, 239-274
Niot. > 10 184, 201
Nroth. < 10 1-183, 185-200, 202-274

®particioni koeficijent oktanol/voda

®polarnost, kapacitet formiranja vodoni¢nih veza

°molekulska masa

%broj akceptora vodoni¢nih veza (O i N atomi)

®broj donora vodoni¢nih veza (OH i NH grupe)

fo o xx .
broj veza sa mogucnoscu rotacije
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5.3.2. Farmakokineti¢ki parametri inhibitora ksantin-oksidaze

Farmakokineticki parametri selektovanih inhibitora ksantin-oksidaze (1-274) su
predvideni admetSAR softverom (admetSAR, http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/).
Dobijene vrednosti (tabela 39) pokazuju da je povoljan stepen humane intestinalne apsorpcije
predviden za sve inhibitore, osim za 201 i 238, $to navodi na zaklju¢ak da veliki broj
selektovanih jedinjenja predstavlja kandidate za nastavak evaluacije. Veliki broj (polovina)
jedinjenja su adekvatnog stepena lipofilnosti za penetraciju preko hematoencefalne barijere.
P-glikoprotein pokazuje uticaj na preuzimanje i na ekskreciju leka. Ovaj protein prepoznaje
molekul leka nakon preuzimanja, intracelularne distribucije i metabolizma u jetri i
bubrezima, a pre intracelularne distribucije i metabolizma u intestinumu. Zbog preklapanja
specifi¢nosti za supstrat i koekspresije CYP3A izoenzima i P-glikoproteina u intestinumu,
bubrezima i jetri, P-glikoprotein ima znacajnu ulogu u biotransformaciji leka. Poput CYP-
posredovanih interakcija leka, interakcije posredovane P-glikoproteinom su izvesne u sluc¢aju
istovremene primene njegovih supstrata i inhibitora/induktora. Iako manje ucestalosti,
farmakokineticke posledice inhibicije/indukcije P-glikoproteina su slicne onim nastalim
inhibicijom/indukcijom CYP izoenzima (Lin i Yamazaki, 2003). Sa druge strane, i organski
katjonski transporteri ucestvuju u apsorpciji i distribuciji leka. Razli¢iti su mehanizmi
prenosa leka organskim katjonskim transporterima u apsorpciji i distribuciji u bubrezima,
jetri i intestinumu (Zhang i saradnici, 1998). Procena da li selektovani inhibitori ksantin-
oksidaze predstavljaju supstrate i/ili inhibitore P-glikoproteina i/ili renalnog organskog
katjonskog transportera je od znacaja sa aspekta apsorpcije, biotransformacije i ekskrecije.
Procenjeno je da veéi broj jedinjenja (tabela 39) predstavlja supstrate za P-glikoprotein, $to
znacajno uti¢e na njihovu bioraspoloZivost. Jedinjenja za koja se predvida da su inhibitori
jedne od dve izoforme P-glikoproteina, odgovorne za multi-rezistenciju na lek, su: 18-20, 23,
24, 28-31, 45, 46, 48, 51, 59, 63, 81-85, 87, 89, 111, 120-122, 134, 138, 145-150, 179, 182,
184, 192-198, 201, 202, 204, 208, 210-213, 216-218, 240, 245-247, 250-252, 255-258, 260-
272, od kojih jedinjenja 89, 184, 192-195, 197, 198, 201, 210-212, 255, 257, 260-262, 264-
267 mogu inhibirati obe izoforme P-glikoproteina. Navedena jedinjenja mogu imati nizak

stepen bioraspoloZivosti.
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Tabela 39. Parametri apsorpcije inhibitora ksantin-oksidaze predvideni softverom admetSAR
(admetSAR, http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/)

Parametri apsorpcije

Inhibitori ksantin-oksidaze

Hematoencefalna barijera - penetracija +

1-6, 8, 10, 11, 13-25, 30-48, 51-57, 59, 60,
63, 64, 66-71, 79-81, 84-88, 90, 91, 95, 103-
109, 111-136, 142-144, 146-151, 153-183,
185-198, 202, 204, 206-208, 210-274

Hematoencefalne barijera - penetracija -

7,9, 12, 26-29, 49, 50, 58, 61, 62, 65, 72-78,
82, 83, 89, 92-94, 96-102, 110, 137-141, 145,
152, 184, 199-201, 203, 205, 209

Humana intestinalna apsorpcija +

1-200, 202-237, 239-274

Humana intestinalna apsorpcija -

201, 238

Caco2 permeabilnost +

2, 3, 19-22, 24, 25, 32-48, 51-57, 59, 63, 64,
90-103, 105, 109, 116, 129, 130, 136-138,
143, 144, 151, 152, 156, 178-182, 189, 192-
199, 203, 205-207, 210-218, 239-247, 249-
252, 254-257, 259, 265, 267, 269, 270, 272

Caco?2 permeabilnost -

1, 4-18, 23, 26-31, 49, 50, 58, 60-62, 65-89,
104, 106-108, 110-115, 117-128, 131-133,
139-142, 145-150, 153-155, 157-177, 183-
188, 190, 191, 200-202, 204, 208, 209, 219-
238, 248, 253, 258, 260-264, 266, 268, 271,
273,274

P-glikoprotein supstrat +

4, 5, 50, 61, 66-71, 82, 92, 137-141, 143,
145-155, 157-164, 199, 201-212, 222, 223,
237, 238, 245, 247, 252, 257, 260-262, 264-
267, 269-272, 274

P-glikoprotein supstrat -

1-3, 6-49, 51-60, 62-65, 72-81, 83-91, 93-
136, 142, 144, 156, 165-198, 200, 213-221,
224-236, 239-244, 246, 248-251, 253-256,
258, 259, 263, 268, 273

P-glikoprotein inhibitor (Klasa I) +

89, 134, 184, 192-195, 197, 198, 201, 210-
213, 240, 245-247, 250-252, 255-257, 260-
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262, 264-267, 270-272

P-glikoprotein inhibitor (Klasa I) -

1-88, 90-133, 135-183, 185-191, 196, 199,
200, 202-209, 214-239, 241-244, 248, 249,
253, 254, 258, 259, 263, 268, 269, 273, 274

P-glikoprotein inhibitor (Klasa Il) +

18-20, 23, 24, 28-31, 45, 46, 48, 51, 59, 63,
81-85, 87, 89, 111, 120-122, 138, 145-150,
179, 182, 184, 192-198, 201, 202, 204, 208,
210-212, 216-218, 255, 257, 258, 260-269

P-glikoprotein inhibitor (Klasa Il) -

1-17, 21, 22, 25-27, 32-44, 47, 49, 50, 52-58,
60-62, 64-80, 86, 88, 90-110, 112-119, 123-
137, 139-144, 151-178, 180, 181, 183, 185-
191, 199, 200, 203, 205-207, 209, 213-215,
219-254, 256, 259, 270-274

Renalni organski katjon transporter inhibitor

+

245-247, 249, 250, 252, 254-257, 259-267,
269, 270

Renalni organski katjon transporter inhibitor

1-244, 248, 251, 253, 258, 268, 271-274

Parametri metabolizma predvideni primenom softvera admetSAR (admetSAR,

http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/) razlikuju se medu selektovanim inhibitorima (tabela

40). Selektovana jedinjenja su podvrgnuta proceni da li su supstrati/inhibitori odredenih

CYP450 izoenzima. Nijedno od ispitivanih jedinjenja nije procenjeno kao supstrat CYP2C9 i

2D6 izoenzima, dok je za veci broj procena da se mogu ponaSati kao supstrat za CYP3A4

izoenzim. Jedinjenja za koja se predvida da su inhibitori CYP450 enzima, prevashodno

predstavljaju inhibitore CYP3A4, 1A2, 2C9 i 2C19 izoenzima. Za jedinjenja sa niskim CYP

inhibitornim potencijalom se pretpostavlja da ¢e imati adekvatno poluvreme eliminacije sa

aspekta mogucnosti dugotrajne primene i manje verovatnoce stupanja u interakcije.
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Tabela 40. Parametri metabolizma inhibitora ksantin-oksidaze predvideni softverom
admetSAR (admetSAR, http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/)

Parametri metabolizma

Inhibitori ksantin-oksidaze

CYP2C9 supstrat -
CYP2D6 supstrat -
19, 20, 23-25, 28, 29, 50, 54, 60, 76, 83, 89, 109-111,
114, 117, 118, 120-123, 125-128, 134, 137, 152, 162,
CYP3A4 supstrat 173, 179, 184-198, 201, 213, 216, 227, 232, 239-242,

244-247, 251, 252, 255-257, 260-262, 264-267, 269-
272,274

CYP1A2 inhibitor

2, 3,19, 21, 23-28, 30, 31, 33-53, 55-59, 61, 63-74,
76-81, 83-85, 87, 88, 91-109, 111-113, 115, 117-120,
123, 125-127, 129-133, 134-141, 143, 144, 151, 152,
156-158, 165, 167-174, 176-182, 185-222, 225-235,
237, 243-274

CYP2C9 inhibitor

2, 25, 31, 33-36, 38-41, 44, 46-48, 50-53, 55-59, 61,
63, 64, 66-74, 76, 77, 81, 82, 84, 85, 87, 89, 91, 92,
97, 98, 100-106, 113, 115, 132, 134-138, 142-144,
151, 153-155, 157-159, 163, 183, 185-199, 202, 203,
205-214, 217, 245, 247-250, 253-255, 257-260, 262-
265, 267-269,273

CYP2D6 inhibitor

217,273

CYP2C19 inhibitor

2, 20, 24, 25, 31, 33-40, 44, 47, 49, 55, 56, 59, 63-73,
76-78, 81-85, 87-89, 92, 103, 105-107, 113-115, 122,
125-128, 134-136, 138, 142-144, 151, 153-155, 178-
183, 185-199, 203, 205-218, 245-274

CYP3A4 inhibitor

3, 22,30, 31, 41, 42, 44, 68, 69, 71-73, 75, 91, 97, 98,
100-102, 104, 125, 126, 128, 132, 136-138, 139-141,
143, 144, 151, 182, 185, 192-198, 210-213, 215, 216,
265, 270, 271, 273, 274

CYP inhibitorni potencijal - visok

2, 3, 13-16, 18, 20, 22, 24-27, 30, 31, 33-39, 41-44,
47, 50, 58, 59, 61, 63-74, 76-78, 80-82, 84, 85, 87-
103, 128, 132, 133, 134, 136-141, 144, 151, 156-159,
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163, 173, 174, 178-183, 185-214, 216-218, 241-244,

CYP inhibitorni potencijal - nizak

1,4,5,6-12, 17, 19, 21, 23, 28, 29, 32, 40, 45, 46, 48,
49, 51-57, 60, 62, 75, 79, 83, 86, 104-127, 129-131,
135, 142, 143, 145-150, 152-155, 160-162, 164-172,
175-177, 184, 215, 219-240, 245-250, 252-274

5.3.3. Toksikolo$ki parametri inhibitora ksantin-oksidaze

Toksikoloski parametri inhibitora ksantin-oksidaze su predvideni softverima OSIRIS

Property Explorer (OSIRIS Property Explorer. http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/)
i admetSAR (admetSAR, http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/) (tabele 41 i 42). Selektovani

inhibitori ksantin-oksidaze su klasifikovani u zavisnosti od procenjenog rizika za ispoljavanje

mutagenog, tumorogenog, iritabilnog i nepovoljnih reproduktivnih efekata. Za veliki broj

inhibitora softver OSIRIS Property Explorer predvida odsustvo ispitivanih toksi¢nih efekata

(tabela 41).

Tabela 41. Toksikoloski parametri inhibitora ksantin-oksidaze predvideni softverom OSIRIS

Property Explorer (OSIRIS Property Explorer. http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/)

Inhibitori ksantin-

Inhibitori ksantin-

Inhibitori ksantin-

ToksikoloSki ) ) ) . . .
_ oksidaze niskog oksidaze srednjeg oksidaze visokog
parametri o o o
rizika toksi¢nosti rizika toksi¢nosti rizika toksi¢nosti
1-18, 25-29, 31-46, | 19-24, 30, 66, 90, | 47, 48, 70, 98, 113,
49-65, 67-69, 71-89, | 110, 134, 181, 210, | 132, 136-140, 142,
91-97, 99-109, 111, | 211, 213-216, 218, | 151, 153-155, 157,
112, 114-131, 133,236 158, 160-162, 192-
135, 141, 143-150, 198, 202, 204, 208,
Mutagenost
152, 156, 159, 163- 209, 212, 242-244
180, 182-191, 199-
201, 203, 205-207,
217, 219-235, 237-
241, 245-274
Tumorogenost 1-22, 24, 25, 30, 34, | 23, 90, 124, 136-140, | 26-29, 31-33, 36,
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35, 37-39, 41, 43, 45-
89, 91-123, 125-130,
132-135, 141, 143-
150, 152-211, 213-
274

142

40, 42, 44, 131, 151,
212

Iritabilni efekti

1-3, 6-8, 10, 11, 14-
19, 21, 22, 24-26, 28,
31-35, 37-39, 42-58,
60-69, 71-89, 91-97,

12, 23, 29, 40, 70, 90,
98, 110, 160, 161,
199, 209, 236

4, 5, 9, 13, 20, 27,
30, 36, 41, 59, 124

Toksiéni efekti na

reproduktivni sistem

99-109, 111-123,

125-159,  162-198,

200-208,  210-235,

237-274

2, 4-113, 115-135, | 3, 136-140, 142, 194, | 1, 114, 145-151,

141, 143, 144, 152-
193, 195-218, 237-
242, 244-269

219-224, 243

225-236, 270-274

Procenjeno je da veliki broj ispitivanih jedinjenja ne pokazuje AMES toksi¢nost i

kancerogenost. Sva jedinjenja pripadaju Kategoriji III rizika po akutnu oralnu toksi¢nost (sa

vrednostima LDsg ve¢im od 500 mg/kg, ali manjim od 5000 mg/kg), osim jedinjenja 139-141,
143, 151, 153-155, 199, 214 i 237, za koje se predvidaju nize vrednosti LDso. Na osnovu

vrednosti TDs ispitivana jedinjenja uglavnom nisu procenjena kao kancerogena. lzuzetak

predstavljaju jedinjenja 200 i 216, sa TDsy vrednostima ve¢im od 10 mg/kg telesne teZine
dnevno, i jedinjenja 103, 105, 177-182, 192-197, 218 i 235 sa TDs, vrednostima manjim od

10 mg/kg telesne teZine dnevno.
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Tabela 42. Toksi¢nost inhibitora ksantin-oksidaze predvidena softverom admetSAR
(admetSAR, http://lImmd.ecust.edu.cn:8000/predict/)

Toksi¢nost Inhibitori ksantin-oksidaze
3, 23, 26-31, 49, 50, 72, 74, 76, 79, 83-85, 90,
AMES toksi¢nost + 103, 110, 134, 152, 156, 173, 174, 177-182,
192-207, 209, 213, 216, 218, 233, 235, 236
1, 2, 4-22, 24, 25, 32-48, 51-71, 73, 75, 77, 78,
AMES toksiciost - 80-82, 86-89, 91-102, 104-109, 111-133, 135-

151, 153-155, 157-172, 175, 176, 183-191, 208,
210-212, 214, 215, 217, 219-232, 234, 237-274

Kancerogenost +

75

Kancerogenost -

1-74, 76-274

Akutna oralna toksi¢nost — I
(LDso? vrednosti veée od 50 mg/kg,
manje od 500 mg/kQ)

139-141, 143, 151, 153-155, 199, 214, 237

Akutna oralna toksi¢nost — 11
(LDsp vrednosti veée od 500 mg/kg,
manje od 5000 mg/kg)

1-138, 142, 144-150, 152, 156-198, 200-213,
215-236, 238-274

Kancerogenost —

bez opasnosti

1-102, 104, 106-176, 183-191, 198, 199, 201-
215, 217, 219-234, 236-274

Kancerogenost —
TDso” > 10 mg/kg

200, 216

Kancerogenost —
TDso < 10 mg/kg

103, 105, 177-182, 192-197, 218, 235

4smrtonosna doza kod 50% testiranih

bdoza koja prouzrokuje toksiéne efekte kod 50% testiranih

5.3.4. Mogucénost vezivanja inhibitora ksantin-oksidaze za proteine i DNK

Identifikacija jedinjenja koja poseduju sposobnost kovalentnog vezivanja za proteine

i/ili DNK je od znacaja u proceni toksi¢nosti. Svrstavanje jedinjenja u kategoriju sa

procenjenom sposobnoS¢u vezivanja za proteine i/ili DNK ne moze se poistovetiti sa

sigurnom toksi¢nos¢u. Prisustvo strukturnih predispozicija molekula za interakciju sa
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bioloskim makromolekulima ne podrazumeva definitivno i reagovanje. Cak iako jedinjenje
formira kovalentnu vezu sa bioloskim makromolekulom, faktori
toksikokinetickog/toksikodinamickog profila 1 bioloski mehanizmi reparacije mogu
prevenirati nepovoljan ishod (Enoch i saradnici, 2011). Strukturne predispozicije kao
inicijalni preduslovi za kovalentno vezivanje sa biomakromolekulima mogu biti: moguénost
acilacije, Michael adicije, formiranja Schiff-ovih baza, aromati¢ne nukleofilne supstitucije,
mono- i bimolekulske alifaticne nukleofilne supstitucije i reakcije slobodnih radikala (Enoch
I saradnici, 2010). Procena strukturnih preduslova za kovalentno reagovanje jedinjenja sa
biomakromolekulima je moguca in silico primenom Toxtree softvera (Toxtree, v.2.6.13).
Dobijeni rezultati procene za inhibitore ksantin-oksidaze (tabela 43) su sledeéi: jedinjenja 1,
158-164 i 220 ne pokazuju strukturne predispozicije za vezivanje ni za proteine ni za DNK,
jedinjenja 4, 5, 157, 165 i 219 ne pokazuju predispozicije za vezivanje za proteine, dok
jedinjenja 3, 133, 166, 221-224, 241 i 242 ne pokazuju strukturne predispozicije za vezivanje
za DNK.

Tabela 43. Mogucnost vezivanja inhibitora ksantin-oksidaze za proteine i DNK predvidena

softverom Toxtree (Toxtree, v.2.6.13)

Predispozicije za vezivanje za proteine Predispozicije za vezivanje za DNK
Jedinjenje | Acilacija® | Michael | Sn2° | SNAr? | Formiranje | Acilacija | Michael | Sy1' | Sn2 | Formiranje
adicija” Schiff adicija Schiff baza
baza®
1 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
2 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
3 ne ne ne da ne ne ne ne | ne ne
4 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne da
5 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne da
6 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
7 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
8 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
9 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
10 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
11 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
12 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne

93




13 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
14 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
15 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
16 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
17 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
18 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
19 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
20 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
21 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
22 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
23 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
24 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
25 ne ne da da ne ne da ne | ne ne
26 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
27 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
28 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
29 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
30 ne da da ne ne ne da da | ne ne
31 ne da da ne ne ne da da | ne ne
32 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
33 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
34 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
35 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
36 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
37 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
38 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
39 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
40 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
41 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
42 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
43 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
44 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
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77 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
78 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
79 ne da da ne ne ne da da | ne ne
80 ne da da ne ne ne da da | ne ne
81 ne da da ne ne ne da da | ne ne
82 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
83 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
84 ne da da ne ne ne da da | ne ne
85 ne da da ne ne ne da da | ne ne
86 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
87 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
88 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
89 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
90 ne da da ne ne ne da da | ne ne
91 ne da da ne ne ne da da | ne ne
92 ne da da ne ne ne da da | ne ne
93 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
94 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
95 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
96 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
97 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
98 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
99 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
100 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
101 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
102 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
103 ne da da ne ne ne da da | ne ne
104 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
105 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
106 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
107 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
108 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
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109 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
110 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
111 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
112 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
113 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
114 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
115 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
116 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
117 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
118 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
119 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
120 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
121 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
122 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
123 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
124 ne da ne ne da ne da ne | ne da
125 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
126 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
127 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
128 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
129 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
130 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
131 ne da ne da ne ne da ne | ne ne
132 ne ne ne da ne ne da ne | ne ne
133 ne ne ne da ne ne ne ne | ne ne
134 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
135 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
136 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
137 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
138 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
139 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
140 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
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141 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
142 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
143 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
144 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
145 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
146 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
147 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
148 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
149 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
150 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
151 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
152 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
153 da da da ne ne ne da ne | ne ne
154 da da da ne ne ne da ne | ne ne
155 da da da ne ne ne da ne | ne ne
156 ne da ne da ne ne da da | ne ne
157 ne ne ne ne ne ne ne da | ne ne
158 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
159 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
160 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
161 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
162 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
163 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
164 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
165 ne ne ne ne ne ne ne da | ne ne
166 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
167 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
168 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
169 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
170 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
171 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
172 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
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173 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
174 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
175 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
176 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
177 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
178 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
179 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
180 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
181 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
182 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
183 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
184 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
185 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
186 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
187 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
188 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
189 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
190 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
191 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
192 da da ne ne ne ne da da | ne ne
193 da da ne ne ne ne da da | ne ne
194 da da ne ne ne ne da da | ne ne
195 da da ne ne ne ne da da | ne ne
196 da da ne ne ne ne da da | ne ne
197 da da ne ne ne ne da da | ne ne
198 da da ne ne ne ne da da | ne ne
199 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
200 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
201 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
202 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
203 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
204 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
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205 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
206 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
207 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
208 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
209 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
210 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
211 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
212 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
213 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
214 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
215 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
216 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
217 ne da da ne ne ne da da | ne ne
218 ne da da ne ne ne da da | ne ne
219 ne ne ne ne ne ne ne da | ne ne
220 ne ne ne ne ne ne ne ne | ne ne
221 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
222 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
223 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
224 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
225 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
226 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
227 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
228 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
229 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
230 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
231 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
232 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
233 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
234 ne da ne ne ne ne da ne | ne ne
235 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
236 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
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237 da da ne ne ne ne da ne | ne ne
238 da da ne ne ne ne da ne | ne ne
239 ne ne da ne ne ne ne da | ne ne
240 ne ne da ne ne ne ne da | ne ne
241 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
242 ne ne da ne ne ne ne ne | ne ne
243 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
244 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
245 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
246 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
247 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
248 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
249 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
250 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
251 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
252 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
253 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
254 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
255 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
256 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
257 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
258 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
259 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
260 ne da da ne ne ne da da | ne ne
261 ne da da ne ne ne da da | ne ne
262 ne da da ne ne ne da da | ne ne
263 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
264 ne da da ne ne ne da da | ne ne
265 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
266 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
267 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
268 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
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269 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
270 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
271 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
272 ne da ne ne ne ne da da | ne ne
273 ne da da ne ne ne da ne | ne ne
274 ne da ne ne ne ne da da | ne ne

#moguénost acilacije

®moguénost Michael adicije

“moguénost Sy2 alifati¢ne nukleofilne supstitucije

moguénost aromatiéne nukleofilne supstitucije (SyAr)

*moguénost formiranja Schiff-ovih baza

"moguénost Sy1 alifatiéne nukleofilne supstitucije
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6. ZAKLJUCAK

Ciljevi doktorske disertacije "Inhibicija ksantin-oksidaze depsipeptidima i 2-amino-5-

alkiliden-tiazol-4-onima" su ostvareni:

ispitivanjem uticaja depsipeptida (239-244) i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona (245-
274) na aktivnost komercijalnog enzima ksantin-oksidaze in vitro i ksantin-oksidaze u
homogenatu jetre pacova,

razja$njavanjem mehanizama inhibicije ksantin-oksidaze ispitivanim depsipeptidima i
2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-onima, koji su se pokazali kao najefikasniji inhibitori
ovog enzima, metodom molekulskog docking-a, i

predvidanjem osnovnih fizicko-hemijskih, farmakokinetickih i toksikoloskih osobina
ispitivanih jedinjenja (239-274) i drugih inhibitora ksantin-oksidaze (1-238) in silico

metodama.

Najznacajniji rezultati dobijeni ispitivanjem uticaja depsipeptida i 2-amino-5-alkiliden-

tiazol-4-ona na aktivnost ksantin-oksidaze su:

6-(Propan-2-il)-morfolin-2,5-dioni  (239-241) inhibiraju komercijalnu ksantin-
oksidazu i ksantin-oksidazu u homogenatu jetre pacova sa ICs vrednostima nizim od
50 pg/mL. 3,6-Di(propan-2-il)-4-metil-morfolin-2,5-dion (239) se pokazao kao
najefikasniji inhibitor komercijalne ksantin-oksidaze (ICso = 37,08 pg/mL) i ksantin-
oksidaze u homogenatu jetre pacova (ICso = 41,88 png/mL). Jedinjenje 241 se pokazalo
kao najmanje efikasan inhibitor ksantin-oksidaze. Alopurinol je efikasniji inhibitor
komercijalne ksantin-oksidaze (ICso = 0,26 ug/mL) i ksantin-oksidaze u homogenatu
jetre pacova (ICsp = 0,79 pug/mL) od tri ispitivana 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona.
Tri acikli¢na N-(a-bromacil)-a-amino estra (242-244), nisu pokazala znacajniji uticaj
na aktivnost komercijalne ksantin-oksidaze i ksantin-oksidaze u homogenatu jetre
pacova.

Devetnaest od trideset ispitivanin 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona (245-274)
inhibiraju komercijalnu ksantin-oksidazu sa 1Csy vrednostima nizim od 50 ug/mL.
Osam jedinjenja inhibiraju ksantin-oksidazu u homogenatu jetre pacova sa ICs
vrednostima nizim od 50 pg/mL. 4-((2-Benzilamino-4-oksotiazol-5(4H)-iliden)-
metil)-benzonitril (jedinjenje 258) se pokazao kao najefikasniji inhibitor komercijalne
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ksantin-oksidaze (ICsp = 17,16 ug/mL) i ksantin-oksidaze u homogenatu jetre pacova
(ICs0= 24,50 pg/mL).

Metoda molekulskog docking-a je koris¢ena za razjaSnjavanje mehanizama inhibicije

ksantin-oksidaze ispitivanim depsipeptidima i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-onima. Dobijeni

su sledeéi rezultati:

Nacin vezivanja 6-(propan-2-il)-morfolin-2,5-diona (239-241) za aktivni centar
ksantin-oksidaze je slican nacinu vezivanja salicilne kiseline i febuksostata za
navedeni enzim, jer ispitivana jedinjenja ne obrazuju kovalentne veze sa atomom
molibdena.

Postoje dva moguca nacina interakcije ispitivanih 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona
(245-274) sa ksantin-oksidazom, koji zavise od prirode amino grupe. Jedinjenja sa
tercijarnom cikliénom amino strukturom interaguju ariliden ostatkom sa Arg880, dok
je amino grupa van vezujuceg mesta ("amine-out" nacin vezivanja). Jedinjenja sa
benzilamino grupom stupaju preko ove funkcionalne grupe u interakciju sa Arg880

ostatkom enzima (“"amine-in" na¢in vezivanja).

Sumiraju¢i in silico predvidene fizicko-hemijske, farmakokineticke i toksikoloske

parametre jedinjenja 1-274 mogu se dobiti sledeci zakljucci:

Jedinjenja 1-14, 16-47, 49-69, 72-88, 90-101, 103-134, 136-142, 144-183, 185-191,
199, 200, 202-209, 212, 213, 216, 218-235, 237, 239-261, 264-274 ispunjavaju
"Pravilo pet" Lipinskog i kriterijume dobre rastvorljivosti i permeabilnosti. Ova
jedinjenja ispunjavaju i "pravila Vebera", pa se smatra da mogu penetrirati bioloSke
membrane 1 pokazati zadovoljavajuci stepen bioraspolozivosti.

Farmakokineticki parametri predvidaju povoljan stepen humane intestinalne
apsorpcije predviden za sve inhibitore, osim za jedinjenja 201 i 238.

Sva jedinjenja pripadaju Kkategoriji Ill rizika po akutnu oralnu toksi¢nost sa
vrednostima LDsg ve¢im od 500 mg/kg, ali manjim od 5000 mg/kg, osim jedinjenja
139-141, 143, 151, 153-155, 199, 214 i 237, za koje se predvidaju nize vrednosti
LDso. Na osnovu vrednosti TDs ispitivana jedinjenja uglavnom nisu procenjena kao
kancerogena. lzuzetak predstavljaju jedinjenja 200 i 216, sa TDsy vrednostima ve¢im
od 10 mg/kg telesne teZine dnevno, i jedinjenja 103, 105, 177-182, 192-197, 218 i 235

sa TDsp vrednostima manjim od 10 mg/kg telesne tezine dnevno.
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e Jedinjenja 1, 158-164 i 220 ne pokazuju strukturne predispozicije za vezivanje ni za
proteine ni za DNK, jedinjenja 4, 5, 157, 165 i 219 ne pokazuju predispozicije za
vezivanje za proteine, dok jedinjenja 3, 133, 166, 221-224, 241 i 242 ne pokazuju

strukturne predispozicije za vezivanje za DNK.

Generalni zakljucak ove doktorske disertacije je da najefikasniji inhibitori ksantin-
oksidaze iz grupe ispitivanih depsipeptida i 2-amino-5-alkiliden-tiazol-4-ona, kao $to su
jedinjenja 239 i 258, predstavljaju obecavajuce strukture za dizajn novih inhibitora ksantin-

oksidaze, potencijalnih kandidata za lek u terapiji hiperurikemije i gihta.
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N3JABA O AYTOPCTBY

N3jaBibyjemM na je JOKTOpCKa aucepTalidja, moja HacaOBOM

NHXUBUIINJA KCAHTUH-OKCHUJA3E JEIICUIIENITUINMA
" 2-AMHUHO-5-AJIKWJINJAEH-TUA30J1-4-OHUMA

Koja je ogOpameHa Ha TexHomomKkoM GakyaTeTy YHuBep3uTeTa y Humry:

® PE3YyJTaT COINCTBCHOT UCTPAKUBAYKOI palia,

e Jla OBY JAWCEpTaNH]y, HU Yy IESIHHHA, HUTH Y JICJTIOBMMA, HHCAM IPHjaBJbUBA0/JIa Ha
npyruM (akyiaTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA;

e Ja HHMCaM IOBPEAMO/Ia ayToOpcKa IpaBa, HUTHU 3JI0YyHOTpeOHO/JIa HHTEIEKTYalIHy
CBOJUHY APYTUX JHLA.

Jlo3BospaBaM Jia ce o0jaBe MOjM JMYHM IOJAlM, KOjU Cy Y BE3U ca ayTOPCTBOM H
no0ujameM akaJeMCKOr 3Bamba JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME M Mpe3UMe, TOJUHA U MECTO
pohema u naTyMm oxdpaHe pajaa, ¥ To y Karanory bubnuoreke, JlurutaiHoM peno3uTopujymy
VYuusepsutera y Humry, kao u y nyonukanujama YHuBep3ureta y Humry.

VY JleckoBuy,

[Totnuc ayropa nucepranyje:

Kaknuna [lImenueposuh
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N3JABA O UICTOBETHOCTHU IITAMITAHOI' 1 EJIEKTPOHCKOTI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB gucepranmje:

NHXUBUIHNJA KCAHTUH-OKCHUIA3E JEIICHIIEIITUINMA
" 2-AMHUHO-5-AJIKMWJIMAEH-TUA30JI-4-OHUMA

U3jaBbyjeM Oa je eNeKTpOHCKH OOJHMK MOje JOKTOPCKE Iucepraiudje, Kojy cam
npenao/ia 3a yHouewe y Jururannu peno3utopujym Yuupepsurera y Humry, ucroseran
IITAaMITaHOM OOJIHKY.

VY Jleckosuy,

[Totnuc ayropa aucepranyje:

Kaknuna [Imenueposuh

120



U3JABA O KOPUIII'REBDY

Omnamhyjem YHuBep3utercky Oubnmuoreky ,Hukoma Tecna“ ma y dururanau
perno3uToprjyM YHuBep3utera y Humny yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTaI]jy, O HACIOBOM:

NHXUBUIINJA KCAHTUH-OKCUJA3E JEIICUIIENITUINMA
N 2-AMUHO-5-AJIKWJIMAEH-THA30J1-4-OHUMA

Jucepranjy ca CBUM NpWIO3UMa Mpeaao/a caMm Yy eJICKTPOHCKOM OOJIHKY,
MIOTOIHOM 32 TPajHO apXHBUPAILE.

Mojy AOKTOpPCKY AMCEpTaIHjy, YHETY y JIMTUTAIHU PENO3UTOPHjyM YHUBEP3UTETA Y
Humury, Mory KOPUCTUTH CBH KOjH TOWITY]y oApeade caapxane y oJabpaHoM TUIY JIMICHIIE
Kpeatune 3ajexauiie (Creative Commons), 3a kKojy cam ce 0JTy4no/Ja.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepuujanto (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekoMepuujaaHo — 6e3 nmpepaae (CC BY-NC-ND)

4. AyropcTBO — HEKOMepIHjaaHo — AeauTh no uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepaze (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutu noja uctum yciosuma (CC BY-SA)

VY JleckoBiy,

[Totnuc ayropa nucepranyje:

Kaknuna [lImenueposuh
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