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1. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. farm. Jelene Sawod nazivom,Dizajniranje, sinteza,
fizicko-hemijske i1 bioloSke karakteristike derivata p-hidroksi- g-arilalkanskih kiselina“

napisana je na 209 strana standardnog formatae(prbs; fontTimes New Roman 12).



Doktorska disertacija sadr®&ezime na srpskom Abstract na engleskom jeziku, a sastoji se iz
slede€ih poglavlja:1. Uvod, 2. Cilj rada, 3. Eksperimentalni deo i rezultati, 4. Diskusija, 5.
Zakljucak, 6. Literatura, 7. Priloz.

Disertacija sadrzi 34 slike, 37 tabela i 265 literaih navoda.

U Uvodu, koji je napisan na 46 strana, pregledno su pakepodaci iz literature od
zn&aja za predmet pr@avanja ove doktorske disertacijnflamacija, istorijski razvoj i
hemijska struktura nesteroidnih antiinflamatornirekbva (NSAIL) Ciklooksigenaza
Terapijski i neZzeljeni efekti, Kontraindikacije zarimenu NSAIL Molekulski doking
Reformatski reakcijelspitivanje i zndaj osnovnih fiztko-hemijskih i biofarmaceutskih
osobina farmakoloski aktivnih jedinjenjn vivo ispitivanje antiinflamatorne aktivnostin
vitro ispitivanje inhibicije ciklooksigenaz®dredivanje biohemijskih parametaya istaknuta
je opravdanost ovih istrazivanja, iz kojih proizeeciljevi ove doktorske disertacije.

U prvom deluUvoda opisani su mehanizmi nastanka inflamacije, istkrifazvoj grupe
NSAIL kao i pregled hemijskih struktura lekova wol ove grupe. Objasnjen je mehanizam
delovanja NSAIL, dat je detaljan opis aminokiséeting sastava aktivhog mesta obe izoforme
enzima ciklooksigenaze (COX-1, COX-2) i nazerae su kljdne razlike izméu izoformi. U
ovom deluUvoda su prikazani terapijski i nezeljeni efekti, komt@dikacije i potencijalne
indikacije za primenu NSAIL koje se i dalje istrgzu

U drugom deluUvoda objasnjena je sinteza, kao i princip i gaaparametara koji se
odreiuju eksperimentalnim procedurama. ObjasSnjena j@daemolekulskog dokinga, dat je
prikaz Reformatski reakcije kao i njenih r&#ih modifikacija. Opisane su fizko-hemijske
(pKa 1 logP) kao i biofarmaceutske osobine (gastrotmaka apsorpcija) koje su od
izuzetnog znéaja za farmakoloski aktivno jedinjenje i dat je gleel metoda za njihovo
odralivanje sa akcentom na metodama koje su odabranekg@erimentalni rad u ovoj
doktorskoj disertaciji. U delu koji se odnosi imavivo ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti,
dat je pregled eksperimentalnih procedura sa pasebsvrtom na test edema Sapice pacova
izazvanog karagenanom. U poglavlju koje se odnasiim vitro ispitivanje inhibicije
ciklooksigenaze nabrojane su radé metode odrdivanja 1G vrednosti, méu kojima i
metoda na komercijalno dostupnim kitovima kojarj@ zastupljena u novijim istrazivanjima.
U poslednjem poglavljWvoda objasnjen je zri@j odrelivanja biohemijskih parametara sa
aspekta gastrointestinalne podnosljivosti NSAILsidltivhog stresa u organizmu koji mogu

da izazovu i uticaja na funkciju jetre.



U poglavlju Cilj rada prikazano je 5glavnih cilieva. Kao prvi cilj je postavljeno
ispitivanje interakcijap-hidroksif-arilalkanskih kiselina sa aminokiselinama u akbm
mestu COX-1 i COX-2 izoforme enzima uz pahdnking studija. Planirano je da se proceni
selektivnost derivata p-hidroksif-bifenilbuterne kiseline i derivatap-hidroksi$,p-
difenilpropionske kiseline prema COX-2 izoformi,okauticaj supstitucije bimog niza metil
grupom kod ovih derivata na inhibiciju COX-1 i CPored toga, planirano je ispitivanje
uticaja razlitih supstituenata (nitro, trifluorometil, metil,indetilamino, metoksi grupe i
hlora) na benzenovom prsterfithidroksi{f3,p-difenilpropionske kiseline na selektivhost
prema COX-2 izoformi. U okviru ovog cilja je plaaivo i odrdivanje molekulske zapremine
minimizovanih struktura ispitivanih kiselina, kaadokovanih kiselina u njihovoj najboljoj
prostornoj orijentaciji u aktivnom mestu izoformeO&-2 i poreienje sa molekulskom
zapreminom ibuprofenaDrugi cilj podrazumeva sintezu odabranih derivpthidroksi{3-
arilpropionske kiseline, pt&cavanje sintetisanih derivata, potvrdiistoce i strukture
odgovarajdim hromatografskim i spektroskopskim metodameeci cilj je bio ispitivanje
osnovnih fizéko-hemijskin osobina odabranim hromatografskim matoa, kao i
biofarmaceutskih osobir&hidroksif-arilalkanskih kiselina odabranim vitro metodama. U
okviru ovog cilja je bilo i sprowtenje QSPR i QSRR studija na osnovu kojih bi se
identifikovali molekulski deskriptori od zidaja za gastrointestinalnu apsorpciju i dizajnirala
nova jedinjenja sa ¥em gastrointestinalnom apsorpcijoin.vivo procena antiinflamatorne
aktivnosti ispitivanih derivat@-hidroksi$-arilpropionske kiseline je postavljena ké&etvrti
cilj. Pored toga, planirano je i odreanje relevantnih biohemijskih parametara kakaséi
procenio uticaj ispitivanih jedinjenja na zeldda sluzokozu, oksidativni stres i funkciju jetre
eksperimentalnih zivotinja. Kageti cilj je postavljenoin vitro ispitivanje selektivnosti
odabranih jedinjenja prema ciklooksigenazi-2 u okkoga je trebalo odrediti kg vrednosti

za pojedinane izoforme enzima, kao i indeks selektivnosti paed®X-2 izoformi.

Poglavlje Eksperimentalni deo i rezultati obuhvata 7 potpoglavljaDoking studije
Sinteza derivata g-hidroksif-arilalkanskih  kiselina Strukturna analiza sintetisanih
jedinjenja Osnovna fiziko-hemijska i biofarmaceutska ispitivarjehidroksif-arilalkanskin
kiseling Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti sintetishnjedinjenja i procena nezeljenih
efekata Biohemijska ispitivanjaIn vitro ispitivanje inhibicije ciklooksigenaze.

Na 95 strana teksta, kroz 19 slika i 33 tabele jelaetaljan opis koréenih materijala i
opreme, primenjenih postupaka i metoda, kao | pdagl i jasan prikaz rezultata istrazivanja.

Za izvaienje eksperimenata na oglednim zivotinjama dobijenaaglasnost Etke



Komisije Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u @@aolu (broj reSenja: 323-06-5023/2013-
05).

U poglavlju Diskusija, na 25 strana teksta, kandidat je na sveobuhvathataljan
n&in analizirao, obrazlozZio i povezao dobijene remtgltsa dostupnim rezultatima drugih
autora, a u poglavljzaklju¢ak prikazani su najzriajniji zakljucci, proistekli iz diskusije
eksperimentalnog rada i rezultata istrazivanja,k@ih se jasno vidi da su ostvareni

postavljeni ciljevi istrazivanja ove doktorske diseije.
U poglavljuLiteratura navedeno je 265 relevantnih referenci.

Prilozi sadrze Spisak objavljenih i saopsStenih rezultata kdjne sastavni deo
doktorske disertacije, Biografiju odgovarajde izjave (Izjavu o autorstvu, lzjavu o

istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktmygada, 1zjavu o koré&nju).

2. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U ovoj doktorskoj disertaciji doking studijama spitane interakcijer-nesupstituisanih,
a-metil i dimetil supstituisanihB-hidroksif-arilalkanskih kiselina sa aminokiselinama u
aktivnom mestu izoforme enzima ciklooksigenaza-OXcl) i ciklooksigenaza-2 (COX-2).
Ispitana su tri derivatg-hidroksif-bifenilbuterne kiseline i tri derivat@-hidroksif,p-
difenilpropionske kiseline za koje su podaci o eantprondeni u literaturi. Rezultati su
pokazali da su derivati propionske kiselinéi jaselektivniji inhibitori izoforme COX-2 od
derivata buterne kiseline i dacg@ interakcije ostvarujw-nesupstituisani od supstituisanih
derivata. Odabrana je 3-hidroksi-3,3-difenilprogans kiselina za dalje strukturne
modifikacije u cilju ispitivanja uticaja razitih supstituenata (nitro, trifluorometil, metil,
metoksi, dimetilamino grupe i hlora) u benzenovastgnu na inhibiciju obe COX izoforme i
selektivnost prema COX-2 izoformi. Rezultati ovibkthg studija su pokazali da se naga
inhibicija COX-2 @&ekuje od derivata koji sadrze dimetilamino i nigqupu u benzenovom
prstenu. Za dokovana jedinjenja su &naate molekulske zapremine dvema metodama i
utvrdeno je da ispunjavaju uslov da su za minimalno #s/dse od molekulske zapremine
ibuprofena, Sto ukazuje na to da su ova jedinjep@tencijalno selektivna za
COX-2.



Modifikovanom Reformatski reakcijom sintetisanosgdam derivata 3-hidroksi-3,3-
difenilpropanske kiseline sa supstituisanim jednimd benzenovih prstenova nitro,
trifluorometil, metil grupom ili hlorom para ili metapolozaju. Dodatno, sintetisana su tri
derivata B-hidroksif-bifenilbuterne kiseline i tri derivat&-hidroksif,p-difenilpropionske
kiseline korigena u doking studijama. Sinteza derivata kod kejihoba benzenova prstena
supstituisana hlorom, dimetilamino i metoksi grup&eaw i jedinjenja sa nitro grupomnoeta
polozaju nije bila mogta. Modifikovana Reformatski reakcija se sastojalalve faze. U
prvoj fazi su sintetisani 1-etoksi esiribrom alkanskih kiselina ia-brom sicetne kiseline i
etil-vinil etra. U drugoj fazi, sintetisani intermigeri reaguju sa odgovarajm ketonom u
tetrahidrofuranu kao rastva&tana temperaturi 65 °C u struji azota. demo je da poviSenje
temperature zriajno doprinosi skikgenju vremena trajanja reakcije (sa nekoliko dandafia
24 sata). Jedinjenje sa nitro grupomnpara polozZaju je sintetisano sa najnizim prinosom

(24%), dok je jedinjenje sa hlorom u para poloZjietisano u prinosu od 72%.

Cistoéa sintetisanih jedinjenja je potigna hromatografskim tehnikama (TLC i
HPLC), a njihove strukture odtevanjem temperature topljenja i spektroskopskimadatna
(UVIVIS, ATR-FTIR, *H NMR, *C NMR, MS TOF i MS-MS).

Konstante jonizacije (k) su odrédene reverzno faznom visokoefikasnondniam
hromatografijom za derivatg-hidroksi{3,p-arilalkanskih kiselina. Dobijeni eksperimentalni
rezultati su upordeni sa vrednostima koje su preibme r&unarskim programima
MarvinSketch i ACD/I-Labs. Izrainat je procenat jonizacije ispitivanih jedinjema pH
vrednostima karakterigtiim za zeludac i tanko crevo i upden je sa procentom jonizacije

ibuprofena.

Eksperimentalno su odfeni particioni koeficijenti (logP) reverzno faznom
visokoefikasnom #@om hromatografijom za prethodno sintetisane i sowetisane derivate
B-hidroksif-arilalkanskih kiselina. Dobijeni rezultati su updeni sa vrednostima koje su
izracunate uz pom® razlicitih racunarskih programa (MarvinSketch, Molinspiration,
KOWWIN, ALOGPS).

Gastrointestinalna apsorpcija je procenjena&itro paralelnim testom permeabilnosti
na vestakim membranama (ené.arallel Artificial Membrane Permeability AssayAMPA)
i bioparticionom micelarnom hromatografijom (engBiopartitioning  Micellar
Chromatography BMC) za sintetisane derivapehidroksif-arilalkanskih kiselina. Rezultati

su pokazali da sva ispitivana jedinjenja imaju ngastrointestinalnu apsorpciju u odnosu na



ibuprofen. Analizirani su kvantitativni odnosi @ture i osobina (engQuantitative
Structure-Property RelationshipQSPR) i kvantitativni odnosi strukture i retemcijeng.
Quantitative Structure-Retention RelationsitQSRR) ispitivanih jedinjenja u cilju formiranja
QSPR i QSRR modela koji uspostavljaju funkcionalavisnost izméu geometrijskih,
termodinamikih, fizicko-hemijskih i elektronskih molekulskih deskriptoradgovarajdih
PAMPA (%T,-logPspp) i BMC (K) parametara. Na osnovu odabranog QSPR ili QSRRelaod
i izvedenih doking studija dizajnirane su struktyeelinjenja za koje je procenjenacee

gastrointestinalna apsorpcija od ispitivanih jeeima.

Antiinflamatorna aktivnost derivaghidroksif-arilalkanskih kiselina i ibuprofena je
procenjenan vivo koris¢enjem testa edema Sapice pacova izazvanog karamenda sva
ispitivana jedinjenja je utdena ERy vrednost. NajvisSi antiinflamatorni efekat je pokbx
jedinjenje koje je derivaB-hidroksi{3,p-difenilpropionske kiseline sa metil grupom kao
supstituentom w polozaju bénog niza (El3y = 14,79 pmol/kg). Derivap-hidroksif,p-
difenilpropionske kiseline sa nitro gruponpara polozaju je pokazao ghu antiinflamatornu
aktivnost (ERo = 47,76 pumol/kg) kao i ibuprofen (EP= 43,97 umol/kg). Najnizu
antiinflamatornu aktivnost je pokazalo jedinjenge tsifluorometil grupom umeta polozaju

benzenovog prstena (B§= 139,28 pmol/kg).

U cilju ispitivanja gasttine podnosSljivosti ispitivanih jedinjenja, eksperimednim
Zivotinjama su nakon testa edema Sapice uzorkad@ednci koji su makroskopski ispitani na
prisustvo lezija i odmah zamrzavani kako bi se KkasizvrSila biohemijska ispitivanja
uzoraka zeludaog tkiva. Rezultati makroskopskog ispitivanja sokawali prisustvo
minimalnih lezija (hiperemije i tkasta krvarenja), a rezultati odreanja koncentracije
biohemijskih parametara malonildialdehida (MDA) lutgtiona (GSH) su pokazali da sva
jedinjenja, sa izuzetkom onih koji sadrze trifluoretil grupu kao supstituent izazivaju maniji

oksidativni stres u Zeludaom tkivu od ibuprofena.

Potencijal ispitivanih jedinjenja da izazovu oldisini stres u plazmi posle akutne
primene je procenjen odt@anjem biohemijskih parametara kao Sto su totaftioksidantni
status (TAS) i totalni oksidantni status (TOS). [@ksvno-stresni indeks, iz¢éanat kao
odnos parametara TAS i TOS, je pokazao da ni jednispitivanih jedinjenja ne izaziva die
oksidativni stres od ibuprofena. Vrednosti prooksikho-antioksidativnog balansa, kao i
aktivnosti enzima paraoksonaze su pokazale dadnoj@d ispitivanih jedinjenja ne izaziva

vedi oksidativni stres u plazmi eksperimentalnih zimgat od ibuprofena.



Efekat ispitivanih jedinjenja na funkciju jetresgerimentalnih Zivotinja je procenjen
odrativanjem koncentracije jetrenih enzima: alkalne d&bste (ALP), aspartat
aminotransferaze (AST) i alanin aminotransferazeLT)A u hepariniziranoj plazmi.
Koncentracije ovih enzima su bile statiktizna*ajno poviSene u grupama Zivotinja koje su
tretirane jedinjenjima sa trifluorometil grupom, kdl&od grupa Zivotinja tretiranih ostalim
jedinjenjima nije bilo statistki znatajnog porasta u odnosu kontrolnu grupu. U odnosu na
grupu zivotinja tretiranu ibuprofenom nije bilo w$#icki znaajnog porasta posmatranih

enzima ni kod jedne od grupa tretiranih ispitivag@dinjenjima.

Odabrano je Sest jedinjenja ipavitro ispitivanje inhibicije COX-1 i COX-2 izoforme
na komercijalnom kitu. Nakon odtwanja 1G, vrednosti, izréunat je indeks selektivnosti za
inhibiciju COX-2 izoforme. Najbolju selektivnostgma inhibiciji COX-2 izoforme pokazalo

je jedinjenje sa polarnom nitro gruponpara poloZaju benzenovog prstena.

3. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE SA
PODACIMA IZ LITERATURE

Najvazniji efekti nesteroidnih antiinflamatornih kkeva (NSAIL) su analgeiki,
antipireteki i antiinflamatorni. NSAIL se koriste u tretmamazlicitih akutnih i hronénih
oboljenja kao Sto su blag do umeren bol izazvaanmitornim procesom ili povredom tkiva,
uganuda zglobova, istegrda miSta, reumatizam, bolovi u dana, iSijas, osteoartritis,
reumatoidni artritis, akutna kostobolja, inflamat®rartropatije, dismenoreja, glavobolja,
postoperativni bol, bubreZne iéne kolike, poviena telesna temperatuNSAIL je veoma
brojna grupa strukturno ragiiih lekova koji su veoma zastupljeni u terapiji najSiroj
populaciji. Ovi lekovi ostvaruju svoj efekat inhdgjom enzima ciklooksigenaze (COX).
Postoje dve COX izoforme: COX-1 izoforma, koja seafra konstitutivnom, fizioloSkom i
COX-2, koja se smatra inducibilnom i patolodkbfotreba za pronalaZenjem novih struktura
NSAIL je i danas aktuelid zbog toga &to neselektivni NSAIL mogu da izazoaalitite
neZeljene efekte, pre svega gastrointestinatiek se neki selektivni lekovi iz grupe koksiba
dovode u vezu sa kardiovaskularnim neZeljenim &feksa smrtnim ishodofPotencijalne
indikacije za primenu NSAIL kao &to su Alchajmerdwaesf i neki oblici kanceratakate

predstavljaju razlog za istraZivanje novih jedifgesa antiinflamatornom aktivnés.



Vecina neselektivnin NSAIL u svojoj strukturi sadrzarkoksilnu grupu. Do otkia
lumirakoksiba se smatralo da je odsustvo karbo&sgrupe uslov za selektivnhost prema
COX-2 izoformi? Mnogi selektivni COX-2 inhibitori su sulfoni ilidfonamidi. Ibuprofen,
neselektivni COX inhibitor i jedan od rage kori€enih NSAIL, je derivat propionske
kiseline i vrlo ¢esto se koristi u istrazivanjima kao polazno jeslijg za strukturne
modifikacije i kao standard sa kojim se uptuye antiinflamatorna aktivnost ispitivanih
jedinjenja. U literaturi su prodani podaci o sintefi-hidroksif-arilakanskih kiselina koje su
derivati B-hidroksiB-bifenilbuterne kiseline p-hidroksi{,B-difenilpropionske kiselind? Ovi
derivati u strukturi sadrze fenilpropionsku kiselipoput nekin NSAIL kao Sto su ibuprofen,

ketoprofen i fenoprofen, pa su odabrana za ispijerajhove antiinflamatorne aktivnosti.

Doking studije predstavljajin silico metodu za ispitivanje interakcija odabranog ligand
sa aminokiselinama u aktivnom mestu ciklooksigertaZe Ova kompjuterska metoda je
iskori¥ena kako bi se ispitao uticaj supstitucije (jedndindvema metil grupama) lnog
niza derivatap-hidroksif-bifenilbuterne kiseline B-hidroksi{3,-difenilpropionske kiseline
na inhibiciju COX-1 i COX-2, kao i na selektivhgstema inhibiciji COX-2 izoforme. Na
osnovu dobijenih rezultata je odabrana strukturad8eksi-3,3-difenilpropanske kiseline na
kojoj su vrSene dalje strukturne modifikacije. Jeda benzenovih prstenova je supstituisan
razlicitim supstituentima gara ili metapolozaju (nitro, trifluorometil, hlor, metil) saljem
da se u doking studijama ispita njihov uticaj nielgg/nost prema COX-2 inhibiciji. Ispitane
su interakcije derivata 3-hidroksi-3,3-difenilproyéie kiseline kod kojih su oba benzenova
prstena simettno supstituisana para polozaju hlorom, dimetilamino i metoksi grupom sa

aminokiselinama u aktivnom mestu COX-1 i COX-2.

Aktivno mesto COX-2 ima @ 25% zapreminu od aktivhog mesta COX-1, tako da
selektivniji COX-2 inhibitori moraju imati i w1 molekulsku zapreminu od neselektivith.
Molekulska zapremina je odtena dvema raziitim kompjuterskim metodama i u oba &hja
su sva jedinjenja ispunila uslov da su za minimalBoA® veta od molekulske zapremine

ibuprofend* &to ihcini potencijalno selektivnim inhibitorima COX-2.

Reformatski reakcijg je jedna od fundamentalnih reakcija udgnju C-C veze. U cilju
poveanja prinosa i izbegavanja nastajanja sporednillzywwda ceste su modifikacije ove
reakcije’® Za sintezu derivat8-hidroksif-arilalkanskih kiselina odabrana je modifikovana
Reformatski reakcija kojom su prethodno Dilberrashnici sintetisali 6 derivata ovih kiselina
koji su korigeni u doking studijam® Reakcija je dodatno optimizovana povisenjem

temperature na 65°C u drugoj fazi, Sto je kao tartimalo skréenje vremena trajanja



reakcije (sa nekoliko dana na 17-24 sata) | pamgcistoce sintetisanih jedinjenja. Jedinjenja
su preiS¢avana prekristalizacijontistoca je potvidena hromatografskim tehnikama (TLC i
HPLC), a struktura oddvanjem temperature topljenja i spektroskopskim niiedima
(UVIVIS, ATR-FTIR, *H NMR, *C NMR, MS TOF i MS-MS).

Konstanta jonizacije je vazna fékio-hemijska karakteristika farmakoloski aktivnog
jedinjenja sa aspekta odabira adekvatnih uslovarelizu jedinjenja, farmakokinékih
parametara i ostvarivanja interakcija sa receptoronstante jonizacije ) prethodno
sintetisanih i novosintetisanih derivathidroksif-arilakanskih kiselina su odtene
metodom reverzno-fazne visokoefikasnént hromatografije koju su Oumada i saradhici
primenili na nekim NSAIL (ibuprofen, diklofenak, uflbiprofen, naproksen, butibufen,
fenbufen). Sa razvojem visokoefikasnénie hromatografije razlite RP-HPLC metode su se
nametnule kao optimalni izbor za odinanje K, vrednosti zbog reproduktivnosti,
osetljivosti i brzine izvdenja. Vrednosti KM, je moguée predvideti odgovaragim
racunarskim programima, ali se dobijene vrednostista jedinjenje mogu znatno razlikovati
Sto je posledica razitih algoritama za izrunavanje koji su inkorporirani u danarski
program*® Raunarskim programima MarvinSketch i ACD/I-Labs pretne su Ka
vrednosti ispitivanitB-hidroksif-arilakanskih kiselina. Ni jednim od koégnih softvera nisu
dobijeni rezultati koji su u zadovoljavdp] korelaciji sa eksperimentalno dobijenim
rezultatima, Sto nije neuatajen sldaj i objasSnjava se neadekvatnim algoritmima. Zaklno
je da se ni jedan od pomenutih softvera ne mozéstkorza predvitanje K, vrednosti
ispitivanih p-hidroksif-arilakanskih kiselina. Podenje rezultata izkanavanja procenta
jonizacije ispitivanih jedinjenja i ibuprofena nél wrednostima karakterigtim za zeludac i
tanko crevo je pokazalo da ne postoji cajaa razlika koja bi uticala na apsorpciju u ovim

organima.

Particioni koeficijenti (logP) ispitivanitB-hidroksif-arilakanskih kiselina su odteni
RP-HPLC metodom koju su koristili autori BenhaimGrushkd® za odréivanje log P
nekoliko NSAIL. Standardna metoda za ativanje logP,shake flaskposeduje izvesne
nedostatke, pa je odabrana RP-HPLC metoda. Vradlogg® za ispitivana jedinjenja su
predvidene korigenjem r&unarskih programa (Molinspiration, KOWWIN, ALOGPS,
MarvinSketch). Ututena je zadovoljavafia korelacija izméu eksperimentalno dobijenih i
predviienih logP vrednosti tanarskim programom KOWWIN (R= 0,8864), pa se
zakljwuje da se ovaj softver moze koristiti za prédwvije logP vrednostp-hidroksi{3-
arilalkanskih kiselina.



Postoji potreba da se u najranijim fazama razvaal izvrSi biofarmaceutska
karakterizacija jer su neodgovaréubiofarmaceutske osobine glavni razlog iskijanja
farmakoloski aktivnog jedinjenja iz daljeg procesazvoja?® Jedna od najvaZnijih
biofarmaceutskih osobina je gastrointestinalna ggega. PAMPA jein vitro metoda kojom
se na vesStkim membranama odabirom odgovafduuslova moze proceniti permeacija
kroz bioloSke membrane. Za procenu gastrointestnahpsorpcije se mogu Kkoristiti
jednokomponentne, dvokomponentne ili trokomponenteenbrané! a mogue je sintetisati
i pojedina fosfolipidna jedinjenja kako bi se debiteStéke membrane koje bi Sto vernije
imitirale bioloske membrarfé.Za pordenje apsorpcije ispitivanip-hidroksif-arilalkanskih
kiselina sa apsorpcijom ibuprofena u tankom credaboani su najjednostavniji PAMPA
uslovi (jednokomponentna membrana sastavljena otlin@ jajeta, izokratski pH, sobna
temperatura). Rezultati su pokazali da svi ispitivaerivati p-hidroksif-arilalkanskih

kiselina pokazuju niZzu gastrointestinalnu apsotpeil ibuprofena.

BMC je in vitro tehnika kojom se, odabirom odgovaskajuhromatografskih uslova, moze
proceniti permeabilnost kroz rastie bioloske membrarfé. Za procenu gastrointestinalne
apsorpcije kao stacionarna faza je keeita C18 kolona, a kao mobilna faza rastvor
nejonskog surfaktanta polioksietilen(23)lauril e{&rij35) u puferu pH = 5,5 i acetonitril
(80:20, v/v)** Rezultati retencionog ponasanja ispitivanih jestifg pokazuju nize vrednosti
retencionog faktorakj za sve derivatg-hidroksif-arilalkanskih kiselina u podenju sa
ibuprofenom, tako da se za ispitivana jedinjenjakoje i niza gastrointestinalna apsorpcija

od ibuprofena.

Primenom QSPR analize rezultata PAMPAQSRR analize rezultata BMEse mogu
identifikovati funkcionalne grupe koje imaju nagveiticaj na gastrointestinalnu apsorpciju.
Formirani su QSPR i QSRR modeli koji se mogu kiriga predvidanje gastrointestinalne
apsorpcije-hidroksif-arilalkanskih kiselina. Na osnovu QSPR i QSRR igualz korigenje
zakljwaka doking studija dizajnirana su jedinjenja koja tbebalo da imaju wau

gastrointestinalnu apsorpciju u odnosu na ispitvaalinjenja.

Ispitivanje antiinflamatorne aktivnosts-hidroksif-arilalkanskih kiselina je izvrSeno
testom edema Sapice izazvanog karagendiata.sva ispitivana jedinjenja je utema ERQ
aktivnost. Najvéi antiinflamatorni efekat je pokazao deriyiahidroksif,p-difenilpropionske
kiseline sa metil grupom kao supstituentoma polozaju bénog niza (ERQy= 14,79 umol/kg),
dok je derivatp-hidroksif$,3-difenilpropionske kiseline sa nitro grupompara polozaju

pokazao stian antiinflamatorni efekat (B = 47,76 pmol/kg) kao i ibuprofen
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(EDso = 43,97umol/kg). Jedinjenje sa trifluorometil grapas meta polozaju benzenovog

prstena je pokazalo najmanji antiinflamatorni etlDso= 139,28 pmol/kg).

Nakon ispitivanja antiinflamatorne aktivnosti oghét Zivotinjama kojima je primenjena
najvea doza ispitivanih jedinjenja (96,96 pmol/kg) swikovani krv i zeluci kako bi se
ispitali gastrointestinalna podnosljivost, oksigatistres i funkcija jetre.

Gastrointestinalna podnosljivost ispitivanih jeeimp je procenjena makroskopski,
posmatranjem zeludae sluznice pod lupom ug@nja 3x i priméeno je prisustvo minimalnih
lezija kao Sto su hiperemije icteasta krvarenja (petehije), Sto ispitivana jedijgeprema
Adami-jevoj skali (0-8) svrstava na nivo 1. Gagsttestinalna podnosljivost je procenjena na
istom Zeludéanom tkivu odrdivanjem koncentracije biohemijskin parametara:
malonildialdehida (MDA) i glutationa (GSH). Rezultau pokazali da nijedan od ispitivanih
derivata B-hidroksi-arilalkanskih kiselina ne izaziva statésli znaajnije poveéanje

koncentracije MDA i statistki zna&ajnije sniZzenje koncentracije GSH od ibuprofena.

Odrativanjem biohemijskih parametara totalnog antioksidag statusa (TAS) i
totalnog oksidantnog statusa (TOS) se moze pracpoiencijal ispitivanih jedinjenja da
izazovu oksidativni stres u plazmi oglednih Ziviinposle akutne primerf&. Odnos
TAS/TOS koji se oznsmva kao oksidativno-stresni indeks je pokazao dadan od derivata
B-hidroksif-arilalkanskih kiselina ne izaziva é&eoksidativni stres od ibuprofena. Dobijene
vrednosti prooksidativnantioksidativnog balansa i aktivnosti enzima pasaolaze su
pokazale da ispitivani deriveithidroksif3-arilalkanskih kiselina ne izazivaju sieoksidativni

stres u plazmi eksperimentalnih Zivotinja od ibdena.

Uticaj jedinjenja na funkciju jetre se moze pratendredivanjem koncentracije
jetrenin enzima: alkalne fosfataze (ALP), aspartahinotransferaze (AST) i alanin
aminotransferaze (ALT) u hepariniziranoj plaZntokazano je da u ranim fazama kikih
studija na novim NSAIL olého nema znakova ozbiljne hepatot@ksisti, ali se javljaju blaga
poviSenja koncentracije jetrenih enzima u plaZiiRezultati ispitivanja uticaja derivaf
hidroksif-arilalkanskih kiselina na funkciju jetre su pokiza ni jedan derivat ne izaziva
poveanje koncentracije jetrenih enzima u plazmi u gengu sa ibuprofenom, a da neki
derivati ¢ak izazivaju snizenje. Jedino je kod jedinjenjatsuorometil grupom umeta
polozaju benzenovog prstenacano statistiki znaajno povéanje plazmatske koncentracije
enzima AST u odnosu na kontrolnu grupu, dok osediinjenja nisu dovela do statisKi

zn&ajnog porasta koncentracije posmatranih enzima jefrlazmi.
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In vitro inhibicija COX-1 i COX-2, kao i selektivhost prer@@X-2 izoformi se moze
odrediti primenom komercijalnih kitova koji sadrgeveiu COX-1 i humanu rekombinantnu
COX-2 izoformu®® ICso vrednosti i odgovarafii indeks selektivnosti su odteni za Sest
odabranih derivatg3-hidroksif-arilalkanskih kiselina. Naj\é@ selektivnost prema inhibiciji
COX-2 izoforme pokazalo je jedinjenje sa polarnontron grupom u para polozZaju

benzenovog prstena, a najmanju jedinjenje saardionetil grupom ypara polozaju.
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4. Obrazlozenje naknog doprinosa doktorske disertacije

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi imaju Sirokuiqenu u akutnoj i hrokdnoj terapiji
razlicitih oboljenja koja nastaju kao posledica inflanaciPored velikog broja NSAIL u
upotrebi, i dalje postoji potreba za otkrivanjemvihostruktura pre svega zbog nezeljenih
efekata poput gastrointestinalnih, hegraiti, renalnih i kardiovaskularnih koji mogu bitiler
ozbiljni, ali i zbog potencijalno novih indikacijeao Sto su Alchajmerova bolest i neke vrste
kancera. Mehanizam delovanja NSAIL je inhibicijaziema ciklooksigenaze koji postoji u dve
izoforme: COX-1 i COX-2. Smatra se da je COX-1dleBka, konstitutivha izoforma, dok je
COX-2 inducibilna i patoloska, tako da postoji i@ za sintezom novih, selektivnijih
COX-2 inhibitora. Tvrdnje da selektivni COX-2 inlitdr ne sme u strukturi da sadrZi
karboksilnu grupu su opovrgnute otl@im lumirakoksiba, trenutno najselektivnijeg COX-2

inhibitora u terapiji koji sadrzi karboksilnu grupu

U ovoj doktorskoj disertaciji je na osnovim silico, in vivo i in vitro testiranja
sveobuhvatno sagledan potencijal trinaest deriyatédroksif-arilalkanskih kiselina kao
antiinflamatornih jedinjenja, njihov efekat na gastu sluznicu, funkciju jetre i oksidativni
stres. Sintetisano je Sest poznatih deriakedroksif-arilalkanskih kiselinagiji se podaci o
sintezi mogu na u literaturi i sedam novih derivata. Novosintatis derivati su fiaiko-
hemijski okarakterisani, procenjena je gastroiimesta apsorpcija i predloZzene su strukturne

modifikacije za povéanje njihove gastrointestinalne apsorpcije.

Na osnovu doking studija prethodno sintetisafithidroksif-arilalkanskih kiselina
utvrdene su optimalne interakcije u aktivnom mestu C(Quxetpostavljeni potrebni uslovi za
selektivniju inhibiciju COX-2. Modifikovanom Reforatski reakcijom, koja je dodatno
optimizovana poviSenjem temperature, sintetisansgdam novih derivat@-hidroksi{3-
arilalkanskih kiselina. Za prethodno sintetisanenavosintetisane derivat@-hidroksi{3-
arilalkanskih kiselina odtdeni su fizéko-hemijski parametri koré&njem reverzno-fazne
visokoefikasne tne hromatografije: konstante jonizacijeK{p i particioni koeficijenti
(logP). Vrednosti logP prediene poméu odgovarajtih racunarskih programa su updene
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sa eksperimentalno dobijenim vrednostima i izdvggrprogram koji optimalno predia
logP za ispitivane kiseline, dok je za prethnje pKa vrednosti utdeno da kori&eni
programi nisu adekvatni. Gastrointestinalna apsjapkoja moze biti ogratavajui faktor
za dalji razvoj farmakoloski aktivnog jedinjenja, procenjenan vitro koriscenjem PAMPA |
BMC metode. QSPR i QSRR analizamezultatadobijenih primenom PAMPA i BMC
identifikovane su funkcionalne grupe deriv@taidroksif-arilalkanskih kiselina sa najéen
uticajem na gastrointestinalnu apsorpciju. Formiran QSPR i QSRR modeli koji
uspostavljaju funkcionalnu zavisnost iztaemolekulskih deskriptora i PAMPA, odnosno
BMC parametara, Sto pruza megost predwianja gastrointestinalne apsorpcijecisin
derivata B-hidroksi-arilalkanskih kiselina bez eksperimentalnog tesfg. Uzimajdi u
obzir rezultate QSPR, QSRR i doking studija dizajma su jedinjenja koja bi bila
potencijalno selektivniji COX-2 inhibitori sa potenom gastrointestinalnom apsorpcijom u
odnosu na ispitivane derivat@. vivo testiranjem derivat@-hidroksif-arilalkanskih kiselina
odraiene su Ekyvrednosti na osnovu kojih je utieno da derivat sa metil grupom uchom
nizu pokazuje znatno bolji antiinflamatorni efelat ibuprofena, Sto nije bilo u skladu sa
doking preduianjima, a da derivat sa nitro grupom imaasti antiinflamatorni efekat kao
ibuprofen, Sto je bilo u skladu sa rezultatima dgkstudija. Utvdeno je da jedinjenje sa
trifluorometil grupom u meta polozaju pokazuje najnizi antiinflamatorni efekat.
Makroskopskim ispitivanjima i biohemijskim odiiganjima koncentracije MDA i GSH u
Zelud&nom tkivu je utvdeno da je gastiha podnosljivost ispitivanih jedinjenja bolja od
ibuprofena. Biohemijski parametri oksidativhog s&re&koji su odréivani u plazmi oglednih
zivotinja su pokazali da ispitivana jedinjenja ix@u nizi oksidativni stres od ibuprofena. U
poreienju sa ibuprofenom ni jedno od ispitivanih jedmgene dovodi do statigki znatajnog
poviSenja koncentracije jetrenih enzima ALT, ASTALP. In vitro studijama odabranih
derivata p-hidroksi$-arilalkanskih kiselina na komercijalnom COX kitulredene su 1G
vrednosti za izoforme COX-1 i COX-2 i odien je indeks selektivnosti za inhibiciju COX-2.
Najveti indeks selektivnosti je dobijen za jedinjenjensiao grupom, a najmanji za jedinjenje

sa trifluorometil grupom para polozaju.

Zakljucci dobijeni iz izvedenihn silico, in vitro i in vivo studija se mogu upotrebiti kao
dobra osnova za dizajniranje novih deriv@taidroksif-arilalkanskih kiselina koji bi bili
selektivniji COX-2 inhibitori sa dobrom gastrointesinom podnosljiva& i dobrom

apsorpcijom.
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5. Zaklju ¢ak i predlog Komisije

Na osnovu izloZzenog, Komisija zakijuje da je kandidat dipl. farm. Jelena Sawvspesno
realizovala postavljene ciljeve istrazivanja i éaultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji
predstavljaju zn&jan nadni doprinos u oblasti Farmaceutske-medicinske reengjrukturne

analize.

Rezultati doktorske disertacije publikovani su uratla ucasopisima méunarodnog
zn&aja (2 rada u vrhunskom enarodnomcasopisu (M21), jedan rad u istaknutom
meiunarodnoméasopisu (M22), jedan rad u thenarodnoméasopisu (M23)), 1 predavanje
po pozivu sa miunarodnog skupa Stampano u izvodu (M323aopstenja na rienarodnim
nawnim skupovima Stampana u celini (M33), 4 saopStergaméunarodnim (M34) i 2

saopstenja na nacionalnim skupovima (M64), Stamparaodu.
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Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjujetaisku disertaciju dipl. ph. Jelene
Savi i predlaze Nastavno-n&om ve&u Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
da prihvati ovaj lzveStaj o zavrSenoj doktorskggedtaciji i uputi ga Véu nawnih oblasti
medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti aamyaodbranu doktorske disertacije pod
nazivom:

.Dizajniranje, sinteza, fizi¢ko-hemijske i bioloske karakteristike
derivata p-hidroksi- g-arilalkanskih kiselina“

Clanovi Komisije:

Dr sc. Jasmina Brbadyj vanredni profesor, mentor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr sc. Sanda Dilber, docent, mentor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

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

Dr sc. Marina Milenkowi, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr sc. Silva Dobd, redovni profesor
Univerzitet odbrane u Beogradu- Medicinski fakultet
Vojnomedicinske akademije

U Beogradu, 04. 05. 2017.
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