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DIZAJNIRANJE, SINTEZA, FIZICKO-HEMIJSKE I BIOLOSKE
OSOBINE AMIDA KORTIENSKIH KISELINA
ANTIINFLAMATORNIH STEROIDA

REZIME

Primena konvencionalnih glukokortikoida je pra¢ena brojnim lokalnim i sistemskim
nezeljenim efektima. U cilju dobijanja efikasnih jedinjenja za lokalnu primenu sa manje
nezeljenih efekata, sintetisano je nekoliko grupa soft glukokortikoida. Soft glukokortikoidi
se biotransformi$u na brz i predvidiv nacin do neaktivnih i netoksi¢nih metabolita. 17[3-
karboksamidni derivati glukokortikoida su jedinjenja koja u zavisnosti od strukture bocnog
niza na polozaju C17p mogu imati glukokortikoidnu ili antiglukokortikoidnu aktivnost i

predstavljaju potencijalne soft lekove.

U ovoj disertaciji opisano je dizajniranje, sinteza i ispitivanje fizi¢ko-hemijskih i
bioloskih osobina amida kortienskih kiselina antiinflamatornih  steroida (17p-
karboksamidnih derivata glukokortikoida). Kortienske kiseline su neaktivni i netoksi¢ni
metaboliti glukokortikoida. Izbor aminokiselina koje su upotrebljene za sintezu amida je
izvrSen na osnovu rezultata docking studija. Ispitano je vezivanje osamnaest 17(3-
karboksamidnih derivata glukokortikoida za glukokortikoidni receptor (GR). To su amidi
kortienskih kiselina iz hidrokortizona, prednizolona i metilprednizolona i metil i etil estara
L-glicina, L-alanina, B-alanina, L-serina, L-histidina i L-fenilalanina. Energije vezivanja i
efikasnost liganda ovih derivata su uporedene sa deksametazonom i kortienskom kiselinom
iz prednizolona. Odabrane su cetiri aminokiseline (L-glicin, L-alanin, B-alanin i L-
fenilalanin), a njihovi metil i etil estri su iskori§¢eni za sintezu 173-karboksamidnih

derivata hidrokortizona, prednizolona, metilprednizolona, deksametazona i betametazona.



Formiran je 1 troparametarski eksponencijalni model kojim je izvrSeno predvidanje afiniteta

odabranih jedinjenja za GR.

Sinteza odabranih derivata je izvrSena u dve faze. Prva faza je perjodna oksidacija
glukokortikoida do odgovaraju¢ih kortienskih kiselina. U drugoj fazi, od sintetisanih
kortienskih kiselina i metil i etil estara odabranih aminokiselina sintetisani su 17(3-
karboksamidni derivati glukokortikoida. Amidi su sintetisani jednostepenim i dvostepenim
postupkom, uz upotrebu kupluju¢ih reagenasa. Dvostepeni postupak omogucuje sintezu
amida u znacajno boljem prinosu (31,8 - 83,5 %) u odnosu na jednostepeni postupak
(15,3 - 61 %). Strukture i Cistoca sintetisanih jedinjenja potvrdene su hromatografskim
tehnikama (TLC 1 HPLC), odredivanjem temperature topljenja 1 spektroskopskim
metodama (UV/VIS, ATR-FTIR, 'H NMR, "*C NMR, MS TOF i MS-MS).

Lipofilnost sintetisanih jedinjenja je ispitana primenom konvencionalne shake-flask
metode i izraunati su particioni koeficijenti oktanol/voda (logP). Na osnovu dobre
korelacije izmedu logP 1 izraCunatih hromatografskih parametara, predlozen je RP-TLC
sistem (etanol-voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20 V/V)) za jednostavnu i brzu procenu
lipofilnosti 1 formirani su matematicki modeli za predvidanje logP vrednosti

novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

In vitro procena permeabilnosti i retencije u koZzi je izvrSena primenom paralelnog
testa permeabilnosti na veStaCkim membranama (eng. Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay, PAMPA) 1 Dbioparticione micelarne hromatografije (eng.
Biopartitioning Micellar Chromatography, BMC). Svi derivati metil estra L-fenilalanina i
amid kortienske kiseline iz metilprednizolona i etil estra B-alanina (MPEA) imaju vecu
retenciju (R = 6,47 % - 11,01 %) u odnosu na polazne glukokortikoide (R = 0,94 % -
2,57%). Od ovih jedinjenja jedino MPEA nema znacajno vecu permeabilnost (logP, = -
6,20) u odnosu na polazni metilprednizolon (logP, = -6,23), §to ga izdvaja kao derivat sa
potencijalno najpovoljnijim osobinama za lokalnu primenu na kozi. Isti zakljucak o
permeabilnosti je dobijen ispitivanjem retencionog ponaSanja u BMC hromatografskom

sistemu kojim se simuliraju uslovi u kozi. IzvrSena je analiza kvantitativnog odnosa



strukture 1 osobina (eng. Quantitative Structure - Property Relationship, QSPR) 1
kvantitativnog odnosa strukture i retencije (eng. Quantitative Structure - Retention
Relationship, QSRR) ispitivanih jedinjenja. Formirani su QSPR i QSRR modeli koji
uspostavljaju funkcionalnu zavisnost izmedu geometrijskih, termodinamickih, fizi¢ko-
hemijskih i elektronskih molekulskih deskriptora i odgovaraju¢ih PAMPA (logP. i R) i
BMC (k) parametara. Na osnovu odgovarajuc¢eg QSPR(R) modela, predlozene su strukturne

promene koje bi trebalo da poboljsaju retenciju u kozi ispitivanih jedinjenja.

Lokalna antiinflamatorna aktivnost je ispitana primenom testa inhibicije edema
izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova. Vrednosti maksimalne inhibicije edema za sve
derivate metil estra L-fenilalanina, kao i za amide kortienske kiseline iz hidrokortizona i
metil estra L-alanina, etil estra B-alanina i etil estra L-glicina (HA, HEA i HEG) su niZe,
dok su za ostale derivate slicne ili viSe u poredenju sa deksametazonom. Maksimalna
inhibicija edema je kod svih jedinjenja dostignuta sa znatno niZim koncentracijama (4,58
uM) u odnosu na deksametazon (45,8 uM), Sto je potvrdeno za vecinu derivata znacajno
nizim ECsy vrednostima u odnosu na deksametazon. Derivati sa najboljom lokalnom
aktivnoS¢u su MPEA (maksimalna inhibicija edema: 84,84 %; ECsy = 0,72 uM) 1 amidi
kortienske kiseline iz betametazona i etil estra L-glicina (BEG; 79,54 %; 1,01 uM),
odnosno metil estra L-glicina (BG; 65,15 %; 2,39 %). Sistemski nezeljeni efekti ova tri
derivata su znacajno nizi u odnosu na deksametazon. Metabolizam jedinjenja sa najnizom
ECsy vrednos¢u (MPEA) predviden je primenom programa Metabolizer. Primenom docking
studija, ispitana je mogucnost vezivanja za GR i potencijalna glukokortikoidna aktivnost
najverovatnijeg metabolita MPEA. Na osnovu ovih rezultata, moze se ocCekivati slaba
glukokortikoidna aktivnost nastalog metabolita, Sto verovatno doprinosi boljoj sistemskoj

podnosljivosti ispitivanih jedinjenja u odnosu na deksametazon.

3D analizom kvantitativnog odnosa strukture i aktivnosti (eng. 3D Quantitative
Structure - Activity Relationship, 3D-QSAR) izdvojene su farmakofore sa najveéim
uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost. Formiran je 3D-QSAR model i predloZene
su strukturne promene koje bi trebalo da dovedu do poboljsanja lokalne antiinflamatorne

aktivnosti ispitivanih jedinjenja. Za predloZena nova jedinjenja, predvidena je maksimalna



inhibicija edema (3D-QSAR modelom), afinitet za glukokortikoidni receptor
(troparametarskim eksponencijalnim modelom za predvidanje afiniteta za GR), kao i
vrednosti PAMPA parametara logPe i R (QSPR modelima) i izdvojen je derivat sa

potencijalno najboljim osobinama za primenu na kozi.

Kljuéne reci: amidi kortienskih kiselina, docking, afinitet za glukokortikoidni receptor,
sinteza, lipofilnost, permeabilnost 1 retencija u kozi, QSPR 1 QSRR modeli, lokalna

antiinflamatorna aktivnost, 3D-QSAR
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DESIGN, SYNTHESIS, PHYSICOCHEMICAL AND BIOLOGICAL
PROPERTIES OF AMIDES OF ANTI-INFLAMMATORY STEROID
CORTIENIC ACIDS

ABSTRACT

The use of traditional glucocorticoids is accompanied with various local and systemic
side effects. In order to obtain derivatives for local application with fewer side effects,
several groups of soft glucocorticoids have been synthesized. Soft glucocorticoids are
biotransformed fast in a predictive way to inactive and nontoxic metabolites. 175-
carboxamide derivatives of glucocorticoids are compounds with glucocorticoid or
antiglucocorticoid activity (depending on the structure of C17B side chain) and can be

designed as potential soft drugs.

In the framework of this doctoral dissertation, design, synthesis and evaluation of
physicochemical and biological properties of amides of anti-inflammatory steroid cortienic
acids (17B-carboxamide derivatives of glucocorticoids) are presented. Cortienic acids are
inactive and nontoxic metabolites of glucocorticoids. Amino acids used for the synthesis of
amides were selected on the basis of the results of molecular docking studies. Binding of
eighteen 17B-carboxamide derivatives of glucocorticoids for the glucocorticoid receptor
(GR) was investigated. These compounds are amides of cortienic acids derived from
hydrocortisone, prednisolone and methylprednisolone and methyl or ethyl esters of L-
glycine, L-alanine, B-alanine, L-serine, L-histidine and L-phenylalanine. Binding energies
and ligand efficiency values of these derivatives were compared with dexamethasone and
cortienic acid obtained from prednisolone. Four amino acids were selected (L-glycine, L-
alanine, B-alanine and L-phenylalanine) and their methyl and ethyl esters used for the
synthesis  of  17B-carboxamide  derivatives of  hydrocortisone, prednisolone,

methylprednisolone, dexamethasone and betamethasone. A three-parameter exponential



model was created and applied for the prediction of affinity for the GR of selected

derivatives.

Selected derivatives were synthesized in two steps. The first step is periodic acid
oxydation of glucocorticoids to corresponding cortienic acids. In the second step, 17[3-
carboxamide derivatives of glucocorticoids were synthesized from cortienic acids and
methyl and ethyl esters of selected amino acids. Amides were synthesized by use of a
single-step and a two step-procedure, employing coupling reagents. The amides were
synthesized in significantly higher yields by use of the two-step procedure (31.8 - 83.5 %)
in comparison with the single-step procedure (15.3 — 61 %). Chemical structures and purity
of synthesized compounds were confirmed by use of chromatographic techniques (TLC and
HPLC), melting point determination and spectroscopy techniques (UV/VIS, ATR-FTIR, 'H
NMR, *C NMR, MS TOF and MS-MS).

Lipophilicity of synthesized compounds was tested by use of traditional shake-flask
method and octanol/water partition coefficients (logP) were calculated. Based on the good
correlation between logP and calculated chromatographic parameters, an RP-TLC system
(ethanol-water (50:50, 60:40, 70:30 and 80/20 V/V)) was proposed for fast and simple
evaluation of lipophilicity. Mathematical models that could be used for the prediction of

logP of new cortienic acid amides were formed.

In vitro assessment of skin permeability and retention was performed by use of the
parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA) and biopartitioning micellar
chromatography (BMC). All derivatives of L-phenylalanine methyl ester and amide of
cortienic acid derived from methylprednisolone and ethyl ester of B-alanine (MPEA) have
higher retention (R = 6.47 % - 11.01 %) in comparison with parent glucocorticoids (R =
0.94 % - 2.57 %). Among these derivatives, MPEA does not have significantly higher
permeability (logP, = -6.20) than methylprednisolone (logP, = -6.23), which distinguishes
it from other compounds as the derivative with potentially the best characteristics for the
application to the skin. The same conclusion about permeability was drawn from the

analysis of retention behaviour of tested compounds in the BMC system that mimics skin



properties. Quantitative structure-property relationship (QSPR) and quantitative structure-
retention relationship (QSRR) analysis of PAMPA i BMC results were performed. QSPR
and QSRR models, which illustrate functional dependence between geometrical,
thermodynamic, physicochemical and electronical molecular descriptors and corresponding
PAMPA (logP, and R) and BMC (k) parameters, were created. Structural modifications of
synthesized compounds that should increase skin retention were proposed on the basis of

created QSPR (R) model.

Local anti-inflammatory activity was examined on rats by use of croton oil-induced ear
edema test. Maximal inhibition of ear edema values for all L-phenylalanine methyl ester
derivatives, as well as for the amides of cortienic acid derived from hydrocortisone and L-
alanine methyl ester, B-alanine ethyl ester and L-glycine ethyl ester (HA, HEA and HEG)
are lower, whereas for other derivatives are similar or higher in comparison with
dexamethasone. Maximal inhibition of ear edema of all tested compounds was achieved at
significantly lower concentration (4.58 M) in comparison with dexamethasone (45.8 uM).
For the majority of derivatives, these results were confirmed by significantly lower ECsg
values in comparison with dexamethasone. Derivatives with the best local anti-
inflammatory activity are MPEA (maximal inhibition of ear edema: 84.84 %; ECsy = 0.72
UM) and amides of cortienic acid derived from betamethasone and L-glycine ethyl ester
(BEG; 79.54 %; 1.01 uM) and L-glycine methyl ester (BG; 65.15 %; 2.39 uM). Systemic
side effects of these derivatives were significantly lower in comparison with
dexamethasone. Metabolism of the derivative with the lowest ECsy value (MPEA) was
predicted by use of Metabolizer. By use of molecular docking studies, binding of the most
likely MPEA metabolite for the GR as well as its potential glucocorticoid activity were
predicted. According to these results, low glucocorticoid activity of this metabolite could be
expected, which possibly contributes to lower systemic side effects of tested derivatives in

comparison with dexamethasone.

By use of 3D quantitative structure - activity relationship analysis (3D-QSAR),
pharmacophores with the strongest influence on the local anti-inflammatory activity were

identified. A 3D-QSAR model was created and structural modifications that should



improve local anti-inflammatory activity of tested compounds were proposed. For proposed
new derivatives, maximal inhibition of ear edema (3D-QSAR model), affinity for the GR
(three-exponential model for the GR affinity prediction), as well as PAMPA parameters
logP, and R (QSPR models), were predicted and the derivative with potentially the best

properties for the local application to the skin was underlined.

Key words: cortienic acid amides, docking, affinity for the glucocorticoid receptor,
synthesis, lipophilicity, skin permeability and retention, QSPR and QSRR models, local
anti-inflammatory activity, 3D-QSAR

Scientific field: Pharmacy
Narrow scientific field: Pharmaceutical-medicinal chemistry and structural analysis
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1.1. OTKRICE, ISTORIJSKI RAZVOJ I VEZA STRUKTURE I
AKTIVNOSTI (SAR STUDIJE) GLUKOKORTIKOIDA

Pocetkom XX veka uoceno je da ekstrakt kore nadbubreZne Zlezde mozZe da se primeni
u terapiji pacijenata sa Adisonovom boleS¢u. Upotreba hidrokortizona (Slika 1.) u terapiji
reumatoidnog artritisa predstavlja pocetak primene glukokortikoida u terapiji razlicitih

inflamatornih stanja.'

o

Slika 1. Hemijska struktura hidrokortizona

Prve strukturne promene hidrokortizona koje su dovele do povecanja glukokortikoidne
aktivnosti su uvodenje fluora u polozaj C9 (fluorokortizon, 1954. godine) i uvodenje
dvostruke veze u polozaj C1-C2 (prednizolon, 1955. godine). Uvodenje fluora u polozaj C9
je izvrseno u cilju povecanja afiniteta za glukokortikoidni receptor i da bi se sprecila
oksidacija alkoholne grupe na polozaju C11. Uvodenje dvostruke veze u polozaj C1-C2 je
strukturna promena koja se zadrzala kod svih kasnije sintetisanih glukokortikoida.
Dodatnim uvodenjem metil grupe u polozaj C6 1956. godine sintetisan je metilprednizolon,
a uvodenjem fluora u polozaj C9 i metil grupe u polozaj C16 1958. godine sintetisani su

deksametazon i1 betametazon (Slika 2).



CHs
Fluorokortizon Prednizolon Metilprednizolon

Deksametazon Betametazon

Slika 2. Strukture glukokortikoida dobijenih hemijskim modifikacijama polozaja C1-C2,
Cé60, C90.1 C160 hidrokortizona

Dalje strukturne promene su isle u pravcu povecanja lipofilnosti glukokortikoida koja
se postize esterifikacijom polozaja C17a i/ili C21 (betametazon-17-valerat i betametazon-
17,21-dipropionat)>® i gradenjem acetonida na polozajima Cléa. i Cl7a
(fluocinolonacetonid i triamcinolonacetonid).* Ovim strukturnim promenama postignuto je
povecanje antiinflamatorne aktivnosti, ali su se pojavili 1 ozbiljni sistemski nezeljeni efekti
prilikom dugotrajne primene. Osim ovih derivata, sintetisani su predstavnici kod kojih je
uveden hlor umesto alkoholne grupe na polozaju C21 (halcinonid, 1962. godine)’ ili
alkoholne grupe na polozaju C11 (meklorison dibutirat, 1967. godine). Strukture nekih od

ovih derivata su prikazane na Slici 3.



Halcinonid

Slika 3. Strukture C170 /C21 esterifikovanih glukokortikoida, acetonida i1 halcinonida

U cilju dobijanja glukokortikoida sa visokom antiinflamatornom aktivnos$éu i
minimalnim nezeljenim efektima, krajem osamdesetih godina sintetisani su soft
glukokortikoidi. Prvi soft glukokortikoidi su nastali modifikacijom bocnog niza
glukokortikoida na polozaju C17B. Ova modifikacija je iSla u dva pravca: perjodna
oksidacija celog bo¢nog niza, ¢ime nastaje kortienska kiselina,’ ili oksidacija primarnog
alkohola na polozaju C21 do odgovaraju¢e karboksilne kiseline.” Soft glukokortikoidi su
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estri ili amidi ovako sintetisanih kiselina. Primer soft glukokortikoida je
loteprednoletabonat.>’ Loteprednoletabonat je estar kortienske kiseline i koristi se u
oftalmologiji (Slika 4). Osim estara, sintetisan je i odreden broj amida kortienskih kiselina
u reakciji sa alkil, cijanoalkil, oksialkil, aminoalkil i aromati¢nim aminima.'”'? Ova
jedinjenja mogu imati glukokortikoidnu ili antiglukokortikoidnu aktivnost, Sto zavisi od
prirode njihovog bo¢nog niza. Prisustvo grupa u bo¢nom nizu koje mogu da ostvaruju
vodoni¢ne veze sa glukokortikoidnim receptorom je neophodno za glukokortikoidnu

aktivnost."

Slika 4. Hemijska struktura loteprednoletabonata

Vecina glukokortikoida poseduje u izvesnom stepenu 1 mineralokortikoidnu aktivnost,
koja doprinosi nezeljenim efektima ove grupe jedinjenja. Na osnovu do sada publikovanih

14-16

rezultata o vezi strukture i aktivnosti glukokortikoida (SAR studije), mogu se izdvojiti

funkcionalne grupe koje imaju najveci znacaj za aktivnost ove grupe jedinjenja (Slika 5):

e Keto grupa na polozaju C3 i dvostruka veza na polozaju C4-C5 su vazni za
glukokortikoidnu i1 mineralokortikoidnu aktivnost, dok se uvodenjem dodatne

dvostruke veze u polozaj C1-C2 povecava glukokortikoidna aktivnost.

e Uvodenjem halogena (fluora ili hlora) u polozaje C6 i C9 se povetava i

glukokortikoidna i mineralokortikoidna aktivnost.



e Alkoholna grupa na polozaju C11p je vazna za glukokortikoidnu aktivnost.
e Uvodenjem supstituenta u polozaj C16 gubi se mineralokortikoidna aktivnost.

e Alkoholna grupa na poloZaju C21 je neophodna za mineralokortikoidnu aktivnost,

ali njeno prisustvo nije neophodno za glukokortikoidnu aktivnost.

Alkoholna grupa na poloiaju C11p:

® Meophodna za 11-OH:
glukaokortikoidnu aktivnost *® MNeophodna za
- o Re glufml-cnrtikuidnu. ali
ans 0 wEL. =
& i SO=R, mln_eralnkurtlkmdnu
Povecanje ! aktivnost

glukokortikoidne

aktivnosti S
Supstituent na poloZaju C16:

*® Smanjenje
mineralokortikoidne
aktivnosti

O

3
= A, \/
Foluay 4 * Poveéanje glukokortikoidne i

e Vaino za glukokortikoidnu | mineralokortikoidne aktivnosti
mineralokortikoidnu aktivnost

Halogen (F) na poloZaju 6a i 9a:

Slika 5. Funkcionalne grupe koje imaju najveci znacaj za mineralokortikoidnu 1
glukokortikoidnu aktivnost '°

1.2. MEHANIZMI DEJSTVA GLUKOKORTIKOIDA

Tri glavna efekta glukokortikoida su vazokonstriktorni, antiinflamatorni i

antiproliferativni efekat.'”

Vazokonstrikcija se javlja nakon lokalne primene glukokortikoida, ali tacan
mehanizam kojim glukokortikoidi izazivaju ovaj efekat nije poznat. Pretpostavlja se da do
vazokonstrikcije dolazi usled povecane osetljivosti prema noradrenalinskoj inhibiciji
vazodilatacije izazvane histaminom ili se vazokonstrikcija javlja kao posledica direktnog

dejstva glukokortikoida na krvne sudove.'’



Antiinflamatorni efekat glukokortikoida je posledica dejstva ovih jedinjenja na
razli¢ite celije koje su ukljucene u inflamatorni proces. Glukokortikoidi dovode do
smanjenja broja T limfocita, smanjenja fagocitne aktivnosti makrofaga i inhibicije

ekspresije i oslobadanja medijatora inflamacije iz makrofaga i T-limfocita."®

Antiproliferativni efekti glukokortikoida se javljaju kao posledica inhibicije mitoze u
¢elijama bazalnog sloja epidermisa 1 fibroblastima dermisa. Prilikom primene
glukokortikoida u terapiji koznih oboljenja, ovaj efekat moze biti pozeljan (npr. psorijaza)
ili nezeljen (npr. atopi¢ni ekcem). Dugotrajna primena glukokortikoida moze dovesti do
atrofije dermisa i1 epidermisa 1 istanjivanja koZe, $to je jedan od najozbiljnijih lokalnih

nezeljenih efekata glukokortikoida.

Receptori za glukokortikoide pripadaju familiji jedarnih receptora, kojoj pripadaju i
mineralokortikoidni, androgeni, estrogeni, gestageni receptori, kao i receptori za tiroidne
hormone, retinoide i vitamin D.'” Gen koji kodira glukokortikoidni receptor (GR) se nalazi
na hromozomu 5q31-32 i sastoji se od devet egzona.”’ GR se u neaktivnoj formi nalaze
dominantno u citoplazmi ciljne ¢elije, u kompleksu sa drugim proteinima (kao $to su heat
shock proteini). Nakon vezivanja glukokortikoida za receptor, dolazi do oslobadanja
proteina vezanih za GR, aktivacije GR i transporta u celijsko jedro pomocu importin

. 19,21
sistema.

U jedru dolazi do interakcije kompleksa ligand—GR sa specifi¢nim sekvencama
na DNK (eng. Glucocorticoid Responsive Elements, GRE), §to dovodi do aktivacije ili
inhibicije transkripcije odgovaraju¢ih gena. Na taj nacin dolazi do povecane ili smanjene
sinteze odgovarajuc¢ih proteina. Glukokortikoidi prvenstveno povecavaju transkripciju
gena, ali u nekim slucajevima dovode do smanjenja ekspresije nekih ciljnih gena (npr. gen
za proopiomelanokortin). Postoje takozvani “pozitivni” i “negativni” GRE (vezivanjem za
ove segmente GR dolazi do aktivacije, odnosno inhibicije transkripcije). GR se vezuju za
GRE u obliku dimera. U monomernom obliku se GR vezuju za faktore transkripcije (AP-1,
NF-xB i STATSY) i na taj nacin povecavaju ili smanjuju transkripciju gena koji ne sadrze
GRE, usled ¢ega dolazi do smanjenja (kolagenaza i IL-1P) ili povecanja (B-kazein) sinteze

odgovaraju¢ih proteina (Slika 6).22*
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Slika 6. Osnovni mehanizmi dejstva ligandom aktiviranih glukokortikoidnih receptora®

Medu proteinima ¢ija je sinteza povecana dejstvom glukokortikoida su lipokortin-1 i
vazokortin. Lipokortin-1 inhibira fosfolipazu A2. Inhibicijom ovog enzima dolazi do
smanjenja oslobadanja arahidonske kiseline i sinteze proinflamatornih medijatora
(prostaglandini, leukotrieni i faktor aktiviranja trombocita).'"® Vazokortin inhibira
oslobadanje histamina i na taj nacin ispoljava antialergijsko dejstvo. Glukokortikoidi
povecavaju i sintezu IkB, koji se vezuje za transkripcioni faktor NFkB i dovodi do njegove
inhibicije.”> Zbog toga dolazi do smanjenja transkripcije gena za proinflamatorne proteine,
kao $to su ciklooksigenaza, fosfolipaza A2, NO sintetaza, neki citokini (npr. TNF-a i

interleukini) i adhezioni molekuli (npr. ICAM-1, ELAM-1).

Pored genomskih efekata, poznato je da glukokortikoidi poseduju i izvestan broj
negenomskih efekata, kao Sto su efekti na celijskoj membrani (smanjenje membranske
permeabilnosti za katjone i zaStita od posttraumatske peroksidacije lipida membrane) ili

uticaj na éelijski energetski metabolizam (redukcija stvaranja ATP-a).”!



Posto su glavni intracelularni mehanizmi dejstva genomski, najveci broj efekata

glukokortikoida nisu trenutni, ve¢ je potrebno neko vreme za farmakoloski odgovor.

1.3. KLINICKA PRIMENA GLUKOKORTIKOIDA

Glukokortikoidi ispoljavaju bioloske efekte u skoro svakom organu i predstavljaju
lekove sa Sirokim indikacijskim podru&jem.*®*” Glukokortikoidi se koriste prvenstveno
zbog imunosupresivnog, antiinflamatornog i antialergijskog dejstva. Smatra se da je
uvodenje kortizona i hidrokortizona u terapiju jedno od deset najznacajnijih otkri¢a u
modernoj medicini.”® Neke od bolesti i stanja u kojima je opravdana primena

glukokortikoida su:

e Adisonova bolest

e Anafilakticki Sok

e Aspiracioni sindromi

® Behcetov sindrom

e Ujedi i ubodi insekata

e Poremecaji krvnih ¢elija (npr. hemoliti¢ka anemija, hipereozinofilija, hipoplasti¢na
anemija, trombocitopenijska purpura, Hodgkinova bolest, leukemija)

e Cerebralni edem

e Coganov sindrom

e Kongenitalna adrenalna hiperplazija

e Poremecaji vezivnog tkiva (npr. dermatomiozitis, reumaticna polimijalgija,
polimiozitis, sistemski lupus eritematosus)

e Epilepsija

¢ Bolesti oka (npr. alergijski konjunktivitis, iritis, keratitis, opticki neuritis, retinalni
vaskulitis, skleritis, simpaticka oftalmija, uveitis)

e Gastrointestinalni poremecaji (npr. Crohnova bolest, hemoroidi, ulcerativni kolitis)



e Infekcije (npr. lajSmanioza, meningitis, leproza, Pneumocystis carinii-izazvana
pneumonija, septicki Sok, tuberkuloza)

e Poremecaji bubrega (npr. lupus nefritis, nefritis, membranski glomerulonefritis)

e Poremecaji jetre (npr. bilijarna ciroza, hroni¢ni aktivni hepatitis, sklerozni
holangitis)

e Muski sterilitet

e Neuroloski poremecaji (npr. koma, mijastenija gravis, multipla skleroza,
polineuropatije)

e Transplantacija tkiva i organa

e Respiratorni poremecaji (npr. astma, hronicna opstruktivna bolest plu¢a, pluéna
eozinofilija, sarkoidoza, fibrozni alveolitis)

e Reumatoidni poremecaji i osteoartritis

e Rinitis

e Kozni poremecaji (npr. alopecija, atopijski dermatitis, kontaktni dermatitis,
dermatitis herpetiformis, ekcem, lichen sclerosis, neurodermatitis, pemfigus,
psorijaza, seboroi¢ni dermatitis, urtikarija)

e Povrede ki¢mene mozdine

e Poremecaji funkcije tiroidne zlezde

e Vaskularni poremecaji

1.3.1. Primena glukokortikoida u dermatologiji

Pocetak primene glukokortikoida u terapiji zapaljenskih procesa u kozi predstavlja

jedan od najznacajnijih koraka u dermatologiji u poslednjih 50 godina. Sulzberger 1 Witten

su prvi opisali upotrebu hidrokortizona na kozi,” nakon ¢ega su usledile hemijske

modifikacije ovog glukokortikoida u cilju dobijanja potentnijih derivata. Ovim promenama

je poboljsana lokalna antiinflamatorna aktivnost glukokortikoida, ali je i povecana

incidenca pojave nezeljenih efekata. Pored toga, poboljsana je i penetracija glukokortikoida
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do ciljnih ¢elija kroz stratum corneum epidermisa. Najvaznije promene na hidrokortizonu i

prednizolonu su prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1. Derivati hidrokortizona i prednizolona i odgovarajuée strukturne promene >’

e CH,OH
c=0 c=0
OH e oM --OH
o
Hidrokortizon Prednizolon
Derivati hidrokortizona Derivati prednizolona
1:222;:1 Hemijska promena
Derivat p . Derivat u strukturi
strukturi rednizolona
hidrokortizona p
Hidrokortizonbutirat 170-butirat Betametazonvalerat 16[3-metil
170-valerat
9o-fluoro ?g—ﬂuoii
Halcinonid 16a,170-acetonid Klobetazolpropionat B -mett
21-hloro 170-propionat
21-hloro
60-fluoro
Fluocinolonacetonid 9a-fluoro
160, 170-acetonid
9a-hloro
Mometazonfuroat 160-metil
17o-furoat
21-hloro
9a-hloro
Beklometazondipropionat 163-metil
17a,21-dipropionat

Uvodenje fluora u polozaj C9a povecava glukokortikoidnu aktivnost, dok uvodenje
metil ili alkoholne grupe u polozaj C16 smanjuje mineralokortikoidnu aktivnost.

Lipofilnost i permeabilnost kroz stratum corneum se povecavaju esterifikacijom alkoholnih
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grupa na polozajima C17c i C21. Uvodenje hlora u polozaj C21 povecava lipofilnost i
permeabilnost kroz stratum corneum, a u isto vreme povecava se stabilnost Cl7a
esterifikovanih derivate, jer je sprecena intramolekulska konverzija u C21 estar. Potentnost
glukokortikoida zavisi od glukokortikoidne aktivnosti, permeabilnosti kroz stratum
corneum, metabolizma u kozi i gustine glukokortikoidnih receptora na mestu primene.**!
Mnogi pokusaji da se razdvoje lokalna glukokortikoidna aktivnost od nezeljenih
efekata su bili neuspesni zbog toga Sto su oba efekta posledica interakcije sa
glukokortikoidnim receptorima. Uvodenjem soft glukokortikoida u dermatologiju,
postignuta je visoka terapijska efikasnost uz minimalne nezeljene efekte jer se ovi derivati
vrlo brzo metabolisSu do neaktivnih i netoksi¢nih metabolita nakon prelaska u sistemsku
cirkulaciju. Ovi derivati se u odredenom procentu metaboliSu ve¢ u kozi dejstvom

2
esteraza.3

Glukokortikoidi su danas najcesce propisivani lekovi u simptomatskoj terapiji
razli¢itih inflamatornih stanja koze. Klinic¢ka efikasnost glukokortikoida u leCenju psorijaze
1 atopi¢nog dermatitisa je povezana sa njihovim vazokonstriktornim, antiinflamatornim i
imunosupresivnim dejstvom. U terapiji atopic¢kog dermatitisa, seboroicnog dermatitisa,
alergijskog kontaktnog dermatitisa i ekcema od znacaja je njihovo antiinflamatorno,
imunosupresivno 1 antipruritusno dejstvo. U terapiji psorijaze, lihenifikacije i diskoidnog
lupus erythematosusa vazan je i antiproliferativni efekat glukokortikoida.”> Na celularnom
nivou, neki od efekata koji su od znacaja za terapiju inflamatornih stanja koze su inhibicija
proliferacije limfocita, granulocita i keratinocita, inhibicija otpuStanja medijatora

inflamacije iz bazofila i mastocita kao i vazokonstrikcija.’

Glukokortikoidi koji se primenjuju na kozi se mogu klasifikovati po potentnosti (jacini
dejstva) na razliCite nacine. Prema klasifikaciji Svetske Zdravstvene Organizacije,
glukokortikoidi za primenu na kozi su svrstani u Cetiri grupe i sedam klasa: vrlo potentni
(klasa I), potentni (klase II i III), umereno potentni (klase IV 1 V) i slabi (klase VI i VII,
Tabela 2).%
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Tabela 2. Klasifikacija glukokortikoida za primenu na kozi prema potentnosti (podaci
Svetske Zdravstvene Organizacije)

Grupa Klasa

Preparati glukokortikoida

Vrlo potentni I

Klobetazolpropionat krem 0,05 %
Diflorazondiacetat mast 0,05 %

II

Potentni

Amcinonid mast 0,1 %
Betametazondipropionat mast 0,01 %
Dezoksimetazon krem ili mast 0,025 %
Fluocinonid krem, mast ili gel 0,05 %
Halcinonid krem 0,1 %

III

Betametazondipropionat krem 0,05 %
Betametazonvalerat mast 0,01 %
Diflorasondiacetat krem 0,05 %
Triamcinolonacetonid mast 0,1 %

IV

Dezoksimetazon krem 0,05 %
Fluocinolonacetonid mast 0,025 %
Fludroksikortid mast 0,05 %
Hidrokortizonvalerat mast 0,2 %
Triamcinolonacetonid krem 0,1 %

Umereno potentni

Betametazondipropionat losion 0,2 %
Betametazonvalerat krem 0,1 %
Fluocinolonacetonid krem 0,025 %
Fludroksikortid krem 0,05 %
Hidrokortizonbutirat krem 0,1 %
Hidrokortizonvalerat krem 0,2 %
Triamcinolonacetonid losion 0,1 %

VI

Betametazonvalerat losion 0,05 %
Desonid krem 0,05 %
Fluocinolonacetonid rastvor 0,01 %

Slabi
VII

Deksametazonfosfat-natrijum krem 0,1 %
Hidrokortizonacetat krem 1 %
Metilprednizolonacetat krem 0,25 %
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Prema ameri¢koj nacionalnoj fondaciji za psorijazu, preparati glukokortikoida koji se
primenjuju na kozi se mogu podeliti u sedam klasa.>® Na potentnost preparata uticu
koncentracija glukokortikoida i tip formulacije (npr. gel, losion, Sampon...). S druge strane,
Britanski Nacionalni Formulari®’ svrstavaju glukokortikoide u cetiri kategorije (slabi,
umereno potentni, potentni i veoma potentni) i ne uzimaju u obzir formulaciju, ve¢ samo

aktivnu supstancu i njenu koncentraciju.

Od starosti pacijenta, klinicke slike 1 povrSine zahvacene promenama zavisi koji ¢e
glukokortikoid biti primenjen i u kom farmaceutskom obliku. Apsorpcija glukokortikoida
zavisi u velikoj meri od lokalizacije promena. Razlike postoje zbog razli¢ite debljine i
lipidnog sastava stratum corneuma, razliCite prokrvljenosti 1 prisustva folikula dlaka. Na
primer, apsorpcija hidrokortizona kroz kozu podlaktice je manja od 1 %, kroz kozu glave je
oko 4 %, a kroz kozu skrotuma oko 35 %.** Slabi glukokortikoidi se naj¢esce primenjuju na
licu, ingvinalnim 1 aksilarnim regijama, kao 1 u slucaju dece 1 starijih pacijenata. Na ostale
regije se mogu primeniti potentniji glukokortikoidi (umereno potentni i potentni), dok se
vrlo potentni glukokortikoidi koriste na debelim lihenificiranim naslagama, stopalima i

. 4
Sakama.’”*

ProduZzena ili neadekvatna primena glukokortikoida na kozi je ¢esto pracena lokalnim i
sistemskim nezeljenim efektima. Neki od lokalnih nezeljenih efekata su atrofija koze na
mestu primene, strije, telangiektazije, hipertrihoza 1 kontaktna preosetljivost na
glukokortikoide. Atrofija koze zapocinje u epidermisu smanjenjem broja Celijskih slojeva i
zapremine Celija. Pored toga, glukokortikoidi deluju antiproliferativno na fibroblaste
dermisa, §to dovodi do smanjenja stvaranja mukopolisaharida i kolagena.’**
Telangiektazije su abnormalno prosireni krvni sudovi koze (kapilari i arteriole) koje nastaju
dejstvom glukokortikoida na endotelne celije. Dermatomikoze se Cesto javljaju prilikom
dugotrajne primene glukokortikoida u terapiji psorijaze, a tinea incognita predstavlja
klinicku manifestaciju gljivicne infekcije koja se moze javiti nakon primene
glukokortikoida.*' Primena glukokortikoida na licu zahteva poseban oprez. Uoceno je da

upotreba potentnih glukokortikoida ¢esto dovodi do pogorsanja postojecih ili pojave novih

promena, kao Sto su rozacea, kontaktni dermatitis, perioralni dermatitis i dermatomikoze.
14



Ukoliko se glukokortikoidi koriste tokom duzeg vremenskog perioda ili na vecim
povrSinama i ako se naglo prestane sa njihovom primenom moze do¢i do egzacerebracije

. 39,40,42,43
pusulozne psorijaze.” "

Pored lokalnih neZeljenih efekata, usled primene glukokortikoida na kozi i njihove
perkutane apsorpcije, mogu se javiti 1 sistemski neZeljeni efekti. Sistemski neZeljeni efekti
se najcesce javljaju nakon duze primene potentnih i vrlo potentnih glukokortikoida na
veéim povrSinama koZe. Najce$¢i sistemski nezeljeni efekti su Cushingova bolest,
intolerancija glukoze, glaukom, katarakta, hipokalcemija, hipertenzija, edem, osteopatija i
smanjenje rasta.’”* Posebno ugrozena populacija pacijenata kada su sistemski neZeljeni
efekti glukokortikoida u pitanju su deca, prvenstveno zbog visokog odnosa povrsine koze i
telesne mase, kao i zbog lakSe perkutane apsorpcije ovih jedinjenja. Najces¢e dolazi do
supresije sistema hipotalamus-hipofiza-kora nadbubrezne Zlezde, usporenog rasta,
hipertenzije i Cushingovog sindroma. Patel 1 saradnici su pokazali da kod starije dece sa
blazom formom atopi¢nog dermatitisa, upotreba slabih ili umereno potentnih

glukokortikoida nije pra¢ena znacajnim sistemskim neZeljenim efektima.*

1.3.2. Primena glukokortikoida u oftalmologiji

Glukokortikoidi se primenjuju lokalno u terapiji brojnih oftalmoloskih poremecaja.

Neke od indikacija glukokortikoida u oftalmologiji su:

Kontaktni dermatitis kapaka
e Skvamozni blefaritis

e Alergijski konjunktivitis

e Okularni pemfigus

e Moorenov ulcer

e Acne rosaceae keratitis
15



e Intersticijalni keratitis
e Skleritis i episkleritis
e Sklerozni keratitis

e Iridociklitis

e Posteriorni uveitis

e Opticki neuritis

e Hemijske povrede oka

e PosthirurSka terapija (npr. nakon katarakte, glaukoma...)

Glukokortikoidi se naj¢esc¢e primenjuju lokalno u obliku kapi, gelova, kremova i masti
za oko, ali 1 u obliku periokularnih 1 intravitrealnih injekcija. U terapiji odredenih stanja

mogu se koristiti i per os preparati glukokortikoida.*

Glukokortikoidi se ¢esto kombinuju sa drugim lekovima, prvenstveno sa antibioticima

jer su infekcije oka pracene zapaljenjem.

U obliku periokularnih injekcija se primenjuju metilprednizolonacetat i traimcinolon
acetonid. Nezeljeni efekti koji se mogu javiti nakon periokularne primene ovih lekova su
posteriorna subkapsularna katarakta i glaukom (sporedni efekti glukokortikoida), kao i1
retrobulbarna i subkonjunktivalna hemoragija (komplikacije koje se javljaju kao posledica

nadina primene).*

Triamcinolonacetonid se moze primeniti i u obliku intravitrealnih injekcija u terapiji
uveiti¢nog cistoidnog makularnog edema, dijabeticnog makularnog edema i proliferativne
dijabeticke retinopatije. Nezeljeni efekti koji se mogu javiti nakon intravitrealne primene
triamcinolonacetonida su povecanje oc€nog pritiska 1 katarakta (sporedni efekti
triamcinolonacetonida), kao 1 akutna traumatska katarakta, vitrealna hemoragija i

endoftalmitis (komplikacije koje se javljaju kao posledica nagina primene).*®

16



Per os primena glukokortikoida je neophodna kod veéine pacijenata sa bilateralnim
endogenim uveitisom koji ugrozava vid i u tu svrhu se najces¢e koristi prednizon, a kod

pacijenata sa poremeéenom funkcijom jetre koristi se prednizolon.*’

U terapiju oftalmoloskih poremecaja se poslednjih godina uvodi i nova grupa
glukokortikoida sa visokom terapijskom efikasno$¢u i manje izraZzenim sporednim efektima
- soft glukokortikoidi. Za sada jedini soft glukokortikoid koji je registrovan i odobren za
upotrebu u terapiji oftalmoloSkih poremecaja od strane FDA (eng. Food and Drug

Administration) u SAD (1998. godine) je loteprednoletabonat.'®****

1.3.3. Primena glukokortikoida u terapiji inflamatornih poremecaja

respiratornog trakta

Glukokortikoidi nalaze primenu u terapiji brojnih inflamatornih stanja respiratornog
trakta, kao $to su alergijski rinitis, astma ili hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (COPD).

U terapiji alergijskog rinitisa glukokortikoidi se primenjuju intranazalno u obliku
razliCitih aerosol preparata. Mehanizam delovanja ovako primenjenih glukokortikoida je
kompleksan 1 nedovoljno razjasnjen. Nakon prolaska kroz nosnu sluzokozu,
glukokortikoidi dolaze do ciljnih ¢elija u kojima ostvaruju odgovarajuce efekte, u koje
spadaju inhibicija proliferacije T limfocita i migracije eozinofila, kao i inhibicija stvaranja
prostaglandina i leukotriena. Kao i u slu¢aju glukokortikoida koji se koriste u
dermatologiji, lipofilnost je izuzetno vazna osobina inhalacionih glukokortikoida jer
olakSava penetraciju kroz nosnu sluzokozu. Stoga, najc¢eS¢e koriS¢eni intranazalni
glukokortikoidi su predstavnici koje karakteriSe visoka lipofilnost: flunizolid,
triamcinolonacetonid, budesonid, beklometazondipropionat, flutikazonpropionat i

mometazonfuroat. Rizik od pojave sistemskih nezeljenih efekata ove grupe lekova zavisi od
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koli¢ine leka koja se apsorbuje u cirkulaciju preko krvnih sudova sluzokoze nosa 1 koli¢ine
leka koja se proguta i apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta. Lokalni nezeljeni efekti koji
se najcesce javljaju su kijanje, suvoca i krvarenje iz nosne sluznice, dok je pojava septalne

perforacije retka.*

Glukokortikoidi su najefikasniji lekovi u terapiji pacijenata sa astmom i primenjuju se
per os ili inhalaciono. Zbog ozbiljnih nezeljenih efekata preporucuje se primena manje
potentih glukokortikoida u terapiji blazih oblika astme i astme kod dece. U terapiji tezih
oblika astme opravdano je primenjivati potentnije glukokortikoide. Primena
glukokortikoida se mora sprovoditi redovno, prema propisanoj terapiji, inace se simptomi
vracaju na nivo pre pocetka terapije. Na celularnom nivou, glukokortikoidi inhibiraju ¢elije
ukljucene u proces inflamacije u disajnim putevima (T limfociti, mastociti, eozinofili 1
epitelne Celije). Smatra se da glukokortikoidi dovode do smanjenja eksudacije plazme iz
krvnih sudova i sekrecije mukusa u disajnim putevima. Pored toga, glukokortikoidi
usporavaju propadanje epitelnih ¢elija i hiperplaziju ¢elija koje su uklju¢ene u stvaranje
mukusa.’’>> Glukokortikoidi smanjuju preosetljivost disajnih puteva na histamin, agoniste
holinergickih receptora, alergene, bradikinin, adenozin i iritanse (npr. sumpor-dioksid i
metabisulfit). Smanjena je i preosetljivost pacijenata na druge uzrocnike astmati¢nih
napada, kao §to su fizicka aktivnost, magla 1 hladan vazduh. Osim S§to je smanjena
preosetljivost, smanjuje se i stepen suzenja disajnih puteva izazvan pomenutim faktorima.
Pozeljne osobine inhalacionog glukokortikoida su visoka lokalna antiinflamatorna
aktivnost, niska bioraspolozivost frakcije glukokortikoida koja se proguta i brz
metabolizam frakcije koja se apsorbuje u sistemsku cirkulaciju. Nakon primene, 80-90 %
primenjene doze se zadrzava u orofarinksu odakle biva progutana, nakon ¢ega moze doci
do apsorpcije iz gastrointestinalnog trakta. Koli¢ina glukokortikoida koja se proguta moze
biti smanjena dodatkom adekvatno dizajniranih “spejsera” na primarnu ambalazu ovih
preparata ili ispiranjem usta nakon primene leka. Oko 10-20 % primenjene doze prelazi u

disajne puteve odakle moze biti apsorbovana u sistemsku cirkulaciju (Slika 7).>"®
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Slika 7. Raspodela inhalacionih glukokortikoida u organizmu nakon primene”’

Raspodela u organizmu nakon primene u zna¢ajnoj meri zavisi od farmakokinetic¢kih
osobina inhalacionih glukokortikoida. Tako na primer, beklometazondipropionat se
metaboliSe u disajnim putevima do potentnijeg beklometazonmonopropionata, ali se malo
zna o brzini hidrolize, metabolizmu i apsorpciji.”® Flunizolid i budesonid podlezu
intenzivnom metabolizmu u jetri tako da relativno mali deo ovih lekova prelazi u sistemsku
cirkulaciju.®”®" Flutikazonpropionat ima nisku oralnu bioraspoloZivost i u maloj meri se
apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta.® Na distribuciju inhalacionih glukokortikoida uti¢u
i drugi faktori, kao Sto su starost pacijenta, opstrukcija disajnih puteva i istovremena

primena drugih lekova.

Lokalni neZeljeni efekti koji prate primenu inhalacionih glukokortikoida zavise od
njihovih osobina, primenjene doze, ucestalosti primene i sistema koji se koristi za primenu.

Najces¢i lokalni nezeljeni efekti su promuklost, orofaringealna kandidijaza, kasalj i iritacija
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grla.”™

Najces¢i sistemski nezeljeni efekti koji prate inhalacionu 1 per os primenu
glukokortikoida su posledica supresije sistema hipotalamus—hipofiza—kora nadbubrezne
zlezde, sto dovodi do smanjene sinteze kortizola u organizmu, smanjenja koStane mase,

usporenog rasta i odlaganja puberteta i katarakte.®>’

Glukokortikoidi se primenjuju per os i inhalaciono u terapiji hroni¢ne opstruktivne
bolesti plu¢a (COPD). Inhalacioni glukokortikoidi se primenjuju uglavnom u terapiji
stabilnih simptoma COPD ili u terapiji pacijenata kod kojih se javlja sporo pogorsanje
simptoma. Inhalacioni glukokortikoidi smanjuju broj COPD egzacerebracija kod pacijenata
sa tezim oblikom ove bolesti.®**® Oralni glukokortikoidi se primenjuju uglavnom kod
pacijenata kod kojih dolazi do naglih pogorSanja simptoma ove bolesti, narocito kada
dolazi i do znacajnog povecanja sekrecije mukusa. Ispitivanja na inhalacionim
glukokortikoidima su pokazala da kod nekih pacijenata ovi lekovi smanjuju broj COPD
egzacerebracija u poredenju sa placebom, ali nije potvrdeno poboljsanje funkcije plu¢a.”® S
druge strane, kombinacija inhalacionih glukokortikoida sa dugodeluju¢im [3,-agonistima (sa
ili bez istovremene primene antiholinergika) poboljsava funkciju pluéa.”""* Ispitivanja su
pokazala i da je kod pacijenata koji su primali kombinaciju flutikazonpropionata i [3,-
agonista poveéan rizik od pneumonije.”® Lokalni i sistemski neZeljeni efekti koji se javljaju
nakon primene oralnih i inhalacionih glukokortikoida u terapiji COPD su sli¢ni lokalnim i
sistemskim nezeljenim efektima koji se javljaju prilikom primene ovih lekova u terapiji

astme.
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1.4. HEMIJSKI PRISTUPI U CILJU POBOLJSANJA LOKALNIH
OSOBINA, TERAPIJSKE EFIKASNOSTI 1 SMANJENJA
NEZELJENITH EFEKATA GLUKOKORTIKOIDA

1.4.1. Retrometabolicki pristup - soft lekovi

Termini soft lekovi i antedrugs oznaavaju jedinjenja koja poseduju farmakoloSku
aktivnost 1 koja su dizajnirana tako da se lako biotransformiSu prilikom prelaska u
sistemsku cirkulaciju do neaktivnih 1 netoksi¢nih metabolita. Na ovaj nain se smanjuju

sistemski nezeljeni efekti leka. U osnovi, ova dva termina imaju isto znaéenje.16

Termin soft lekovi (antedrugs) se prvi put pojavljuje poc¢etkom osamdesetih godina
proslog veka. Pojava ovih jedinjenja se zasnivala na slede¢im saznanjima o vezi strukture i

aktivnosti glukokortikoida:

e Veliki broj glukokortikoida je kori$¢en u terapiji, ali uz ozbiljne lokalne i sistemske

nezeljene efekte.
e Nepromenjeni 17B-ketolni bo¢ni niz nije neophodan za antiinflamatornu aktivnost.

e Estri ,steroidne® kiseline pokazuju znacajnu lokalnu antiinflamatornu aktivnost, ali
nakon prelaska u sistemsku cirkulaciju se metaboliSu do polazne kiseline koja je

neaktivna.

Sematski prikaz koncepta soft lekva (antedrugs) je prikazan na Slici 8.
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D'" I > !D’fﬁ I - D -m
Mesto Mesto delovanija leka Sistemska
primene cirkulacija

0~ aktivni cblik leka
ID- neaktivni oblik leka

m- deo strukture ijom se biotransformacijom inaktivira soft lek

Slika 8. Sematski prikaz koncepta soft leka (antedrug)’™

Hemijske modifikacije glukokortikoidne strukture kojima je sintetisan veliki broj sof? i

potencijalnih soft glukokortikoida bi se mogle podeliti u sledeée grupe:”
e Promene na polozaju C6
e Promene na polozaju C16a
e Promene na polozajima C16o 1 C17a (izoksazolinski i oksimski derivati)
e Esterifikacija C17a alkoholne grupe
e Promene ketolnog bo¢nog niza na polozaju C173
* Promene na polozaju C21
= Estri i amidi kortienskih kiselina
= Gradenje spiroenona

= QGradenje y-butirolaktona
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1.4.1.1. C6 karboksilatni estri

Uvodenjem karboksilne grupe u polozaj C6 i1 njenom esterifikacijom dobijeni su C6
karboksilatni estri. Dodatnom esterifikacijom polozaja C21 ili gradenjem ketala izmedu

C17 i C21 dobijeni su derivati sa aktivno$éu koja je sli¢na prednizolonu (Slika 9).”

OH

COOR COOR

Slika 9. C6-karboksilatni estar prednizolona i odgovaraju¢i ketal

1.4.1.2. C16 karboksilatni estri

Uvodenjem karboksilne grupe u polozaj C160 i njenom naknadnom esterifikacijom
sintetisani su C16 karboksilatni estri (Slika 10). Aktivnost ovih jedinjenja je upola manja u

: : e 77
odnosu na prednizolon, ali bez znacajnih nezeljenih efekata.

OH OH

--COQOCH3 ----CH,COOCHS3

(0]

Slika 10. C16 karboksilatni estri
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1.4.1.3. Izoksazolinski i oksimski derivati glukokortikoida

Sinteza ove grupe derivata je otpocela nakon $to je utvrdeno da derivati koji sadrze
1zoksazolinski prsten na polozajima Cl16a 1 C17a (A, Slika 11.) poseduju znacajnu lokalnu
antiinflamatornu aktivnost uz manje sistemskih nezeljenih efekata. Nakon toga, sintetisani
su derivati B i C prikazani na Slici 11. Rezultati petodnevnog testa inhibicije edema
izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova su pokazali da vecina ovih derivata ima
znacajnu lokalnu antiinflamatornu aktivnost, bez znacajne promene telesne mase, mase
timusa i nivoa kortikosterona u plazmi. Pored toga, pokazano je i da vecina ovih derivata
ima visok afinitet za glukokortikoidni receptor. Metabolizam ovih jedinjenja je joS uvek

-81
nepoznat.75 188

Slika 11. Izoksazolinski i oksimski derivati glukokortikoida

1.4.1.4. C21 karboksilatni estri i amidi

Oksidacijom C21 alkoholne grupe (sa ili bez redukcije keto grupe na polozaju C20) i
esterifikacijom dobijene kiseline, sintetisani su C21 karboksilatni estri glukokortikoida.
Derivati sa redukovanom karbonilnom grupom (A i B, Slika 12.) pokazali su manju lokalnu
antiinflamatornu aktivnost u odnosu na prednizolon, dok su derivati kojima nije
redukovana keto grupa na polozaju C20 (C, Slika 12.) pokazali slicnu aktivnost kao
prednizolon. Obe grupe derivata su pokazale znatno manje sistemskih nezeljenih efekata u
odnosu na prednizolon.*™ In vitro ispitivanja metabolizma derivata A (Slika 12.) su
pokazala da hidrolizom estra nastaje odgovarajuca karboksilna kiselina. Ove kiseline ne
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poseduju znacajnu glukokortikoidnu aktivnost, kao ni afinitet za glukokortikoidne receptore
u timusu i jetri pacova, Sto ukazuje na to da je prisustvo manje nezeljenih efekata ovih
derivata posledica njihove brze metabolicke inaktivacije.*®® Pored toga, histoloskom
analizom koze pacova nije uocena znacajna atrofija koze u poredenju sa prednizolonom i

triamcinolonom.®’

A B C

Slika 12. C21 karboksilati sa redukovanom (A i B) i neredukovanom (C) keto grupom na
polozaju C20

Osim C21 karboksilatnih estara, sintetisani su 1 C21 karboksamidi (Slika 13).
Ispitivanja su pokazala da je lokalna antiinflamatorna aktivnost ovih jedinjenja manja u
odnosu na prednizolon (N-benzil derivat je najaktivniji). Pored toga, sistemski nezeljeni
efekti su sliéni kao kod prednizolona, $to se moZe objasniti ve¢om metabolickom

stabilno¢éu amida u odnosu na estre.®®

R:CH3, C2H5, C3H7, benzil

Slika 13. C21 karboksamidi
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1.4.1.5. Estri kortienskih Kiselina

Kortienske kiseline su neaktivni 1 netoksi¢ni metaboliti glukokortikoida, pa zbog toga
predstavljaju idealnu polaznu tacku u sintezi soft glukokortikoida. Prva generacija soft
glukokortikoida derivata kortienskih kiselina su loteprednoletabonat 1 analozi.
Loteprednoletabonat (Slika 14.) poseduje lokalnu antiinflamatornu aktivnost i ne ispoljava
ozbiljne nezeljene efekte koji su karakteristicni za konvencionalne glukokortikoide. Nakon
prelaska u sistemsku cirkulaciju, loteprednoletabonat se metaboliSe do kortienske kiseline
koja se zatim izlu¢uje putem urina i zu&i.¥’”' Ovaj derivat je odobren 1998. godine u SAD

od strane FDA u terapiji zapaljenskih procesa u oku.”*”

Drugu generaciju soft glukokortikoida derivata kortienskih kiselina  ¢ini
etiprednoldikloacetat (Slika 14.) 1 njegovi analozi. Etiprednoldikloacetat poseduje dihlor
estar na polozaju Cl7o0 i za razliku od loteprednoletabonata, metabolizmu podleze
primarno Cl7o bocni niz. Nastali metabolit je takode neaktivan. Etiprednoldikloacetat
poseduje vedi afinitet za glukokortikoidne receptore u odnosu na loteprednoletabonat, a
pokazao se kao efikasniji od budesonida u pojedinim eksperimentalnim modelima astme.
Etiprednoldikloacetat je pokazao nisku toksi¢nost u eksperimentalnim zivotinjskim

modelima i klini¢kim studijama.”**°

Cl

Loteprednoletabonat Etiprednoldikloacetat

Slika 14. Loteprednoletabonat i etiprednoldikloacetat
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U ovu grupu soft glukokortikoida se Gesto ubraja i flutikazonpropionat (Slika 15).”
Flutikazonpropionat je tioestar, a ovi derivati glukokortikoida se, za razliku od estara
kortienske kiseline, prvenstveno metaboliSu u jetri oksidativnim razlaganjem tioestarske
grupe, a ne hidrolizom estra u plazmi.”® Flutikazonpropionat se relativno sporo eliminise
(ti= 7,7 - 8,3 h) i dovodi do dozno-zavisne supresije sinteze kortizola.””'”” Na osnovu
ovih farmakokinetickih i farmakodinamickih osobina, neki autori smatraju da je svrstavanje

flutikazonpropionata u grupu sof glukokortikoida pogresno.®

£

Slika 15. Flutikazonpropionat

1.4.1.6. Amidi kortienskih kiselina (17B-karboksamidni derivati glukokortikoida)

Osim estara, sintetisan je i odreden broj amida kortienskih kiselina u reakciji sa alkil,
cijanoalkil, oksialkil, aminoalkil i aromati¢nim aminima.'""? Opsta formula ovih derivata
prikazana je na Slici 16. Ova jedinjenja mogu imati glukokortikoidnu ili
antiglukokortikoidnu aktivnost, Sto zavisi od hemijske strukture njihovog bo¢nog niza na
polozaju C17p. Glukortikoidna aktivnost je ispitivana in vitro inhibicijom fitohemaglutinin
- posredovane proliferacije limfocita.'> Prisustvo grupa u bo¢nom nizu koje mogu da
ostvaruju vodonicne veze sa glukokortikoidnim receptorom je neophodno da bi ova
jedinjenja posedovala glukokortikoidnu aktivnost."> Formstecher i saradnici su ispitivali

afinitet za glukokortikoidni receptor i antiglukokortikoidnu aktivnost serije 17[-
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karboksamidnih derivata deksametazona.'' Najveéu antiglukokortikoidnu aktivnost
poseduju derivati koji u bo¢nom nizu imaju alkil ili aril supstituente, bez prisustva grupa
koje bi mogle da stvaraju vodoni¢ne veze sa receptorom. Zajedni¢ko za derivate koji
ispoljavaju glukokortikoidnu aktivnost i derivate koji ispoljavaju antiglukokortikoidnu
aktivnost je da se povec¢anjem afiniteta za receptor povecava i bioloSka aktivnost jedinjenja.
Literaturni podaci o toksi¢nosti i metabolizmu prikazanih amida kortienskih kiselina nisu

dostupni, tako da se ne moze tvrditi da i ovi derivati spadaju u soft lekove.

(0]

NHR

R, =aili B-CH,
(0]

Slika 16. 17B-karboksamidni derivati glukokortikoida

1.4.1.7. C17 spiroenonski derivati glukokortikoida

Estarska grupa je uvedena u strukturu ovih jedinjenja preko spiroenonske strukture
formirane na polozaju C17 (Slika 17). Ispitivanja su pokazala da svi ovi derivati imaju
nizak afinitet za glukokortikoidni receptor i manju antiinflamatornu aktivnost u odnosu na
prednizolon, najverovatnije zbog uvodenja krute strukture u polozaj C17. Ova ispitivanja

ukazuju na znacaj fleksibilnog 170-bo¢nog niza za antiinflamatornu aktivnost.'"'
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COOCH,CH,

R=a ili -CHa; H
X=F; H

Slika 17. Spiroenonski derivati glukokortikoida

1.4.1.8. y-butirolaktonski derivati glukokortikoida

Ispitivanja su pokazala da jedinjenja koja poseduju laktonsku grupu u strukturi (Slika
18.) predstavljaju idealne soft lekove za inhalacionu primenu. Hidrolizu ovih jedinjenja vrsi
enzim paraoksonaza koja je prisutna u krvi, ali ne i u plu¢ima. Na ovaj nacin se postize brza
hidroliza y-butirolaktonskih derivata nakon prelaska u sistemsku cirkulaciju. Kiselina koja
nastaje kao produkt hidrolize pokazuje znatno nizi afinitet za glukokortikoidni receptor u

odnosu na odgovaraju¢i lakton.'”

> ----CHyCH,CHs

-0

;

Slika 18. y-butirolaktonski derivati glukokortikoida
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1.4.2. Koncept proleka

Termin prolek (prodrug) je prvi put uveo Albert 1958. godine.'” Prolekovi su
neaktivna jedinjenja koja se u organizmu prevode enzimskom 1/ili hemijskom
transformacijom u oblik koji ispoljava farmakoloSko dejstvo. Prolekovi se dizajniraju u
cilju povecanja rastvorljivosti ili permeabilnosti jedinjenja, povecanja hemijske stabilnosti,
da bi se produzilo dejstvo ili olakSala distribucija jedinjenja do ciljnog tkiva ili zbog

produzetka patentne zastite.'**'* Koncept proleka je ematski prikazan na Slici 19.

M- (1) = M—{(ip) = M D)= M[p)
| ; _aktivacija - I ' Wk

Mesto Mesto delovanja leka Sistemska

primene cirkulacija

D- aktivni oblik leka
ID-neaktivni oblik leka
M-deo strukture gijom se biotransformacijom aktivira prolek

Slika 19. Sematski prikaz koncepta proleka’”

Povecanje rastvorljivosti u vodi se postize gradenjem soli fosfatnih estara
glukokortikoida.'*”'% Glukokortikoid koji se koristi u ovom obliku je deksametazonfosfat-

natrijum.

Povecanje lipofilnosti i poboljSanje permeabilnosti kroz bioloske membrane postize se
esterifikacijom alkoholnih grupa glukokortikoida monokarboksilnim kiselinama na
polozajima Cl7o i/ili C21 (npr. prednizolon-21-acetat, fluocinolonacetonid-21-acetat,

910 Eotri su  najées¢i  glukokortikoidni  prolekovi.

betametazon-17-valerat...).
Esterifikacijom alkoholne grupe se povecava lipofilnost, a estarska funkcionalna grupa brzo

i lako hidrolizuje dejstvom esteraza ¢ime se oslobada aktivni oblik jedinjenja.
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1.4.3. Koncept prosoft leka

Prosoft ek (proantedrugs) predstavlja jedinjenje koje je tako dizajnirano da se aktivira
na mestu delovanja, a deaktivira napustanjem ciljnog tkiva. Ovaj koncept su uveli Kimura i

saradnici sintezom metil 20-glukopiranoziloksiprednizolonata.'"’

Glikozidna veza je
stabilna u tankom crevu, a prelaskom u debelo crevo se hidrolizuje dejstvom crevne flore 1
oslobada soft lek. Hidrolizom estarske grupe nakon prelaska u sistemsku cirkulaciju
smanjuju se sistemski nezeljeni efekti ovog jedinjneja. Sematski prikaz prosoft koncepta

prikazan je na Slici 20.

P -

Mo 11 ] = (M= - o
=l M0 Daktivacijal s D | inactivation s
Mesto Mesto delovanja leka Sistemska
primene cirkulacija

D-aktivni oblik leka
1D- neaktivii oblik leka

I-deo strukiure cijom se bictransformacijorn aktivira lek
mM-deco strukture ¢ijom se biotransformacijormn inaktivira lek

Slika 20. Sematski prikaz prosoft koncepta’™
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1.5. GRAPA KOZE 1 ISPITIVANJE PERMEABILNOSTI KROZ
KOZU

1.5.1. Grada i funkcija kozZe

KoZa je najveéi Govekov organ, tezine oko 5 kg i povrine oko 2 m®. Sastoji se od tri
sloja (epidermis, dermis i hipodermis) i osnovna funkcija je da Stiti organizam od
nepovoljnih uticaja iz spoljasnje sredine. Hipodermis se sastoji od lipida i miSica,
predstavlja toplotni izolator i region Cuvanja energije i obezbeduje amortizaciju Soka.
Dermis se nalazi iznad hipodermisa, sadrzi krvne sudove, neurone, folikule dlaka, znojne i
lojne Zlezde, kolagen i elasti¢na vlakna. Osnovne ¢elije dermisa su fibroblasti. Ove ¢elije su
ukljucene u imuni 1 inflamatorni odgovor i u njima su pronadeni glukokortikoidni receptori.
Epidermis je povrsSinski sloj koze. Sastoji se od nekoliko slojeva ¢elija koje su razliCito
diferencirane. Celije bazalnog sloja epidermisa se dele i metabolicki su aktivne, a u
povrsinskom delu epidermisa su mrtve celije bez jedra, ispunjene keratinom (korneociti)

(Slika 21).'"*
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Slika 21. Grada koze'"?

Korneociti su smesteni u lipidnom matriksu i ¢ine povrsinski sloj epidermisa - stratum
corneum (Slika 22). Potpuno izdiferencirani korneociti ne sadrze jedro, sadrze keratinski
matriks, prirodni faktor vlazenja (eng. Natural Moisturizing Factor, NMF), aminokiseline,
ureu, citrate, mle¢nu kiselinu i $eéere.''* Oko ovih ¢elija se nalazi proteinski omotac -
keratinizirani ¢elijski omota¢ (CE). Korneociti su povezani dezmozomima, proteinskim

vezama koje obezbeduju kompaktnost stratum corneuma.'>"'"
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Keratinizirani Prirodni faktor
¢elijski omotat Korneodezmozom vlaZenja (NMF)

Intercelulami Keratin Korneocit
lamelarni lipidi mikrofibrilarni
matriks

Slika 22. Struktura stratum corneuma ''®

Postoje tri puta kojim jedinjenja prolaze kroz kozu: kroz meducelijski prostor u

stratum corneumu (intercelularni put), kozne adnekse (dlake, lojne i znojne zlezde) ili kroz

éelije stratum corneuma (transcelularni put, Slika 23).'"

Put preko pora
Transcelularni put Intercelularni put

d Fl \

e o )/ i) [=e -
Epidermis < ” ]

JRL V

[hrmis 1 I3 s . n I a
Meducelijski lipidni matriks
b Lojna ilezda
= - —
o o T -
: : o o
Hipodermis < o= = =
BT o=
o I _ S m 8
s Folikul dlake Inojna Zlezda

Slika 23. Putevi prolaska supstanci kroz kozu '*°
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Zbog razlika u debljini koze i sastavu lipida stratum corneuma, ne postoji korelacija
izmedu permeabilnosti kroz kozu razli€itih zivotinjskih vrsta ili iste zivotinjske vrste na
razli¢itim mestim primene. Posto je glavni put prolaska jedinjenja kroz kozu intercelularni
put, sastav lipida u ovim prostorima stratum corneuma je od velikog uticaja na
permeabilnost 1 znacajno se razlikuje od sastava lipida u drugim bioloSkim barijerama.
Najznacajniji lipidi prisutni u stratum corneumu su dugolancani ceramidi, holesterol, estri

holesterola i slobodne masne kiseline.'*'"'**

Ceramidi se sastoje od polarnog (sadrzi
nekoliko funkcionalnih grupa koje mogu da formiraju vodoni¢ne veze) i nepolarnog dela
(C16-C26 alkil niz). Na permeabilnost jedinjenja kroz stratum corneum utice koncentracija,
ali 1 medusobni odnos razliitih tipova ceramida. Identifikovano je osam tipova ceramida
koji se razlikuju medusobno po strukturi polarnog dela i duzini alkil niza u nepolarnom

. 125
regionu.

1.5.2. Upotreba humane i Zivotinjske koZe u ispitivanju permeabilnosti

Za procenu permeabilnosti najpouzdanija je humana koza, ali zbog lakSeg nabavljanja
uzoraka, koza razli¢itih zivotinjskih vrsta predstavlja pogodnu zamenu. Najcesce se koristi
koza svinja, miSeva, pacova, zamoraca i zmija. Najpogodnija je upotreba svinjske koze
(narocito koza sa uha svinja), zbog najvece histoloske i biohemijske sli¢nosti sa humanom
kozom. Sato i saradnici su ispitivali permeabilnost nikorandila kroz kozu pacova, misa,
svinje, zamorca i psa i uporedili sa permeabilno$¢u kroz humanu kozu. Uoceno je najbolje
slaganje koeficijenta permeabilnosti dobijenog kroz svinjsku kozu sa izracunatim
koeficijentom permeabilnosti kroz humanu kozu.'*® Druga grupa autora je ispitivala
permeabilnost hidrofilnih (manitol i parakvat) i lipofilnih (aldrin, karbaril i fluazifopbutil)
supstanci kroz kozu svinjskog uha, humanu kozu iz abdominalnog regiona i dorzalnu kozu
pacova. Utvrdeno je da je permeabilnost ovih jedinjenja kroz kozu svinjskog uha u boljoj
korelaciji sa permeabilnos¢u kroz humanu kozu nego permeabilnost kroz kozu pacova,

naro¢ito u slucaju lipofilnih predstavnika.'”” Debljina stratum corneuma, vijabilni deo
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epidermisa, folikularna struktura, vaskularna anatomija, raspored kolagenih vlakana i

o . y . Syl 128
lipidni sastav stratum corneuma svinjske koze su sli¢ni humanoj kozi.

U eksperimentima kojima se predvida permeabilnost jedinjenja kroz humanu kozu,
najceSc¢e se koristi koza glodara (miSeva, pacova i zamoraca) zbog lake dostupnosti ovih
zivotinja, jednostavne upotrebe i niske cene. Postoje sojevi glodara bez dlake, za Ciju kozu
je utvrdeno da bolje simulira humanu koZu nego sojevi sa dlakom.'*’ Pored toga, kod ovih
sojeva nije potrebno prethodno uklanjanje dlake, ¢ime se sprecava oSte¢enje koze.
Dokazano je 1 da je od svih glodara koji se koriste u eksperimentima, koza pacova
najsli¢nija humanoj kozi. Izuzimaju¢i kozu pacova, brzina prolaska jedinjenja kroz kozu
glodara je nesto veca nego kroz humanu kozu.”'*' Roy i saradnici su ispitivali
permeabilnost morfina, fentanila 1 sufentanila kroz humani epidermis i kozu misa kojoj su
prethodno uklonjene dlake i utvrdili znatno vece koeficijente permeabilnosti kroz kozu
132

miSa. ** U drugoj studiji, Ghosh 1 saradnici su ispitivali perkutanu apsorpciju Cetiri

antihipertenziva kroz kozu misa i ¢oveka i utvrdili znatno visu brzinu permeacije kroz kozu
misa.”> Zmijska koza se takode moze koristiti u ispitivanjima permeabilnosti.
Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija i infracrvena spektroskopija su dokazale izvestan
stepen sli¢nosti u sastavu 1 strukturi stratum corneuma Covekove, svinjske i zmijske

v 134
koze.'?

1.5.3. Upotreba C¢elijskih kultura kao in vitro modela u ispitivanju

permeabilnosti kroz kozu

Za procenu permeabilnosti koriste se i kulture ¢elija, kao $to su LSE (eng. Living Skin
Equivalent) 1 HRE (eng. Human Reconstructed Epidermis) modeli. Ovi modeli se sastoje
od ¢elija humane koze u odgovaraju¢em matriksu i koriste se kao alternativa zivotinjskoj
kozi. LSE modeli podsecaju na humanu kozu, sadrze dermis i epidermis sa delimi¢no
diferenciranim celijama stratum corneuma, ali ne sadrze adnekse koze (dlake, znojne i

lojne zlezde). Nedostatak ovih modela je Sto imaju slabija svojstva kao barijera, tako da
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permeabilnost ispitivanih jedinjenja moZze biti znacajno veca u odnosu na permeabilnost
kroz humanu kozu. Schmook 1 saradnici su ispitivali permeabilnost Cetiri jedinjenja male
molekulske mase kroz humanu kozu, kozu svinje i pacova i kroz dva modela koji se sastoje
od kulture celija: Graftskin® LSE i Skinethic® HRE. Permeabilnost izrazito lipofilnih
jedinjenja (terbinafin i klotrimazol) kroz poslednja dva modela je bila vec¢a 800-900 puta u
odnosu na permeabilnost kroz humanu kozu, dok je permeabilnost manje lipofilne salicilne
kiseline bila sli¢na permeabilnosti kroz humanu kozu. I u ovoj studiji je pokazano najbolje
slaganje permeabilnosti kroz svinjsku i humanu kozu, a autori su zakljucili da primenjeni
modeli sa kulturama ¢elija nisu pogodni za in vitro ispitivanja permeabilnosti.'*> Do sli¢nih
zakljucaka su dosli Roy 1 saradnici, koji su ispitivali permeabilnost razli¢itih alkil estara p-
aminobenzoeve kiseline kroz LSE model i humanu kozu."** Medutim, upotreba ovih

C . e . . . v- 137.138
modela se pokazala kao pouzdana u ispitivanju iritacionih svojstava supstanci na kozi. ~”

1.5.4. Ispitivanje permeabilnosti kroz koZu primenom difuzionih ¢elija

v . v oV . . , -+ 139-141
Protoc¢ne i neprotocne (staticke) difuzione celije

se Cesto koriste za ispitivanje
permeabilnosti jedinjenja 1 odgovaraju¢ih formulacija kroz kozu, a najcesSce koris¢ena
neprotoéna difuziona éelija je Franzova difuziona ¢elija.'**'** Franzova difuziona éelija se
sastoji iz donorskog odeljka, akceptorskog odeljka i membrane. U donorskom odeljku se
nalazi ispitivano jedinjenje koje difuzijom prolazi kroz odgovarajuu membranu u
akceptorski odeljak. Akceptorski odeljak sadrzi pufer ¢ija se temperatura odrzava
konstantnom (37 °C) pomoéu zagrejane vode koja kontinuirano prolazi oko ovog dela
¢elije. Uzorkovanje se vr$i u odgovaraju¢im vremenskim intervalima kroz bo¢ni nastavak
na akceptorskom odeljku, uz dodatak pufera kako bi se zapremina akceptorskog odeljka
odrzavala konstantnom (Slika 24). Membrana koja se koristi moze biti humana ili

Zivotinjska koZa ili vestadka membrana (npr. polidimetilsiloksan).'*’
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A-donorski odeljak

B-akceptorski odeljak

C-membrana

D-botni nastavak kroz koji se vrsi uzorkovanje
E-magnet

Slika 24. Franzova difuziona ¢elija'®

Primer proto¢ne difuzione celije je Kelderova difuziona c¢elija, u kojoj se zamena
akceptorskog rastvora vrsi na svaka dva minuta, ¢ime se simulira protok krvi kroz krvne

sudove koze.'*”

1.5.5. Testovi permeabilnosti na paralelnim vestackim membranama

(PAMPA)

Testovi permeabilnosti na paralelnim vestackim membranama (PAMPA) se koriste za
procenu permeabilnosti jedinjenja kroz razlicite bioloske membrane - kozu, krvno-mozdanu

barijeru i gastrointestinalni trakt.'*"'**

U PAMPA testovima, simulacija bioloskih membrana se postize adekvatnim odabirom

rastvaraca 1 supstanci od kojih se formira veStacka membrana. Tako napravljenom
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veStatkom membranom se razdvajaju dva odeljka - donorski i akceptorski (Slika 25).
Donorski odeljak sadrzi rastvor ispitivane supstance u pogodnom rastvaracu (ili smesi
rastvaraca), a akceptorski odeljak sadrzi samo rastvara¢. Spajanjem donorskog i
akceptorskog odeljka formira se PAMPA “sendvi¢” u kome se odvija difuzija ispitivane
supstance kroz vestacku membranu u pravcu gradijenta koncentracije - iz donorskog u
akceptorski odeljak. Obi¢no se u PAMPA testovima kojima se simulira permeabilnost kroz
kozu donorski odeljak postavlja iznad akceptorskog tako da se difuzija odvija u smeru
delovanja sile Zemljine teze. U drugim PAMPA modelima polozaj donorskih i
akceptorskih odeljaka moze biti i obrnut. Nakon inkubacije, donorski i akceptorski odeljci
se razdvajaju 1 odreduje se sadrzaj ispitivane supstance u oba odeljka i1 polaznom rastvoru.
Inkubacija se vr$i obi¢no 4-7 sati (uz konstantno muckanje PAMPA “sendvica”) ili 24-40
sati (bez muékanja PAMPA “sendviga™)."*”'* Osim permeabilnosti, PAMPA testovima se
moze proceniti 1 retencija u veStatkoj membrani, $to je od posebnog znacaja za jedinjenja

koja su namenjena za lokalnu primenu na kozi.

Donorski odeljci

Pravac

P Vestatka membrana
difuzije

Akceptorski odeljci

Slika 25. Ispitivanje permeabilnosti primenom PAMPA testova

Prvi PAMPA model primenjen za procenu permeabilnosti jedinjenja kroz kozu su
predlozili Ottaviani i saradnici i predstavlja sme$u silikonskog ulja i izopropilmiristata.'*’
Pre pojave ovog PAMPA modela, silikonsko ulje je koris¢eno kao jednostavna membrana u
in vitro testovima perkutane apsorpcije.'**'> Izopropilmiristat je koriséen kao vestacka
membrana u rotirajué¢im difuzionim éelijama,'™ jer njegova amfifilna svojstva mogu da na
jednostavan nacin simuliraju lipide koze. U ovoj studiji je ispitana moguénost primene
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izopropilmiristata, silikonskog ulja i njihovih smesa u razli¢itim odnosima kao vestacke
membrane u PAMPA testovima i utvrdeno je da smesa silikonskog ulja i izopropilmiristata
u odnosu 70:30 V/V daje najbolje slaganje sa rezultatima za permeabilnost kroz humanu

kozu.

Sinko 1 saradnici su primenili smeSu certramida, holesterola i stearinske kiseline kao
PAMPA model za procenu permeabilnosti kroz kozu.'*"'** Certramidi su sintetski analozi
ceramida. U prvoj studiji ove grupe autora, ispitan je uticaj koncentracije certramida i
duzine alkil niza u nepolarnom delu na permeabilnost ciprofloksacina, nifedipina i

verapamila.'™

Utvrdeno je da sa povecanjem koncentracije certramida u smeSi sa
holesterolom 1 stearinskom kiselinom dolazi do smanjenja permeabilnosti jedinjenja, pri
¢emu je permeabilnost najniza kada je sadrzaj certramida u veStatkoj membrani 100 %. Ovi
rezultati ukazuju na neophodnost prisustva preostale dve komponente (holesterola i
stearinske kiseline) u vestackoj membrani. Najbolje slaganje sa permeabilnoséu kroz
humanu kozu ispitanu u Franzovoj difuzionoj ¢eliji je pokazao PAMPA model koji sadrzi
60 % certramida, 20 % holesterola i 20 % stearinske kiseline. Certramidi koji su koris¢eni

su C8-C16 (sa dva alkil niza u nepolarnom delu, C8 i C16), C8-C18, C12-C12, C12-C16 i
C12-C18."*

1.5.6. Bioparticiona micelarna hromatografija

Bioparticiona  micelarna  hromatografija  (eng.  Biopartitioning  Micellar
Chromatography, BMC) predstavlja oblik reverzno - fazne te¢ne hromatografije u kojoj se
kao mobilna faza koristi rastvor surfaktanta iznad kriti¢ne micelarne koncentracije.'”*">’
Monomeri surfaktanta se adsorbuju na stacionarnu fazu, a retencija zavisi od interakcija
supstance sa monomerima na stacionarnoj fazi i micelama u mobilnoj fazi (Slika 26).

Surfaktanti koji se koriste u BMC mogu biti katjonski, anjonski, cviter-jonski i nejonski.
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| ———" "1 Stacionarna faza

Slika 26. Interakcije koje ostvaruju supstance u BMC sistemu'®’

Pri izvodenju BMC eksperimenata vazno je voditi racuna o udelu organskog rastvaraca
dodatog u mobilnu fazu. Dodatak organskog rastvara¢a smanjuje polarnost mobilne faze i
utice na koli¢inu monomera adsorbovanog na stacionarnu fazu. Pored toga, dolazi do
promene kritiéne micelarne koncentracije i agregacionog broja surfaktanta (broj monomera
surfaktanta koji obrazuju micelu). Kada se prede odredeni procenat organskog rastvaraca,
dolazi do raspada micela i tada BMC sistem prelazi u jon - par reverzno - faznu te¢nu
hromatografiju (RP-HPLC), u kojoj dominiraju jon - par interakcije izmedu monomera
surfaktanta i ispitivanih supstanci. Najjednostavniji test kojim se ispituje prisustvo micela u
smesi sa organskim rastvaraCem je test merenja mase 50 kapi. Ovaj test se zasniva na
¢injenici da 50 kapi smeSe u kojoj su prisutne micele ima veéu masu od istog broja kapi

smese u kojoj je dolo do raspada micela.'®

BMC sistemi koji najbolje simuliraju fizioloske uslove u kozi i koji se koriste za
procenu permeabilnosti jedinjenja kroz kozu podrazumevaju upotrebu 0,04 M rastvora

Brij35 (nejonski surfaktant) pri pH = 5,5 i temperaturu kolone pode$enu na 36,5 °C.
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Martinez-Pla i saradnici'® su ispitivali retenciono ponaSanje 43 jedinjenja razli¢itih
fizicko-hemijskih osobina u ovom BMC sistemu. Predlozeni QRAR model (eng
Quantitative Retention-Activity Relationship) obuhvata BMC retencioni parametar logkgnc
1 temperaturu topljenja. Retencioni parametar logkgyme zavisi od  hidrofobnih,
elektrostatickih i1 sternih osobina ispitivanih jedinjenja, a temperatura topljenja od
sposobnosti supstance da formira vodoni¢ne veze. Dobijeni QRAR model bi mogao da se
koristi za predvidanje permeabilnosti kroz kozu jedinjenja za koja nisu dostupni
odgovarajuci literaturni podaci. Ista grupa autora je u kasnijoj studiji primenila ovaj QRAR
model za predvidanje permeabilnosti nesteroidnih lekova i lidokaina kroz kozu u zavisnosti
od razli¢itih pH vrednosti (pH = 3.5 - 8).'? Martin-Biosca i saradnici su primenili
modifikaciju ovog BMC sistema (koris¢en je opseg pH vrednosti od 7,4 do 7,7) u cilju

predvidanja permeabilnosti kroz korneu.'®?

1.6. IN VIVO ISPITIVANJE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOSTI
GLUKOKORTIKOIDA ZA PRIMENU NA KOZI

Sinteza sve veceg broja glukokortikoida od druge polovine dvadesetog veka do danas
je uticala na razvoj velikog broja in vivo testova koji se koriste za procenu lokalne
antiinflamatorne aktivnosti glukokortikoida za primenu na kozi (Tabela 3). Ovi testovi se
zasnivaju na pracenju neimunoloskog inflamatornog odgovora na egzogeni medijator
inflamacije u prisustvu i u odsustvu ispitivanog glukokortikoida. Pored toga, koriste se i
imunoloski testovi, testovi pomocu kojih se procenjuje antiproliferativni efekat
glukokortikoida, a primenjuju se 1 neki komparativni modeli bolesti u in vivo ispitivanjima

o164
na ljudima.
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Tabela 3. In vivo testovi koji se koriste u proceni antiinflamatorne aktivnosti

glukokortikoida

Zivotinjski modeli Humani modeli
Neimunolo$ki inflamatorni modeli Neimunolo$ki inflamatorni modeli
Test eritema izazvanog krotonskim uljem Test eritema izazvanog
Kantaridin test krotonskim uljem i kerozinom
Test eritema izazvanog UV zracenjem Test eritema izazvanog UV zraenjem

Test eritema izazvanog pirogenima

Imunoloski inflamatorni modeli Modeli bolesti

Test preosetljivosti Ispitivanje psorijati¢nih naslaga

Test iritacije otrovnim brsljanom

Ispitivanje antimitotske aktivnosti Ispitivanje neZeljenih efekata

Modeli hiperplazija
Modeli atrofije
Modeli zarastanja rana

Testovi atrofije

Amonijum hidroksid test

Testovi istanjivanja stratum corneuma
Testovi akni

Ispitivanja sistemskih efekata

S druge strane, test izbeljivanja koze (skin blanching test) je jednostavan i neinvazivan
test za procenu efikasnosti glukokortikoida za primenu na kozi. Test se zasniva na
sporednom vazokonstriktornom efektu glukokortikoida koji dovodi do izbeljivanja koze na
mestu primene, a efikasnost primenjenog glukokortikoida je direktno srazmerna stepenu

165,166

izbeljenosti koze. Utvrdena je i korelacija izmedu stepena izbeljivanja koze i klinicke

efikasnosti glukokortikoidih preparata,'®”-'®

a rangiranje prema potentnosti glukokortikoida
1 glukokortikoidnih preparata za lokalnu primenu na kozi se vr§i na osnovu rezultata ovog

testa.
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1.7. RACIONALNO DIZAJNIRANJE GLUKOKORTIKOIDA -
MOLEKULSKI 20CA/VG 1 PROCENA AFINITETA ZA
GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR

Metoda uklapanja (Molekulski docking) podrazumeva kompjutersku simulaciju
interakcije liganda sa ciljnim molekulom definisane trodimenzionalne strukture. Metod
podrazumeva niz pokuSaja da se ispitivano jedinjenje u razli¢itim polozajima (prostornim
orijentacijama) veze za odredeni deo ciljnog molekula, sa zadatkom da se predvidi
najverovatnija interakcija — sa izraCunatom najmanjom energijom vezivanja. Postoje dva
pristupa koji se mogu primeniti pri ispitivanju interakcija izmedu ispitivanog jedinjenja i
ciljnog makromolekula: docking krutih struktura (rigidni docking) i fleksibilni docking.'®
Kada se primenjuje rigidni docking, broj stepeni slobode ispitivanog jedinjenja je ograni¢en
na Sest, dok se u fleksibilnom dockingu broj stepeni slobode povecava, Sto ima za posledicu
i ve¢i broj kompjuterskih proracuna. Prilikom izvodenja docking studija primenjuju se
algoritmi (search algorithms) pomocu kojih se vrSi odabir optimalne orijentacije
ispitivanog jedinjenja pri interakciji sa ciljnim makromolekulom, a primenjeni algoritmi se
zasnivaju na funkciji procene (scoring function), kojom se procenjuje koliko je energetski
povoljna odredena orijentacija ispitivanog molekula.'” Od docking studija se o¢ekuje da
daju odgovore o strukturi kompleksa ispitivano jedinjenje - ciljni makromolekul, stabilnosti
kompleksa (koja se izrazava preko molekulsko-mehanicki ili kvantno-mehanicki izraCunate
energije vezivanja) i mutacijama proteinskog receptora koje bi mogle dovesti do stabilnijeg
kompleksa. Tac¢nost predvidanja interakcije ispitivano jedinjenje - ciljni makromolekul
zavisi od viSe faktora, kao Sto su kvalitet trodimenzionalne strukture ciljnog
makromolekula, konformacione slobode prilikom izvodenja docking simulacija, simulacije
efekata rastvaraca i okruzenja, funkcije procene i drugih faktora koji se odnose na

metodologiju molekulskog dockinga.'*'"

Glukokortikoidni receptor (GR) se sastoji od tri glavna domena: N-terminalni domen,

centralni deo (vezuje se za DNK) i C-terminalni deo za koji se vezuju ligandi i1 koji
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predstavlja ciljno mesto pri proucavanju interakcija ligand - GR. C-terminalni domen se
sastoji od oko 250 aminokiselina koje formiraju 12 alfa-heliksa. Region za koji se vezuju
glukokortikoidi je okruzen heliksima 3, 6 1 7. Eksperimentalni rezultati pokazuju da je ovaj

region priliéno fleksibilan u interakciji sa ligandima.'”*'"™

Docking studije na GR se
uglavnom vrSe uz upotrebu rigidne strukture receptora dobijene kristalografskim studijama
(rigidni docking), dok se fleksibilni docking pokazao kao bolji izbor u slucaju odredenog
broja jedinjenja koja su aktivna, ali ne mogu da se uklope u GR primenom rigidnog

dockinga.'”

Dokazano je da je afinitet za GR od znacaja za klinicku efikasnost 1 nezeljene efekte
glukokortikoida.!®'""'" Izvesne strukturne modifikacije zna¢ajno uti¢u na afinitet
glukokortikoida za GR: uvodenje fluora u polozaj Céa i/ili C90a, uvodenje acetonida u
polozaje C160.i C170, esterifikacija C17o0 OH grupe i strukturne promene u C17 bo¢nom
nizu. OpSte pravilo je da povecanje zapremine supstituenata na polozajima C17c.1 C17 do
odredene mere dovodi do povecanja afiniteta za GR. Dokazano je i da afinitet za GR
jedinjenja koja zadovoljavaju osnovne zahteve za glukokortikoidnu aktivnost zavisi od
deskriptora koji opisuju molekulske dimenzije, kao Sto su molekulska zapremina,

. i 179-181
molekulska masa i Connollyeva povrsina.

1.8. FORMIRANJE, PROCENA KVALITETA I VALIDACIJA QSRR,
QSPR I3D-QSAR MODELA

Proces formiranja modela koji prikazuju kvantitativni odnos strukture i retencije (eng.
Quantitative structure - retention relationship, QSRR), strukture i1 osobina (eng.
Quantitative structure - property relationship, QSPR) 1 strukture i aktivnosti (eng. 3D
Quantitative structure - activity relationship, 3D-QSAR) modela se moze podeliti u tri
faze. Prva faza podrazumeva izraCunavanje molekulskih deskriptora. Druga faza
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predstavlja formiranje modela primenom odgovarajuce statisticke metode, kao Sto je
multipla linearna regresija (eng. Multiple Linear Regression, MLR), metoda parcijalnih

182-184 ye3tatke neuronske

najmanjih kvadrata (eng. Partial Least Square Regression, PLS),
mreZe (eng. Artificial Neural Networks, ANN) "' ili klasifikaciona i regresiona stabla
(eng. classification and regression trees)."*"'*® Cilj svake od ovih metoda je da se pronade
veza izmedu zavisnih varijabli (molekulski deskriptori izracunati u prvoj fazi) i odredene
osobine jedinjenja (npr. bioloska aktivnost, hromatografska retencija...). Tre¢a faza je
validacija modela i podrazumeva procenu mogucénosti primene formiranog modela u

predvidanju analizirane osobine jedinjenja.

1.8.1. Izbor molekulskog seta podataka

Broj jedinjenja na kojima se sprovodi QSPR, QSRR ili 3D-QSAR analiza bi trebalo da
bude optimalan, iz prakti¢nih razloga ne suvise veliki, ali ni suviSe mali, kako bi se dobio
pouzdani model. Pre formiranja modela neophodno je ceo set podeliti na dva podseta:
trenig set 1 test set. Trening set predstavlja grupu jedinjenja koja sluze za formiranje
modela, a test set sluzi za procenu sposobnosti predvidanja ispitivane osobine novih
jedinjenja. Broj jedinjenja koja ulaze u sastav trening seta takode treba da bude optimalan.
Ako je suviSe veliki, trening set bi mogao da se klasteruje i podeli na nekoliko manjih
setova. Ako je suviSe mali, moze do¢i do formiranja nepouzdanog modela usled
pronalazenja slucajne korelacije izmedu zavisne i nezavisnih varijabli ili do preteranog

prilagodavanja modela jedinjenjima u trening setu (overfitting).'*

1.8.2. Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptori se mogu definisati kao rezultat matematicke procedure koja
vr§i prevodenje informacija o molekulskoj strukturi u numericke vrednosti koje

predstavljaju odredenu osobinu molekula (teorijski deskriptori). Pored teorijskih
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deskriptora, koriste se 1 eksperimentalni deskriptori koji se dobijaju kao rezultat
eksperimentalnog postupka. Izracunati ili eksperimentalno dobijeni deskriptori mogu se
koristiti za bolje razumevanje odredenih osobina molekula ili za formiranje modela kojim

se neka osobina moze predvideti za druge molekule.

Osim podele na teorijske i eksperimentalne, molekulski deskriptori se mogu podeliti i
prema dimenzionalnosti molekulskog predstavljanja na nulte (0D), jedno-(1D), dvo-(2D),
tro-(3D) 1 Cetvoro-(4D) dimenzionalne. 0D deskriptori se dobijaju iz formule molekula
(npr. molekulska masa, broj 1 vrsta atoma...). 1D deskriptori predstavljaju molekul u obliku
skupa molekulskih fragmenata (npr. broj atoma donora vodoni¢ne veze ili broj amino grupa
u molekulu). 2D deskriptori uzimaju u obzir tip vezivanja i interakcije izmedu atoma (npr.
Balaban index, Wiener index...). 3D deskriptori se racunaju na osnovu trodimenzionalnog
oblika molekula (npr. 3D-MoRSE deskriptori), a 4D deskriptori se dobijaju iz

stereoelektronskog prikazivanja molekula ili prikazivanja u formi resetke.'”

1.8.3. Statisticke metode za formiranje QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela

1.8.3.1. Multilinearna regresiona analiza

Multilinearna regresiona analiza (MLR) je jedna od najces¢e koriS¢enih statistiCkih
metoda za formiranje QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela. Cilj ove metode je da se pronade
linearna zavisnost izmedu zavisne varijable (odredena osobina molekula) i nezavisnih
varijabli (molekulski deskriptori). Pouzdani MLR modeli se dobijaju od relativno malog
broja odabranih molekulskih deskriptora. Ukoliko se polazi od velikog broja deskriptora,
neophodno je pre formiranja modela izvrsiti njihovu selekciju. U ovu svrhu se mogu
koristiti razli¢ite metode: genetski algoritmi,””" analiza glavnih komponenti (eng. Principal

192

Component Analysis, PCA) "~ ili postupna (eng. stepwise) multilinearna regresiona
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analiza.

Primenom postupne MLR, nezavisne varijable se jedna po jedna dodaju u
model. Dodate varijable se analiziraju nakon svakog koraka i bivaju zadrzane ili uklonjene
iz modela na osnovu prethodno definisanih kriterijuma (F to enter i F to remove

kriterijumi).

1.8.3.2. Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata

Metodu parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) uveo je Wold 1975. godine za modelovanje
komplikovanih setova podataka koji su bili organizovani u blokove i na koje nije mogla biti
primenjena MLR analiza. PLS omogucuje analizu podataka koji su nepotpuni, sa visokom
interkorelacijom 1 velikim brojem promenljivih X, a daje 1 mogucnost istovremenog
modelovanja nekoliko zavisnih promenljivih Y. U PLS analizi, znacaj deskriptora (tj.
njegov uticaj na zavisnu varijablu) se procenjuje na osnovu VIP (Variable Importance in
the Projection) koeficijenta. Molekulski deskriptori sa VIP vredno$¢u ve¢om od 1 su
najznacajniji, molekulski deskriptori ¢ija je VIP vrednost izmedu 0,5 i 1 imaju manji uticaj,
a za molekulske deskriptore ¢ija je VIP vrednost manja od 0,5 se smatra da su bez
znatajnog uticaja na zavisnu varijablu.'”®"”’ Molekulski deskriptori sa najnizim VIP
vrednostima se sukcesivno uklanjaju iz PLS modela dok se ne dobije optimalni PLS model.
PLS se Cesto interpretira i kao projekcija na latentne strukture (eng. Projection to Latent

196,198
Structures).

1.8.3.3. Vestacke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze (ANN) predstavljaju kompjuterske programe koji vrse
obradu podataka na nacin sli¢an obradi podataka u ¢ovekovom mozgu. Osnovna gradivna
jedinica vestackih neuronskih mreza je neuron. Svaki neuron ima svoj tezinski ulaz (eng.
weight input), prenosnu funkciju (eng. transfer function) i izlaz (eng. output). Ulazni signali

(eng. inputs) su pomnozeni tezinskim vezama (eng. connection weights) i prvo se sabiraju,
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nakon Cega prolaze kroz prenosnu funkciju i na kraju stvaraju output za taj neuron.

Prenosna funkcija daje nelinearni karakter mrezi i najcesce se koristi sigmoidalna funkcija.

Jedan od najcesce koris¢enih tipova neuronskih mreza su viseslojni perceptroni (eng.
Multilayer Perceptrons, MLP) (Slika 27). Ovaj tip mreze se sastoji od tri sloja: ulaznog,
skrivenog (jedan ili viSe slojeva) i izlaznog sloja. Ulazni sloj Cine nezavisne varijable
(molekulski deskriptori), a izlazni sloj Cini zavisna varijabla (odgovaraju¢a osobina
molekula). U svakom sloju ima nekoliko neurona, a neuroni susednih slojeva su povezani
vezama koje podsecaju na sinapse. Ja€ina veza izmedu neurona se naziva tezina. S obzirom
na to da je prenos signala jednosmeran (od ulaza do izlaza), MLP spada u viSeslojne
nerekurentne mreze (eng. Multi Layer Feedforward Networks). U viSeslojnim rekurentnim
mrezama (eng. Multi Layer Feedback Networks), izlazni neuroni su povezani sa ulaznim,

&ime se informacija vraéa nazad u mrezu.'”

Pre formiranja odgovaraju¢ih ANN modela, sva jedinjenja se moraju podeliti u tri
grupe: trening set, verifikacioni set i test set. Trening set se koristi za formiranje modela, a
verifikacionim setom se prate performanse mreze i proces njenog treniranja kako bi se
sprecilo pretreniranje (overfitting). Pretreniranje mreze dovodi do formiranja modela koji je
previse prilagoden trening setu, pa je usled toga smanjena sposobnost predvidanja tako

formiranog modela. Test set se koristi za nezavisnu proveru kvaliteta kreirane mreZze.

D O—P ¥
D%
] L—*

Ulaz (input) Skriveni sloj Izlaz (output)

I
VV VV

Slika 27. Viseslojna nerekurentna mreza'””
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1.8.4. Validacija QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela

Validacija QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela predstavlja proces kojim se proverava
kvalitet 1 sposobnost predvidanja formiranih modela. Statisticki parametri koji se
izraCunavaju u cilju validacije formiranih modela su RMSEE (eng. Root Mean Square
Error of Estimation), RMSEP (eng. Root Mean Square Error of Prediction), R* (koeficijent
determinacije formiranog modela), F-odnos, p-vrednost, interni validacioni parametar Q?, r
(koeficijent korelacije izmedu predvidenih 1 eksperimentalno odredenih vrednosti zavisne

varijable jedinjenja test seta) i1 eksterni validacioni parametar Rzobs vs pred-

RMSEE i1 RMSEP predstavljaju greske predvidanja modela. RMSEE se izracunava za
trening set, dok se RMSEP racuna za test set i verifikacioni set (ANN modeli) ili test set

(MLR i PLS modeli).

Q? je interni validacioni parametar. Izratunava se primenom leave-one-out (LOO)
ukrstene validacije u kojoj se svako jedinjenje trening seta eliminiSe po jednom, a od
ostalih jedinjenja se formira model. Vrednost zavisne varijable eliminisanog jedinjenja
(njegova bioloska aktivnost, retencija u hromatografskom sistemu, permeabilnost kroz
vestatku membranu ili druga osobina) se predvida primenom tako formiranog modela.
Procedura se ponavlja dok sva jedinjenja iz trening seta ne budu eliminisana po jednom i

.. . .. .. . . . . . 200.201 2
vrednosti njihovih zavisnih varijabli predvidene tako formiranim modelima.”™™" Q° se

izraCunava primenom jednacine (1). U ovoj jednacini, ?tm,-,,mg je srednja vrednost zavisne
varijable za jedinjenja koje formiraju trening set, dok je Y,psuaining €ksperimentalno
dobijena vrednost zavisne varijable za jedinjenja iz trening seta. Smatra se da QSRR, QSPR

i 3D-QSAR modeli &ija je Q* vrednost ve¢a od 0,5 imaju dobru mo¢ predvidanja.'*®'"’?

Visoke vrednosti Q* se danas ne smatraju dovoljnim kriterijumom u proceni kvaliteta

189,202 ~2 - it . - .
77 Q7 je statisticki parametar koji omoguéuje procenu sposobnosti

formiranog modela.
predvidanja QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela za jedinjenja koja su slicna jedinjenjima
koja pripadaju trening setu. Za procenu sposobnosti predvidanja modela za jedinjenja koja

se u odredenoj meri strukturno razlikuju od jedinjenja iz trening seta, koristi se parametar
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Rzobs vs pred- Rzabs vs pred J€ €ksterni validacioni parametar koji se racuna prema jednacini
(2).203 U jednaCini (2), Y,psuesy je eksperimentalno odredena vrednost zavisne varijable
jedinjenja iz test seta, a Y waining J€ srednja vrednost zavisne varijable jedinjenja koja
formiraju trening set. Za QSRR, QSPR i 3D-QSAR modele ¢ija je vrednost R 5 vs pred VECA

od 0,5 se smatra da imaju dobru sposobnost predvidanja.*****>

PRESS (eng. Predicted Residual Sum of Squares, jednafina (3)) se koristi za

. v . 2 . 2 . . . 2 .
izraCunavanje Q° 1 R v pres 1 predstavlja sumu kvadrata razlike (e(i)) 1zmedu

eksperimentalno odredenih 1 predvidenih vrednosti zavisne varijable jedinjenja iz trening

seta (Qz) ili test seta (Rzobs vs pred)-

Q=1 PRESS _ N
2
Z(Yobx(training) - Yfrtlining)
PRE
R pres =1 LR @)
Z(Yobs(text) - Ytraining)
PRESS =S &
Zi:l 0 (3)

Pored visokih vrednosti parametara Q2 i R% s s pred> formirani model bi trebalo da bude
okarakterisan 1 visokom vrednos¢u koeficijenta korelacije r izmedu predvidenih i

eksperimentalno odredenih vrednosti zavisne varijable jedinjenja test seta.

F-odnos sluzi za procenu statisticke znacajnosti formiranih QSRR, QSPR i 3D-QSAR
modela, dok p-vrednost predstavlja nivo vaznosti F-odnosa. Modeli ¢ija je p-vrednost niza

od 0,05 se smatraju statisti¢ki znadajnim.'*®
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2. CILJ RADA
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Ciljevi ove doktorske disertacije su:
» Dizajniranje amida kortienskih kiselina.

e [zbor aminokiselina koje ¢e biti upotrebljene za sintezu amida

kortienskih kiselina na osnovu rezultata docking studija.

e Formiranje matematickog modela za procenu afiniteta dizajniranih

jedinjenja za glukokortikoidni receptor.
» Sinteza amida kortienskih kiselina.
e Perjodna oksidacija glukokortikoida do kortienskih kiselina.

e Sinteza amida kortienskih kiselina primenom kupluju¢ih reagenasa i

izbor postupka koji daje najbolji prinos finalnih proizvoda.

e PreciS¢avanje novosintetisanih amida primenom preparativne
hromatografije na gravitacionoj koloni i preparativne TLC 1 utvrdivanje

stepena Cisto¢e primenom hromatografskih tehnika (TLC i HPLC).

e Potvrda hemijske strukture sintetisanih jedinjenja odredivanjem
temperature topljenja i primenom spektroskopskih metoda (UV-
spektroskopija, ~ATR-FTIR  spektroskopija, 'H i "“C-NMR
spektroskopija, MS-MS i MS-TOF).

» Ispitivanje  osnovnih  fizicko-hemijskih i  biofarmaceutskih  osobina

novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

e (Odredivanje particionih koeficijenata oktanol/voda (logP) primenom
konvencionalne shake-flask metode 1 izbor optimalne RP-TLC metode

za procenu lipofilnosti i predvidanje logP ovih derivata.

e Procena permeabilnosti i retencije u kozi primenom in vitro tehnika

(PAMPA 1 bioparticiona micelarna hromatografija).
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e Formiranje QSPR i QSRR modela u cilju identifikacije funkcionalnih

grupa najznacajnijih za permeabilnost i retenciju u kozi.
» Ispitivanje bioloskih osobina novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

e [spitivanje lokalne antiinflamatorne aktivnosti i sistemskih nezeljenih
efekata primenom testa inhibicije edema izazvanog krotonskim uljem

na uhu pacova.
e [n silico procena metabolizma sintetisanih derivata.

e 3D-QSAR analiza u cilju identifikacije farmakofora sa najve¢im

uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

55



3.1. OPSTI PODACI

3.1.1. Reagensi i rastvaraci
e Hidrokortizon, 98 % (Alfa Aesar, Karlsruhe, Nemacka)
e Prednizolon, > 98 % (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan)
e Metilprednizolon, > 98 % (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan)
e Deksametazon, > 99 % (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan)
e Betametazon, > 98 % (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan)
e ortoperjodna kiselina, >99 % (Carlo Erba, Rodano, Italija)
e Destilovana voda
e N,N’-dimetilformamid, DMF, 99,8 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)
e Hloroform, 99 % (Fisher Scientific, Loughborough, Velika Britanija)
e Metanol, p.a. (Avantor Performance Materials, Gliwice, Poljska)
e Tetrahidrofuran, THF, > 99,9 % (Fluka, Neu-Ulm, Nemacka)
e Glacijalna siréetna kiselina, p.a. (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)

e ]-etil-3-(3-dimetilaminopropil )karbodiimid, EDC, > 98 % (Across Organics, Geel,
Belgija)

e N,N’-dicikloheksilkarbodiimid, DCC, > 99 % (Sigma Aldrich, Steinheim,

Nemacka)
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N-hidroksibenzotriazol, HOBt, > 97 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)
Trietilamin HPLC ¢istoc¢e, TEA (Fisher Scientific, Loughborough, Velika Britanija)
Metil estar L-glicin hidrohlorida, 99 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)

Metil estar L-alanin hidrohlorida, > 98 % (Tokio Chemical Industry, Tokyo, Japan)
Etil estar B-alanin hidrohlorida, 98 % (Across Organics, Geel, Belgija)

Etil estar L-glicin hidrohlorida, 99 % (Across Organics, Geel, Belgija)

Metil estar L-fenilalanin hidrohlorida, 98 % (Across Organics, Geel, Belgija)

Silikagel za preparativnhu hromatografiju na gravitacionoj koloni; 0,063-0,200 mm

(Merck, Darmstadt, Nemacka)

Silikagel GF,s4 za tankoslojnu hromatografiju sa ~ 13 % CaSO, i fluorescentnim

indikatorom (Fluka, Neu-Ulm, Nemacka)

Acetonitril HPLC c¢istoc¢e (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)

Dejonizovana voda (TKA sistem za preciS¢avanje vode, Niederelbert, Nemacka)
n-oktanol, p.a. (Fluka, Neu-Ulm, Nemacka)

Silikonsko ulje DC200 (Fluka, Neu-Ulm, Nemacka)

[zopropilmiristat, > 95 % (Fluka, Neu-Ulm, Nemacka)

n-heksan 95 % (Fisher Scientific, Loughborough, Velika Britanija)
Natrijum-dihidrogenfosfat, monohidrat, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Dinatrijum-hidrogenfosfat, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemacka)
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e Dimetilsulfoksid, DMSO, > 99,9 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)
e Polioksietilen(23) lauril etar, Brij 35 (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)
e Krotonsko ulje (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka)

e Aceton, p.a. (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

3.1.2. Oprema

e NMR BRUKER AVANCE II DMX 500 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten,

Nemacka)
e NMR BRUKER AVANCE III 400 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Nemacka)

e ATR-FTIR spektrofotometar Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison,
WI, SAD)

* ATR modul SMART iTR sa dijamantskim kristalom
=  OMNIC 8.0 program

e Tecni hromatograf spregnut sa masenim detektorom preciznih masa Agilent 6210
Time-of-Flight (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)
= teCni hromatograf Agilent Technologies 1210
= program Agilent MassHunter Workstation Software

= program Analyst QS

e UHPLC-MS-MS aparat — tecni hromatograf spregnut sa triplkvadripolskim
masenim detektorom (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD)
=  UHPLC te¢ni hromatograf ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Madison, WI, SAD)
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= triplkvadripolski MS-MS detektor TSQ Quantum Access MAX
(Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD)

= program TSQ EZ Tune version 2.3.0.1206 SPI

= program Xcalibur 2.1.0.1139

e HPLC aparat Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Germering,

Nemacka)

* Dionex Ultimate 3000 kvaternerna pumpa
= Autosempler

= DAD detektor

*  Chromeleon 7 softver

e Kolona Zorbax Eclipse Plus C18 250 x 4,6 mm; dijametar Cestica 5 pm (Agilent
Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Kolona Zorbax Extend-C18 150 x 4,6 mm; dijametar Cestica 5 um (Agilent
Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 100 mm x 4,6 mm; dijametar Cestica 3,5 pm
(Agilent Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Analiticka vaga Adventurer'™-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, SAD)
e Magnetna mesalica Tehtnica Rotamix SHP-10 (Zelezniki, Slovenija)
e Rotacioni vakuum uparivaé ROTAVAPOR-R (Biichi, Svajcarska)

e Aparat za odredivanje temperature topljenja Boetius PHMK 05 (Radebeul,

Nemacka)

e UV lampa UV-CABINET II (Camag, Svajcarska)
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e RP-18 Fys4 aluminijumske TLC ploce, 20 x 20 cm (Merck, Darmstadt, Nemacka)
e Analiti¢cka vaga METLLER (Ziirich, Svajcarska)

e Vibraciona meSalica Kinetor-m (Elektromedicina, Ljubljana, Slovenija)

e Ultrazvucno kupatilo USK (EI Ni$, Ni§, Srbija)

e (Centrifuga (Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Nemacka)

e TKA sistem za preciS¢avanje vode (Niederelbert, Nemacka)

e Hidrofobne PVDF mikrofiltracione plo¢e Multiscreen IP Filter Plate 0,45 pum
(Millipore Corporation, Bedford, MA, SAD)

e pH metar Radiometer model PHM 240 pH/ION-meter (Radiometer, Kopenhagen,

Danska)

3.1.3. Racunarski programi

e Autodock v4.2 (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
http://autodock.scripps.edu/)

e UCSF Chimera vl (Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics,

2006, http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

e Swiss-PDBViewer v4.1 (Swiss Institute of Bioinformatics, 2012, http://spdbv.vital-
it.ch/)

e Chem3D Ultra 9.0.1 (CambridgeSoft Corporation, 2005, http://www.cambridge-

soft.com)
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MarvinSketch 6.2.1 (ChemAxon, 2014, http://www.chemaxon.com)

MarvinSketch 5.1.3 (ChemAxon, 2008, http://www.chemaxon.com)

Dragon 6.0 (TALETE srl, 2010, http://www.talete.mi.it)

STATISTICA softver sa neural network modulom (StatSoft Inc., 1998,

http://www.statsoft.com)

SIMCA P+ 12.0 (Umetrics AB, 2008, http://www.umetrics.com)

Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, 2010, http://www.microsoft.com)

STAT for Windows 8.0 (StatSoft Inc., 2007, http://www.statsoft.com)
Metabolizer (ChemAxon, 2014, http://www.chemaxon.com)

Pentacle 1.07 (Molecular Discovery Ltd, 2009, http://www.moldiscovery.com)
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3.2 DIZAJNIRANJE AMIDA  KORTIENSKIH  KISELINA
ANTIINFLAMATORNIH STEROIDA

3.2.1. Izbor jedinjenja za docking studije

Jedinjenja na kojima ¢e biti izvedene docking studije su amidi kortienskih kiselina 1
aminokiselina. Odabrane kortienske kiseline su derivati hidrokortizona, prednizolona i
metilprednizolona. Kako bi se ispitao uticaj bo¢nog niza amida kortienskih kiselina na
vezivanje za receptor, izabrane su aminokiseline bez bo¢nog niza (L-glicin), sa ra¢vastim
(L-alanin) ili linearnim (B-alanin) bo¢nim nizom, sa polarnom grupom u bo¢nom nizu (L-
serin) 1 aromati¢ne aminokiseline (L-fenilalanin i L-histidin). Odabrane aminokiseline su u
obliku metil ili etil estara. Esterifikacijom karboksilne grupe aminokiselina povecava se
lipofilnost amida, Sto bi trebalo povoljno da utiCe na bioraspolozivost ovih derivata.
Kombinacijom navedenih kortienskih kiselina i aminokiselina dobijeno je 18 derivata ¢ije
je vezivanje za glukokortikoidni receptor ispitano primenom docking studija i uporedeno sa
vezivanjem koje ostvaruju deksametazon i kortienska kiselina iz prednizolona (neaktivni i

netoksi¢ni metabolit).

3.2.2. Izvodenje docking studija

Docking studije su izvedene upotrebom programa AutoDock v4.2.2°* 3D koordinate
kristalografske strukture kompleksa deksametazon - glukokortikoidni receptor koji je
upotrebljen u ovom ispitivanju preuzete su iz Brookhaven protein data bank (PDB code:
1m2z)."” Glukokortikoidni receptor je dimer, a sva docking ispitivanja izvedena su na
lancu A. Slobodna struktura glukokortikoidnog receptora izolovana je iz navedenog
kompleksa uz pomo¢ programa UCSF Chimera, a nedostaju¢i delovi aminokiselinskih

lanaca iz kristalografske strukture rekonstruisani su primenom programa Swiss-
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PDBViewer. Strukture testiranih jedinjenja su optimizovane u Chem3D Ultra 9.0.1.

programu primenom AM1 semiempirijske kvantno-hemijske metode.””’

U cilju pripreme, izvodenja 1 analize docking simulacija, GUI program
AutoDockTools (ADT) je upotrebljen. Lamarckianov genetski algoritam (LGA) je
primenjen za pretragu energetski najpovoljnijih konformera. Tokom docking simulacija,
najvise 100 konformera svakog jedinjenja je analizirano. Napravljena je koordinatna x, y, z
mreza dimenzija 40 x 40 x 40 tadaka, sa razmakom izmedu tadaka od 0,375 A, i centrirana
je u centru mase katalitickog dela ispitivanog receptora. Veli¢ina populacije podesena je na
150, sa slu¢ajnim izborom individua. Maksimalni broj energetskih proracuna podesSen je na
2500000, maksimalni broj generisanja konformacija na 27000, pri ¢emu je broj prezivelih
individua ograni¢en na 1, uz brzinu mutacija od 0,02, brzinu rekombinacija na 0,8,
translaciju od 2 A, kvaternion od 50° i torzioni ugao od 50°. Izvedeno je 100 LGA
proraduna, sa tolerancijom u klasteru od 2 A, eksternom energijom mreze od 1000,0,
maksimalnom inicijalnom energijom od 0,0 i maksimalnim brojem ponavljanja od 10000.
Validacija metode izvedena je ponovnim uklapanjem (redockingom) konformacije liganda
(deksametazona) izdvojene iz kristalografske strukture kompleksa u 3D strukturu
glukokortikoidnog receptora, a dobijena RMSD vrednost od 0,60 A potvrduje uspesno

predvidanje metode.

3.2.3. Procena afiniteta za glukokortikoidni receptor

U cilju formiranja modela koji bi mogao da se upotrebi za procenu afiniteta odabranih
amida kortienskih kiselina za glukokortikoidni receptor (GRA), formiran je strukturno
heterogeni set steroidnih derivata sa glukokortikoidnom aktivnoséu (Prilog 1).
Eksperimentalno  odredene vrednosti GRA ovih jedinjenja preuzete su iz
literature, ' 1021 7718018120213 A finitet ovih jedinjenja je izrazen kao relativna vrednost GRA
u odnosu na deksametazon (rGRA), ¢ija je rGRA vrednost 100, a van der Waalsove

zapremine su izracunate u programu MarvinSketch 6.2.1.
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3.3. SINTEZA KORTIENSKIH KISELINA I AMIDA KORTIENSKIH
KISELINA

3.3.1. Priprema rastvora ortoperjodne Kiseline

Ortoperjodna kiselina (690 mg) se rastvori uz blago zagrevanje u destilovanoj vodi,
kvantitativno prenese u odmerni sud od 5 ml 1 dopuni do oznake destilovanom vodom. Od

dobijenog rastvora uzima se 2,24 ml za perjodnu oksidaciju glukokortikoida.

3.3.2. Sinteza kortienskih Kkiselina - opSta procedura

Kortienske kiseline su sintetisane iz odgovaraju¢ih glukokortikoida (hidrokortizon,
prednizolon, metilprednizolon, deksametazon i betametazon) perjodnom oksidacijom
prema literaturnoj proceduri.zl4 Glukokortikoid (0,68 mmol, 1 ekvivalent) se rastvori
(hidrokortizon, prednizolon, metilprednizolon 1 deksametazon) ili suspenduje
(betametazon) u THF (5,6 ml), nakon ¢ega se u kapima dodaje rastvor ortoperjodne kiseline
(1,36 mmol, 2 ekvivalenta). Reakciona smesa se meSa na sobnoj temperaturi (5 h) 1 uparava
do suva pod snizenim pritiskom. Suvi ostatak se suspenduje u vodi i profiltrira, a dobijeni
talog se ispira nekoliko puta vodom i suSi u vakuumu (70 °C, 2 h). Strukture

glukokortikoida koriS¢enih za sintezu kortienskih kiselina su prikazane u Tabeli 4.
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Tabela 4. Strukture glukokortikoida kori§¢enih za sintezu kortienskih kiselina

Glukokortikoid X R R, R,
Hidrokortizon -C-C- -H -H -H
Prednizolon -C=C- -H -H -H
Metilprednizolon -C=C- -CH; -H -H
Deksametazon -C=C- -H -F “nnlICHg
Betametazon -C=C- -H -F ~=CH,

3.3.3. Sinteza amida kortienskih Kiselina

Jednostepeni postupak (postupak A) A5 opsta procedura:

Kortienska kiselina (0,14 mmol, 1 ekvivalent) se rastvori u DMF (2 ml) na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, dodaju se odgovaraju¢a aminokiselina (0,17 mmol, 1,19
ekvivalent), EDC (40 mg; 0,21 mmol; 1,5 ekvivalent), HOBt (29 mg; 0,21 mmol; 1,5
ekvivalent) i TEA (38,5 ul; 0,28 mmol; 2 ekvivalenta). Reakciona smesa se meSa na sobnoj
temperaturi preko noci. Nakon toga, reakciona smesSa se uparava do suva pod snizenim
pritiskom, ostatak se rastvara u smesi hloroforma i metanola i preciS¢ava preparativnom

hromatografijom na gravitacionoj koloni. Mobilne faze koje se koriste za preciS¢avanje
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reakcione smese su hloroform/metanol 99:1 V/V (A), hloroform/metanol 98,5:1,5 V/V (B) 1
hloroform/metanol 98:2 V/V (C). Stepen C¢istoée prikupljenih frakcija proverava se
primenom tankoslojne hromatografije (TLC) i visokoefikasne tecne hromatografije
(HPLC). Nedovoljno ciste frakcije se uparavaju do suva, rastvaraju u metanolu i ponovo
precis¢avaju primenom preparativne TLC. Mobilne faze koje se koriste za preparativnu
TLC su hloroform/metanol/glacijalna  siretna kiselina 95:5:1 V/V/V (D) i
hloroform/metanol 95:5 V/V (E). Precis¢eni proizvodi se prekristaliSu u smesi metanola i

destilovane vode ¢ime se dobijaju beli ili bledo sivi kristalni praskovi.

Dvostepeni postupak (postupak B)10 - opSta procedura:

Kortienska kiselina (0,14 mmol, 1 ekvivalent) se rastvori u DMF (2 ml). Rastvor se
hladi na ledenom kupatilu. Nakon toga, dodaju se DCC (58,6 mg; 0,28 mmol; 2
ekvivalenta) i HOBt (29 mg; 0,21 mmol; 1,5 ekvivalent). SmeSa se hladi na ledenom
kupatilu u toku 1 h, a nakon toga se ostavlja preko no¢i na temperaturi koja ne prelazi 5 °C.
Odgovarajuc¢a aminokiselina (0,14 mmol, 1 ekvivalent) se rastvori u DMF (1 ml), doda se
TEA (38,5 ul; 0,28 mmol; 2 ekvivalenta), nakon ¢ega se smesa hladi na ledenom kupatilu.
Smesa kortienske kiseline, DCC i HOBt se profiltrira i u kapima doda u tako pripremljen
rastvor aminokiseline, hladi na ledenom kupatilu u toku 1 h i ostavlja preko no¢i na
temperaturi koja ne prelazi 5 °C. Reakciona smeSa se profiltrira i upari na rotacionom
vakuum uparivacu. PreciS¢avanje se vrSi primenom preparativne hromatografije na
gravitacionoj koloni i1 preparativne TLC, na nacin opisan u opstoj proceduri za jednostepeni
postupak sinteze. PreciS¢eni proizvodi se prekristaliSu u smesi metanola i destilovane vode,

¢ime se dobijaju beli ili bledo sivi kristalni praskovi.
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Prema opStim procedurama sintetisani su sledeci derivati:

metil 2-(11,17 o-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 -karboksamido) acetat,
HG - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz hidrokortizona 1 21,3
mg (postupak A), odnosno 18 mg (postupak B) metil estra L-glicin
hidrohlorida.

metil 2-(11,17 a—dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17-karboksamido)
propionat, HA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
hidrokortizona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak B) metil

estra L-alanin hidrohlorida.

etil 2-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 -karboksamido) acetat,
HEG - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz hidrokortizona i

23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak B) etil estra L-glicin
hidrohlorida.

etil 3-(11,17 ordihidroksi-3-okso-androst-4-en-17-karboksamido)
propionat, HEA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
hidrokortizona i 26,1 mg (postupak A), odnosno 22,2 mg (postupak B) etil

estra 3-alanin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 f-karboksamido)-3-
fenilpropionat, HF - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
hidrokortizona i 36,7 mg (postupak A), odnosno 30 mg (postupak B) metil

estra L-fenilalanin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-17 -karboksamido)
acetat, PG - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz prednizolona i
21,3 mg (postupak A), odnosno 18 mg (postupak B) metil estra L-glicin
hidrohlorida.
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metil 2-(11L,17 odihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-17 -karboksamido)
propionat, PA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
prednizolona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak B) metil

estra L-alanin hidrohlorida.

etil 2-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-17 f-karboksamido)
acetat, PEG - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz prednizolona
123,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak B) etil estra L-glicin
hidrohlorida.

etil 3-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-17 -karboksamido)
propionat, PEA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
prednizolona i 26,1 mg (postupak A), odnosno 22,2 mg (postupak B) etil estra

B-alanin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-17 -karboksamido)-3-
fenilpropionat, PF - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
prednizolona i 36,7 mg (postupak A), odnosno 30 mg (postupak B) metil estra

L-fenilalanin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 o~dihidroksi-6 a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 3
karboksamido) acetat, MPG - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
kiseline iz metilprednizolona i 21,3 mg (postupak A), odnosno 18 mg

(postupak B) metil estra L-glicin hidrohlorida.

metil 2-(11L,17 odihidroksi-6 o-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 3
karboksamido) propionat, MPA - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
kiseline iz metilprednizolona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg

(postupak B) metil estra L-alanin hidrohlorida.

etil 2-(11,17 ordihidroksi-6 o-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 3
karboksamido) acetat, MPEG - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
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kiseline iz metilprednizolona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg

(postupak B) etil estra L-glicin hidrohlorida.

etil 3-(11p,17 odihidroksi-6 o-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 3
karboksamido) propionat, MPEA - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
kiseline iz metilprednizolona i 26,1 mg (postupak A), odnosno 22,2 mg

(postupak B) etil estra (3-alanin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 odihidroksi-6 o-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 3
karboksamido)-3-fenilpropionat, MPF - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg
kortienske kiseline iz metilprednizolona i 36,7 mg (postupak A), odnosno 30

mg (postupak B) metil estra L-fenilalanin hidrohlorida.

metil 2-(11, 17 o~dihidroksi-9 a-fluoro-16 a—metil-3-okso-androst-1,4-dien-
17B-karboksamido) acetat, DG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz deksametazona i 21,3 mg (postupak A), odnosno 18 mg (postupak

B) metil estra L-glicin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 o~dihidroksi-9 o-fluoro-16 ormetil-3-okso-androst-1,4-dien-
17B-karboksamido) propionat, DA - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz deksametazona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak

B) metil estra L-alanin hidrohlorida.

etil 2-(11,17 o~dihidroksi-9 o-fluoro-16 ormetil-3-okso-androst-1,4-dien-17 -
karboksamido) acetat, DEG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske kiseline
iz deksametazona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak B) etil
estra L-glicin hidrohlorida.

etil 3-(11,17 o~dihidroksi-9 o-fluoro-16 oa—metil-3-okso-androst-1,4-dien-
17B-karboksamido) propionat, DEA - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz deksametazona i 26,1 mg (postupak A), odnosno 22,2 mg (postupak

B) etil estra B-alanin hidrohlorida.
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metil 2-(11L,17 ordihidroksi-9 o-fluoro-16 ormetil-3-okso-androst-1,4-dien-
17B-karboksamido)-3-fenilpropionat, DF - sintetisan uz upotrebu 53 mg
kortienske kiseline iz deksametazona i 36,7 mg (postupak A), odnosno 30 mg

(postupak B) metil estra L-fenilalanin hidrohlorida.

metil 2-(11,17 o-dihidroksi-9 o-fluoro-16 f-metil-3-okso-androst-1,4-dien-
17B-karboksamido)acetat, BG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz betametazona i 21,3 mg (postupak A), odnosno 18 mg (postupak B)

metil estra L-glicin hidrohlorida.

etil 2-(11,17 o~dihidroksi-9 o-fluoro-16 f-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 -
karboksamido)acetat, BEG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske kiseline
i1z betametazona 1 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupak B) etil

estra L-glicin hidrohlorida.
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3.4. OSNOVNA FIZICKO-HEMIJSKA 1 BIOFARMACEUTSKA
ISPITIVANJA NOVOSINTETISANIH AMIDA KORTIENSKIH
KISELINA

3.4.1. Ispitivanje lipofilnosti

3.4.1.1. Priprema rastvora
U casi se suspenduje na ultrazvuc¢nom kupatilu oko 1 mg supstance u 5 ml destilovane

vode, nakon Cega se suspenzija profiltrira (zasi¢en rastvor ispitivane supstance).

3.4.1.2. Odredivanje particionih koeficijenata oktanol/voda primenom shake-flask

metode

Raspodela izmedu n-oktanola i vode se vr$i u vijalama zapremine 5 ml sa PTFE
zatvaradima.”'® Po 2 ml zasiéenog vodenog rastvora ispitivanog jedinjenja i 2 ml oktanola
se pazljivo prenesu u vijalu, koja se zatim polozi horizontalno na vibracionu mesalicu.
Slojevi se meSaju u toku 1 h na sobnoj temperaturi, nakon c¢ega se razdvajaju
centrifugiranjem na 3000 rpm u toku 15 minuta. Particioni koeficijent oktanol/voda (logP)

se odreduje prema sledecoj jednacini (4):

logP = 1og(A°1;Aj 4)

Ay - povrsina hromatografskog pika ispitivanog jedinjenja u vodenom sloju pre meSanja sa
oktanolom

A - povrSina hromatografskog pika ispitivanog jedinjenja u vodenom sloju nakon
razdvajanja slojeva
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Hromatografsko odredivanje sadrzaja ispitivanog jedinjenja u vodenom sloju pre
mesanja sa oktanolom i posle razdvajanja faza se vr$i na Dionex Ultimate 3000 sistemu
opremljenim Dionex Ultimate 3000 kvaternernom pumpom, autosemplerom i DAD
detektorom. U ispitivanju je koriS¢ena kolona Zorbax Eclipse Plus C18 (250 x 4.6 mm;
dijametar Cestica 5 um). Mobilnu fazu ¢ine acetonitril i voda (60:40 V/V). Temperatura
kolone je 35 °C, a protok mobilne faze 1 ml/min. UV detekcija ispitivanih jedinjenja je

vrsena na 210 nm (HF, PF, MPF i DF) i 239 nm (polazni glukokortikoidi i ostali derivati).

3.4.1.3. RP-TLC metoda za procenu lipofilnosti

Hromatografsko ponaSanje sintetisanih jedinjenja 1 polaznih glukokortikoida ispitano
je na reverzno-faznim C18 silika plocama za TLC. Ispitivana jedinjenja se rastvaraju u
metanolu (oko 0,1 mg/ml) i nanose na ploc¢u (2 pl). Mobilne faze koje su koriS¢ene u

ispitivanju prikazane su u Tabeli 5.

Tabela 5. Mobilne faze koris¢ene u RP-TLC ispitivanju lipofilnosti jedinjenja

Mobilna faza Sastav
I acetonitril-voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20 V/V)
II aceton-voda (60:40, 70:30, 80:20 1 90:10 V/V)
I etanol-voda (50:50, 60:40, 70:30 1 80/20 V/V)
v metanol-voda (60:40, 70:30, 80:20 1 90:10 V7))
A% tetrahidrofuran-voda (50:50, 60:40, 70:30 1 80/20 V/V)

Detekcija ispitivanih jedinjenja se vr$i pomoc¢u UV lampe (254 nm). Hromatografski

parametri se racunaju prema jednacinama (5) i (6):
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Ry =— (5)

[ - rastojanje od starta do centra zone koja odgovara ispitivanom jedinjenju
lyp- rastojanje od starta do fronta mobilne faze

R, = logKRLj—l} (6)

3.4.2. Procena permeabilnosti i retencije u kozi primenom PAMPA testa

3.4.2.1. Priprema rastvora

Rastvor fosfatnog pufera pH 5,5 (20 mM). Odmeri se 0,6615 g natrijum-
dihidrogenfosfata, monohidrata (NaH,PO4 H,O) i1 0,0294 g dinatrijum-hidrogenfosfata
(NapHPOy) i rastvori u odmernom sudu od 250 ml u vodi. Nakon rastvaranja odmerni sud

se dopuni do oznake vodom.

Rastvor DMSO (5 %) u fosfatnom puferu pH = 5,5. 2,5 ml DMSO se rastvori u
odmernom sudu od 50 ml u rastvoru fosfatnog pufera pH = 5,5, nakon ¢ega se odmerni sud

dopuni do oznake rastvorom fosfatnog pufera pH = 5.,5.

Rastvori amida kortienskih kiselina i polaznih glukokortikoida (100 uM). Odmeri se
masa koja odgovara 2,5 umol ispitivanog jedinjenja, prenese u odmerni sud od 25 ml i
rastvori u 1,25 ml DMSO. Nakon rastvaranja, odmerni sud se dopuni do oznake rastvorom

fosfatnog pufera pH = 5,5.

Rastvor membrane u n-heksanu (35 % V/V). Pipetom se odmeri 2,45 ml silikonskog

ulja i 1,05 ml izopropilmiristata i prenese u odmerni sud od 10 ml. Smesa silikonskog ulja i
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izopropilmiristata se rastvori u n-heksanu, nakon ¢ega se odmerni sud dopuni istim

rastvara¢em do oznake.

3.4.2.2. Izvodenje PAMPA testa

Permeabilnost jedinjenja je ispitana na hidrofobnim Millipore PVDF mikrotitarskim
plotama za filtriranje od 96 odeljaka.'*”*'" Svaki odeljak impregnira se sa 17 pl rastvora
membrane u n-heksanu i ostavi 20 minuta na sobnoj temperaturi da rastvara¢ u potpunosti
ispari. U svaki odeljak donorske plo¢e se prenese po 300 pl rastvora ispitivanih jedinjenja 1
poklopi akceptorskom plocom, €ime se formira PAMPA “sendvi¢”. U odgovarajuce
odeljke akceptorske ploce se prenese 300 ul 5 % rastvora DMSO u fosfatnom puferu pH =
5,5. Svaka supstanca se ispituje u triplikatu pri izo-pH uslovima (ista pH vrednost u
donorskom 1 akceptorskom odeljku). Akceptorska ploa se poklopi parafilmom 1
odgovaraju¢im poklopcem kako bi se sprecilo isparavanje rastvaraca i ceo sistem postavi na
vibracionu mesalicu. Nakon 7 h, PAMPA ,sendvi¢” se rastavlja, a primenom LC-MS
metode odreduje koncentracija ispitivanih jedinjenja u polaznim rastvorima, donorskim i

akceptorskim odeljcima.

3.4.2.3. LC-MS metoda odredivanja koncentracija ispitivanih jedinjenja

TSQ Quantum Access MAX triplkvadripolski maseni spektrometar, opremljen
elektrosprej jonizacionim izvorom (HESI) je primenjen za odredivanje koncentracije
ispitivanih jedinjenja u polaznim rastvorima, donorskim i akceptorskim odeljcima PAMPA
“sendvic¢a”. Maseni detektor je podesen da detektuje odgovarajuce jone (m/z) u pozitivnom
modu (hidrokortizon, metilprednizolon, deksametazon i betametazon) ili negativnom modu
(ostala ispitivana jedinjenja). Hromatografska analiza je izvrSena upotrebom Accela
Thermo Scientific UHPLC sistema opremljenog Accela pumpom i autosemplerom.
Mobilnu fazu ¢ine acetonitril 1 0,1 % mravlja kiselina 60:40 V/V (derivati metil estra L-

fenilalanina) ili 50:50 V/V (ostala jedinjenja). Ispitivanje je izvrSeno na koloni Zorbax
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Eclipse XDB-C18 (100 x 4,6 mm; 3,5 um). Temperatura kolone je 25 °C, a temperatura

autosemplera 6 °C. Injekciona zapremina je 10 pl, a protok mobilne faze 500 pl/min.

3.4.2.4. Izracunavanje PAMPA parametara

Koeficijenti permeabilnosti — logP,, permeacioni parametri — Cy(2)/Cp(0) i retencija —
R ispitivanih jedinjenja izradunati su primenom jednacina (7) i (8)."*"*'® Retencija (R) se
definiSe kao udeo supstance koji se zadrzava u PAMPA membrani ili mikrotitarskim
ploCicama (npr. u filteru ili u materijalu od kog su napravljene ploce):
60 v, 60

R=1 (7
Cp(0) V¥, C,(0)

2303, ( [Vt 1 €0
log £, = log{ At —1,,0) [VA +V, jlog{l (VD (l—R)] Cp (O)H v

V4 - zapremina rastvora u akceptorskim odeljcima (ml)

Vp - zapremina rastvora u donorskim odeljcima (ml)

A - filtraciona povriina (cm?)

t - vreme inkubacije (s)

tr4G - Steady-state vreme (s)

Cp(t) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskom odeljku nakon vremena t (uM)
C4(1) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u akceptorskom odeljku nakon vremena t (uM)

Cp(0) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskom odeljku na pocetku inkubacije

(uM)

Steady-state vreme (t146) je vreme koje je potrebno da se membrana u PAMPA
“sendviCu” zasiti ispitivanom supstancom i relativno je kratko u odnosu na vreme

inkubacije (oko 20 minuta za PAMPA eksperimente koji se ne izvode uz muckanje na
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vibracionoj mesalici).?"” Koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskom odeljku na
pocetku inkubacije (Cp(0)) je ekvivalentna koncentraciji ispitivanog jedinjenja u polaznom

rastvoru.

3.4.2.5. Izracunavanje geometrijskih, termodinamickih, fizicko-hemijskih i

elektronskih molekulskih deskriptora i statisticka analiza

Energije ispitivanih jedinjenja su minimizovane primenom semi-empirijske PM3
metode u Gaussian 98 programu.””’ Geometrijski, termodinamicki, fizi¢ko-hemijski i
elektronski molekulski deskriptori optimizovanih struktura su izracunati u Chem3D Ultra
9.0.1, MarvinSketch 5.1.3 1 Dragon 6.0 softveru. Primenom navedenih softvera, izracunato
je viSe od 4500 molekulskih deskriptora. Molekulski deskriptori izracunati u programima

MarvinSketch 5.1.3 1 Chem3D Ultra 9.0.1 su prikazani u Tabeli 6.
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Tabela 6. Molekulski deskriptori izracunati u programima MarvinSketch 5.1.3 i Chem3D

Ultra 9.0.1
Program Grupa Molekulski deskriptori
Platt index, Randic index, Harary index, Hyper
Topoloski Wiener index, Szeged index, Wiener index, Wiener
MarvinSketch polarity
513 Dreiding energy, Minimal projection area, Maximal
Geometrijski projection area, Minimal projection radius,

Maximal projection radius, Polar surface area,
Molecular surface area

Dipol, Charge at Cl atom, Charge at C2 atom,
Electronic density at C1 atom, Electronic density at

Elektronski C2 atom, Highest occupied molecular orbital
(HOMO) energy, Lowest unoccupied molecular
orbital (LUMO) energy, Electronic energy

Molar refractivity, Partition coefficient, Bend
Termodinamicki €€ Non-1,4-VDW energy, Stretch energy,
Stretch bend energy, Torsion energy, Total energy,

Chem3D VDW 1,4 energy,

Ultra 9.0.1 Connoly accessible area, Connoly molecular area,

Connoly solvent excluded volume, Principal moment
of inertia-x, Principal moment of inertia-y, Principal
moment of inertia-z, Heat of formation, Total
Sterni connectivity, Total valence connectivity, Wiener
index, Ovality, Balaban index, Cluster count, Shape
attribute, Shape coefficient, Sum of degrees, Sum of
valence degrees, Molecular weight, Diameter,
Radius, Molecular topological index, Steric energy

summary

Kvantno-hemijski molekulski deskriptori (hemijski potencijal (i), elektronegativnost

(), hardness (M) 1 global softness (S)) su izracunati primenom HOMO i LUMO energija

prema formulama (9)-(1 2);193’221222
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EHOMO + ELUMO (9)

#= 2

X=-H (10)
7= E ' vmo ;EHOMO (11)
5= ! (12)

E LUMO — E HOMO

Nakon toga, ispitana je interkorelacija izmedu izracunatih molekulskih deskriptora.
Parovi molekulskih deskriptora sa interkorelacijom ve¢om od 0,99 (za PLS analizu) ili
vec¢om od 0,90 (za ANN 1 MLR analizu) su ispitani, a deskriptori koji imaju ve¢i uticaj na
zavisne varijable (logPe i R) zadrzani. Kao rezultat ovog testa, 279 molekulskih deskriptora
je upotrebljeno za formiranje MLR-QSPR(logPe), ANN-QSPR(logPe), MLR-QSPR(R) i
ANN-QSPR(R) modela, dok je 654 molekulskih deskriptora upotrebljeno za formiranje
PLS-QSPR(logPe) i PLS-QSPR(R) modela.

3.4.2.6. MLR-QSPR, PLS-QSPR i ANN-QSPR studije

STATISTICA softver sa neural network modulom je upotrebljen za formiranje MLR i
ANN (viseslojni nerekurentni perceptron - multilayer perceptron feed forward) modela.
SIMCA P+ 12.0 program je upotrebljen za formiranje PLS modela.'”®"” Pri formiranju
PLS modela, nezavisne varijable su birane prema VIP (Variable Importance in the

Projection) parametru.

Kvantitativni odnosi strukture i osobina (permeabilnosti i retencije u veStackoj
PAMPA membrani) ispitani su u cilju utvrdivanja veze izmedu logPe i R (zavisne

varijable)  ispitivanih  jedinjenja 1 izraCunatih  konstitucionih,  geometrijskih,
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termodinamickih, fizicko-hemijskih 1 elektronskih molekulskih deskriptora (nezavisne

varijable).

Prilikom formiranja QSPR modela koriS¢eni su isti trening, verifikacioni i test setovi
ispitivanih jedinjenja.”®* Test set korii¢en za formiranje MLR-QSPR(logPe) i PLS-
QSPR(logPe) modela sastojao se od 11 jedinjenja (BEG, HA, MPF, PEG, PG, HEA, HEG,
HG, MPA, MPEG, MPG), dok su ostala jedinjenja koriS¢ena kao trening set. Za formiranje
ANN-QSPR(logPe) modela, jedinjenja koriS¢ena kao test set za formiranje MLR-
QSPR(logPe) 1 PLS-QSPR(logPe) modela su podeljena u dve grupe: verifikacioni set
(HEA, HEG, HG, MPA, MPEG, MPG - 6 jedinjenja) i test set (BEG, HA, MPF, PEG, PG
- 5 jedinjenja). Za formiranje MLR-QSPR(R) 1 PLS-QSPR(R) modela, test set se sastojao
od 11 jedinjenja (HEA, HEG, HG, MPA, MPEG, PG, BEG, HA, MPF, MPG, PEG), dok su
ostala jedinjenja koriS¢ena kao trening set. Za formiranje ANN-QSPR(R) modela,
jedinjenja koriS¢ena kao test set za formiranje MLR-QSPR(R) 1 PLS-QSPR(R) modela su
podeljena u dve grupe: verifikacioni set (HEA, HEG, HG, MPA, MPEG, PG - 6 jedinjenja)
1 test set (BEG, HA, MPF, MPG, PEG - 5 jedinjenja). Test i verifikacioni setovi su
formirani tako da su logPe i R vrednosti ovih jedinjenja homogeno distribuirani u

celokupnom opsegu vrednosti ovih zavisnih varijabli.***

79



3.43. Procena permeabilnosti kroz koZu primenom bioparticione

micelarne hromatografije (BMC)

3.4.3.1. Priprema rastvora

Rastvor fosfatnog pufera pH = 5,5 (20 mM). Odmeri se 2,646 g natrijum-
dihidrogenfosfata, monohidrata (NaH,PO4-H,O) 1 0,1176 g natrijum-hidrogenfosfata
(Na,HPOy) 1 rastvori u odmernom sudu od 1000 ml u vodi. Nakon rastvaranja, odmerni sud

se dopuni do oznake vodom.

Rastvor 0,04 M Brij 35 u puferu pH = 5,5. Odmeri se 48 g Brij 35 u 1000 ml pufera

pH = 5,5 i rastvori uz zagrevanje na magnetnoj mesalici.

Rastvori amida kortienskih kiselina i polaznih glukokortikoida (0,1 mg/ml). Odmeri se
oko 5 mg ispitivanog jedinjenja, prenese u penicilinsku bocicu i rastvori u 5 ml metanola. 1
ml ovog rastvora se razblazi smeSom acetonitrila i rastvora 0,04 M Brij 35 u puferu pH =

5,5 (50:50 V/V) u odmernom sudu od 10 ml.

3.4.3.2. Odredivanje optimalnog sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi BMC sistema

Udeo acetonitrila u smesi sa Brij 35 mora biti takav da omogu¢i relativno kratka
retenciona vremena, zadovoljavaju¢i izgled pikova i formiranje micela od Brij 35
monomera. Visok procenat acetonitrila moze spreciti formiranje micela, pri ¢emu se BMC
sistem pretvara u jon - par RP-HPLC sistem i onemogucuje se simuliranje bioloskih uslova
u kozi. Optimalni sadrzaj acetonitrila odreden je primenom jednostavnog testa koji se
zasniva na merenju mase 50 kapi smesa acetonitrila i rastvora 0,04 M Brij 35 u puferu pH =

5,5 u razli¢itom odnosu (od 10 % do 50 % acetonitrila). Rezultati su prikazani na Slici 28.
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Slika 28. Odredivanje optimalnog odnosa acetonitrila i rastvora Brij 35 u mobilnoj fazi
BMC sistema®

Nagli pad mase 50 kapi oznacava destrukciju micela i prelazak BMC sistema u jon-par
RP-HPLC sistem. Na osnovu dobijenih rezultata, koncentracije acetonitrila od 10 % do
30% omogucuju formiranje micela od Brij 35 monomera i simuliranje bioloskih uslova

koze prilikom izvodenja BMC eksperimenata.””’

3.4.3.3. Izvodenje BMC ispitivanja

Retenciono ponaSanje sintetisanih jedinjenja i polaznih glukokortikoida ispitano je na
Dionex Ultimate 3000 sistemu opremljenim Dionex Ultimate 3000 kvaternernom pumpom,
autosemplerom 1 DAD detektorom. U ispitivanju je koriS¢ena kolona Zorbax Extend-C18
(150 x 4,6 mm; 5 um). Mobilnu fazu ¢ine acetonitril i 0,04 M rastvor Brij 35 u puferu pH =
5,5 (20:80 V/V). Temperatura kolone je 36,5 °C, a protok mobilne faze 1 ml/min. Talasna
duzina detekcije je 239 nm. Rastvori ispitivanih jedinjenja su injektovani u triplikatu i za
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svako jedinjenje je izraCunata srednja vrednost retencionog faktora (k). Retencioni faktori

su izracunati prema formuli (13):

R —R
R RO

R, (0) (9

R; je retenciono vreme ispitivanog jedinjenja, a R¢(0) je retenciono vreme kalijum-
jodida rastvorenog u mobilnoj fazi. Kalijum-jodid je supstanca koja se ne zadrzava na
koloni, tako da njeno retenciono vreme predstavlja “mrtvo vreme” (R¢(0)) u primenjenom

hromatografskom sistemu.

3.43.4. Izracunavanje geometrijskih, termodinamickih, fizicko-hemijskih i

elektronskih molekulskih deskriptora i QSRR analiza

Proces minimizacije energije ispitivanih jedinjenja i izracunavanje geometrijskih,
termodinamickih, fizicko-hemijskih i elektronskih molekulskih deskriptora za ANN-
QSRR(k), PLS-QSRR(k) i MLR-QSRR(k) analizu je opisana u poglavlju 3.4.2.5. Nakon
ispitivanja interkorelacije izmedu izraunatih molekulskih deskriptora, 654 molekulskih
deskriptora je upotrebljeno za formiranje PLS(k) modela, a 279 za formiranje ANN-
QSRR(k) i MLR-QSRR (k) modela.

3.4.3.5. MLR-QSRR (k), PLS-QSRR (k) i ANN-QSRR (k) studije

STATISTICA softver sa neural network modulom je upotrebljena za formiranje MLR

i ANN (viseslojni nerekurentni perceptron - multilayer perceptron feed forward) modela.
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196,197

SIMCA P+ 12.0 program je upotrebljen za formiranje PLS modela. Pri formiranju

PLS modela, nezavisne varijable su birane prema VIP parametru.

Kvantitativni odnosi strukture i retencije (QSRR) ispitani su u cilju utvrdivanja veze
izmedu k vrednosti izracunatth u BMC sistemu (zavisne varijable) 1 geometrijskih,
termodinamickih, fizicko-hemijskih 1 elektronskih molekulskih parametara ispitanih

jedinjenja (nezavisne varijable).

Prilikom formiranja QSRR modela, koriS¢eni su isti trening, verifikacioni i test setovi
ispitivanih jedinjenja.”** Test set koris¢en za formiranje MLR-QSRR(k) i PLS-QSRR(k)
modela sastojao se od 11 jedinjenja (BEG, deksametazon, DEA, DEG, HEA, HF, HG,
MPEG, MPF, MPG, PG), dok su ostala jedinjenja koriS¢ena kao trening set. Za formiranje
ANN-QSRR(k) modela, jedinjenja koriS¢ena kao test set za formiranje MLR-QSRR(k) i
PLS-QSRR(k) modela su podeljena u dve grupe: verifikacioni set (BEG, deksametazon,
DEA, HEA, HF, HG - 6 jedinjenja) i test set (DEG, MPEG, MPF, MPG, PG - 5 jedinjenja).
Test 1 verifikacioni setovi su formirani tako da su & vrednosti ovih jedinjenja homogeno

C e . . .. 202
distribuirane u celokupnom opsegu ove zavisne varijable.*’

3.5. ISPITIVANJE LOKALNE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOSTI
I PROCENA SISTEMSKIH NEZELJENIH EFEKATA
NOVOSINTETISANIH AMIDA KORTIENSKIH KISELINA

3.5.1. Priprema rastvora

Priprema rastvora krotonskog ulja u acetonu (35 ug/ml). Odmeri se 35 mg krotonskog

ulja u ¢asi, rastvori u malo acetona, kvantitativno prenese u odmerni sud od 10 ml i dopuni
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do oznake acetonom. Zapremina od 250 pl ovako pripremljenog rastvora razblazi se do 25

ml acetonom (35 pg/ml).

Priprema polaznih rastvora ispitivanih jedinjenja u acetonu (91,7 uM). Odmeri se 2,3
umol (od 1 do 1,5 mg) ispitivanog jedinjenja (deksametazon ili amidi kortienskih kiselina),

rastvori u odmernom sudu od 25 ml u acetonu i acetonom dopuni do oznake.

Priprema radnih rastvora deksametazona. U pet odmernih sudova od 10 ml prenese se
I; 1,5; 3; 4 1 5 ml polaznog rastvora deksametazona u acetonu (91,7 uM) 1 dopuni
acetonom do oznake. Na ovaj nacin pripremljeni su rastvori koncentracija 9,17; 13,76;

27,51; 36,68 145,85 uM.

Priprema radnih rastvora amida kortienskih kiselina. U pet odmernih sudova od 10 ml
prenese se 125, 250, 500, 1000 i 1500 pl polaznog rastvora amida kortienske kiseline u
acetonu (91,7 uM) i dopuni acetonom do oznake. Na ovaj nain pripremljeni su rastvori

koncentracija 1,15; 2,29; 4,58; 9,171 13,76 uM.

3.5.2. Ispitivanje lokalne antiinflamatorne aktivnosti

Lokalna antiinflamatorna aktivnost odredena je na pacovima modifikovanom
metodom koju su predlozili Tonelli i saradnici,”* prema protokolu prikazanom u Tabeli 7.
U eksperimentima su koriS¢eni muzjaci pacova, soja Wistar, telesne mase 180 - 220 g i
starosti 4 - 6 nedelja. Zivotinje su drzane u individualnim metalnim kavezima, standardnih
dimenzija. Drvena Suska debljine 2 - 3 cm je upotrebljena za prostirku i menjana je svakog
dana. Zoohigijenski i mikroklimatski uslovi u prostoriji u kojoj su smesSteni kavezi
odgovarali su u potpunosti standardima (12 h/12 h - svetlo/tama; 30 - 70 % - vlaznost; 22 -
24 °C - temperatura prostorije). Sve Zivotinje hranjene su briketiranom, potpunom krmnom
smesSom za ishranu laboratorijskih Zivotinja, standardnog sirovinskog i higijenskog sastava.

Zivotinje su imale slobodan pristup hrani i vodi tokom celog perioda ispitivanja.
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Za svako ispitivano jedinjenje, formirano je 6 grupa po 5 pacova: 1 kontrolna grupa i 5
test grupa. Na unutras$nju stranu desnog uha pacova aplikovan je rastvor krotonskog ulja u
acetonu (35 pg/ml) u koli¢ini od 20 pl, lokalno u vidu kapi, uz pomo¢ Hamilton Sprica.
Aplikovan rastvor je utrljan tokom 30 sekundi, od baze ka vrhu aurikule, dok je na isti
nacin naneta koli¢ina od 20 pl acetona na unutraS$nju stranu levog uha pacova. Nakon 30
minuta od aplikacije krotonskog ulja, na unutrasnju stranu desnog uha pacova test grupa
aplikovana je pomocu Hamilton Sprica koli¢ina od 20 pl radnog rastvora ispitivanog
jedinjenja odgovarajuc¢e koncentracije u acetonu. Pacovima kontrolne grupe se ne aplikuje
ispitivano jedinjenje. Ova grupa je formirana u cilju odredivanja stepena inflamacije pod
dejstvom krotonskog ulja. Zivotinje su Zzrtvovane 4 h nakon aplikacije ispitivanog
jedinjenja. Svim zivotinjama je isecan disk precnika oko 6 mm sa mesta aplikacije i meren
na digitalnoj analitickoj vagi. Razlika masa iseCenih delova levog 1 desnog uha kontrolne
grupe predstavlja povecanje mase uha pod dejstvom krotonskog ulja. Razlika masa levog i
desnog uha pacova test grupa predstavlja povecanje mase uha pod dejstvom krotonskog
ulja i rastvora ispitivanog jedinjenja odgovarajuc¢e koncentracije. Na osnovu razlike ovih
vrednosti, a u odnosu na povecanje mase uha pod dejstvom krotonskog ulja (kontrolna
grupa), izracunava se procenat inhibicije edema pod dejstvom ispitivanog jedinjenja. Za sva

.. g e e v . 225
ispitivana jedinjenja izraunate su ECsy vrednosti.
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Tabela 7. Protokol ispitivanja lokalne antiinflamatorne aktivnosti sintetisanih amida i

deksametazona
Grupa Desno uho Levo uho
Kontrolna grupa | Rastvor krotonskog ulja u acetonu (KU) aceton
Test grupe HG + KU aceton
Test grupe HA + KU aceton
Test grupe HEG + KU aceton
Test grupe HEA + KU aceton
Test grupe HF + KU aceton
Test grupe PG + KU aceton
Test grupe PA + KU aceton
Test grupe PEG + KU aceton
Test grupe PEA + KU aceton
Test grupe PF + KU aceton
Test grupe MPG + KU aceton
Test grupe MPA + KU aceton
Test grupe MPEG + KU aceton
Test grupe MPEA + KU aceton
Test grupe MPF + KU aceton
Test grupe DG + KU aceton
Test grupe DA + KU aceton
Test grupe DEG + KU aceton
Test grupe DEA + KU aceton
Test grupe DF + KU aceton
Test grupe BG + KU aceton
Test grupe BEG + KU aceton
Test grupe Deksametazon + KU aceton
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3.5.3. Ispitivanje sistemskih neZeljenih efekata

Sistemska toksicnost je ispitana za jedinjenja sa najviSom ECsy vrednoscéu i
deksametazon. Jedinjenja su pripremljena u koncentraciji ECsg 1 koncentraciji 10 puta visoj
od ECs. Zivotinje su podeljene u kontrolnu i test grupe, sa po 5 Zivotinja u svakoj grupi.
Rastvor krotonskog ulja u acetonu (20 pl, 35 pg/ml) se nanosi na unutrasnju stranu desnog
uha. Nakon 30 minuta, na isto mesto se aplikuje 20 pl rastvora ispitivanog jedinjenja (test
grupe) ili 20 pl acetona (kontrolna grupa). Ova procedura je ponovljena u toku 5 dana bez
aplikovanja krotonskog ulja (aplikuje se samo rastvor ispitivanog jedinjenja ili aceton).
Sedmog dana Zivotinje su Zrtvovane, a mase timusa i slezine zrtvovanih zZivotinja izmerene.
Procenti smanjenja mase timusa i slezine za svako jedinjenje 1 svaku ispitivanu

koncentraciju su izracunati u odnosu na kontrolnu grupu.

3.5.4. In silico predvidanje metabolizma i aktivnosti metabolita

ispitivanih jedinjenja

U cilju predvidanja metabolizma ispitivanih jedinjenja primenjen je program
Metabolizer. Program je podeSen da predvida proizvode prve faze metabolizma ispitivanog
jedinjenja, kao i u kom procentu odgovaraju¢i metaboliti nastaju i akumuliraju se u
organizmu. Verovatno¢a nastanka metabolita se odreduje na osnovu vrednosti njegove
ukupne akumulacije u organizmu (akumulacija izraCunata uzimaju¢i u obzir sve
metaboliCke puteve koji vode do odgovaraju¢eg metabolita). Predvidanje se vrSi pomocu

baze podataka koja sadrzi 159 reakcija prve faze metabolizma.

Moguénost  vezivanja najverovatnijih metabolita ispitivanih jedinjenja za
glukokortikoidni receptor, a kao rezultat toga potencijalna glukokortikoidna aktivnost,

predvideni su primenom docking studija (poglavlje 3.2.2).

87



3.6. 3D-QSAR STUDIJE

3D-QSAR studije ispitivanih jedinjenja izvedene su u programu Pentacle 1.07 3D-
QSAR analiza pocinje izraCunavanjem trodimenzionalnih mapa energija (GRID based
Molecular Interaction Fields, MIFs) koje kvantifikuju cetiri moguca tipa interakcija
izmedu ispitivanog jedinjenja i ciljnog molekula: DRY (hidrofobne interakcije), O (donori
vodonicne veze), N1 (akceptori vodoni¢ne veze) 1 TIP interakcije (deskriptor koji se odnosi
na oblik molekula). Jedini¢no rastojanje u mreZi je podeseno na 0.5 A, a MACC2 korekcija
geometrije na 1,6 A. Energija interakcija ispitivanog jedinjenja sa ciljnim molekulom
(Xxyz) je racunata u svakoj tacki mreZe kao zbir Lennard-Jonesove energije (Ej;), energije

vodoni¢nih veza (Eyp), energije elektrostatickih interakcija (E)) 1 entropije (S) (14).

Ddxyz=YE,+Y E,+) E,+S (14)

Program Pentacle 1.07 prevodi mape interakcija u deskriptore nezavisne od
preklapanja mapa ispitivanih jedinjenja (GRID Independent descriptors, GRIND i
GRIND2). GRIND pristupom se vrsi prevodenje podataka koji su sadrzani u MIF u novi tip
varijabli nezavisnih od orijentacije molekula. Ovo je omoguéeno algoritmom za
optimizaciju koji koristi intenzitet polja i uzajamna rastojanja izmedu izabranih ¢vorova
kao funkciju procene (scoring function). Dobijene varijable se dalje mogu analizirati

primenom PCA i PLS.

Sva ispitivana jedinjenja su podeljena u dve grupe: test set (MPG, DEG, PG, HF i HA)
1 trening set (ostala jedinjenja). PCA je upotrebljena za analizu sli¢nosti i razlika izmedu
ispitivanih jedinjenja, a PLS je koriS¢ena za formiranje 3D-QSAR modela uz upotrebu
izratunatih GRIND varijabli.'”® FFD algoritam za selekciju varijabli (implementiran u
softveru Pentacle 1.07) je upotrebljen za smanjenje broja varijabli tokom formiranja

modela, u cilju poboljsanja kvaliteta 3D-QSAR modela. Overfitting (nepovoljan odnos
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broja parametara i broja analiziranih jedinjenja, usled Cega se dobija model previse
prilagoden trening setu) 3D-QSAR modela se sprecava pracenjem vrednosti RMSEE i
RMSEP tokom formiranja modela. Izbor modela se vr$i kada RMSEP vrednost po¢ne da se
povecava, dok RMSEE nastavlja da se smanjuje. 3D-QSAR modeli sa razli¢itim trening i
test setovima su formirani i optimalni model je izabran poredenjem R?, Q* RMSEE i

RMSEP vrednosti za tako formirane modele.

Kvalitet odabranog 3D-QSAR modela je procenjen slede¢im statistickim parametrima:

R’, RMSEE, Q*, RMSEP i Ry s pred-
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. DOCA/NVG STUDIJE 1 PREDVIDANJE AFINITETA AMIDA
KORTIENSKIH KISELINA ZA  GLUKOKORTIKOIDNI
RECEPTOR

Sli¢nost energija vezivanja i orijentacije u receptoru deksametazona ¢ija je struktura
optimizovana u Chem3D Ultra 9.0.1 programu (Deks, Tabela 8.) i deksametazona iz
kristalografske strukture kompleksa deksametazon-glukokortikoidni receptor (Ligand,
Tabela 8.) potvrduje validnost primenjenih docking studija. Strukture, energije vezivanja i

efikasnost liganda (EL) ispitivanih jedinjenja su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Strukture, energije vezivanja i1 efikasnost liganda ispitivanih jedinjenja

Energija EL
Jedinjenje -X- R R, R, R; vezivanja (keal/mol)
(kcal/mol)
T~ O\CH
HG -CH,-CH,- -H -H -H H ° -12,59 -0,42
o
CHs
o
HA -CH,-CH,- -H -H -H \H)\”/ cr, -12,14 -0,39
o
/H o
HEA -CH,-CH,- -H -H -H W -12,44 -0,39
o
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HO.

CH,
-CH,-CH,- -H -H -H -11,40 -0,36
HS \” o\CH3
(]
HF -CH,-CH,- -H -H -H i on, -13,30 -0,36
\N)ﬁro\cm
HN
U
HH -CH,-CH,- -H -H -H N CHa -13,01 -0,36
\H)\”/O\CHS
[e]
0.
PG -CH=CH- -H  -H H Ty ch -12,03 -0,40
o]
CHjy
PA -CH=CH- -H -H -H o -12,26 -0,40
N Sch
H 3
(o]
H O\/CHa
PEA -CH=CH- H H u 7 \/\[( -12,19 0,38
0
HO\CH2
PS -CH=CH- -H -H -H o 11,17 -0,35
\H \CH3
o
PF -CH=CH- -H -H -H e -13,49 -0,36
T O\CH3
HN
Y
PH -CH=CH- -H -H -H N e -12,63 -0,35
\” O\CH3
o
- O
MPG -CH=CH- -CH; -H -H H/\H/ Chs -13,02 -0,42
o)
CHj
MPA -CH=CH- -CH; -H -H —y . -12,00 -0,38
o
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q CH,
/N 0.
MPEA -CH=CH- -CH; -H -H \/\[(\/ -12,79 0,39
o
HO.

\CH2
MPS -CH=CH- -CH; -H H o — en -11,27 -0,34
H 3
(@]
MPF -CH=CH- -CH; -H -H (e -13,08 -0,34
TN O\CH3

MPH -CH=CH- -CH; -H -H -12,70 -0,34
o.
— H)\H/ \CH3

KP -CH=CH- -H -H -H -O -10,64 -0,43
Deks -CH=CH- -H -F -CH; -CH,OH -12,40 -0,44
Ligand -CH=CH- -H -F -CH; -CH,OH -12,63 -0,45

S obzirom da se svi amidi vezuju za glukokortikoidni receptor sli¢nim interakcijama
kao deksametazon, moze se ocCekivati izvesna antiinflamatorna aktivnost svih testiranih
derivata. C17f bo¢ni niz kortienske kiseline iz prednizolona (KP, Tabela 8.) ne ostvaruje
znacajne interakcije sa glukokortikoidnim receptorom, $to se moze iskoristiti za objasnjenje

odsustva aktivnosti kortienskih kiselina (Slika 29).
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Slika 29. Interakcije koje ostvaruju a) MPG b) deksametazon c) PF d) KP sa
glukokortikoidnim receptorom

Docking studijama su identifikovane kljucne interakcije izmedu testiranih amida i

glukokortikoidnog receptora (GR):

e Interakcije C3 karbonilne grupe sa GLN570 i ARG611 (vodoni¢ne veze ili

polarne interakcije).

e Interakcije sekundarne alkoholne grupe na polozaju C11f sa ASNS564

(vodonicne veze ili polarne interakcije).

e Polarne interakcije tercijarne alkoholne grupe na polozaju C170 sa GLN642.
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e Interakcije C17P bo¢nog niza: estarska C=0 grupa sa ASN564, THR739 ili
CYS736 (vodonicne veze ili polarne interakcije), interakcije estarskog
kiseonika (C-O) sa TYR735, THR739, MET560 ili ASN564 (polarne
interakcije) 1 interakcije amidne NH grupe sa GLN642 (polarne interakcije).

Energije vezivanja za sve testirane amide kortienskih kiselina su u opsegu od -11,17
do -13,49 kcal/mol 1 sline su energiji vezivanja deksametazona (-12,40 kcal/mol).
Jedinjenja sa najniZim energijama vezivanja su derivati metil estra L-fenilalanina (HF: -
13,30 kcal/mol, PF: -13,49 kcal/mol i MPF: -13,08 kcal/mol). Ove vrednosti su znacajno
nize od energije vezivanja koju ostvaruje kortienska kiselina iz prednizolona (-10,64
kcal/mol). Poznato je da jedinjenja sa velikim molekulskim masama i velikim brojem
nevodonikovih atoma ¢esto daju lazno pozitivni rezultat u docking studijama. Zbog toga se
uvodi parametar efikasnost liganda (EL) kao bolji kriterijum za rangiranje jedinjenja
analiziranih docking studij21m21.226’227 EL se dobija deljenjem energije vezivanja sa brojem

nevodonikovih atoma. Broj nevodonikovih atoma testiranih amida je u opsegu od 30 do 38.

Na osnovu izracunatih vrednosti EL i prisustva kljucnih interakcija sa GR, sva
testirana jedinjenja bi se mogla podeliti u dve grupe. Prvoj grupi pripadaju derivati metil
estra L-glicina, metil estra L-alanina i etil estra -alanina (HG, PG, MPG, HA, PA, MPA,
HEA, PEA i MPEA). EL vrednosti ovih jedinjenja su u opsegu od -0,42 kcal/(mol-atom) do
-0,38 kcal/(mol-atom). Ovi derivati bi trebalo da imaju ve¢u lokalnu antiinflamatornu
aktivnost u odnosu na derivate druge grupe. Drugoj grupi pripadaju derivati metil estra L-
fenilalanina, metil estra L-histidina i metil estra L-serina (HP, PP, MPP, HH, PH, MPH,
HS, PS i MPS), ¢ije su EL vrednosti u opsegu od -0,36 kcal/(mol-atom) do -0,34
kcal/(mol-atom). Najbolju (najnizu) vrednost EL imaju derivati metil estra L-glicina HG i
MPG (-0,42 kcal/(mol-atom)). Tre¢i derivat ove aminokiseline (PG) takode ima nisku
vrednost EL (-0,40 kcal/(mol-atom)) i interaguje sa GR na sli¢an nacin kao HG i MPG. EL
derivata metil estra L-glicina su niske zbog niskih vrednosti energija vezivanja i manjeg

broja nevodonikovih atoma u odnosu na ostale derivate. Ovi derivati ostvaruju dodatne
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interakcije sa GR preko C17P bo¢nog niza, kao $to su polarne interakcije izmedu estarskog

kiseonika i THR739 (MPG).

Glavni razlog za viSe vrednosti EL derivata iz druge grupe je drugaciji polozaj ovih
jedinjenja u aktivnom centru GR u odnosu na deksametazon. Zbog toga se ne ostvaruju
interakcije izmedu C11-OH i ASN564, dok C17-OH interaguje sa MET560 umesto sa
GLN642 (C17-OH grupa u strukturi MPF ne formira znacajne interakcije sa GR). Najvise

vrednosti EL su izracunate za derivate metil estra L-fenilalanina (HF, PF i MPF).

Na osnovu vrednosti EL 1 prisustva klju¢nih interakcija sa GR, jedinjenja od kojih se
ocekuje dobra lokalna antiinflamatorna aktivnost su derivati metil estra L-glicina, metil
estra L-alanina i etil estra B-alanina. Primenom troparametarskog eksponencijalnog modela
kreiranog u ovoj studiji (15), predviden je afinitet ovih derivata za GR. Afinitet odabranih
jedinjenja je izrazen kao logaritamska vrednost relativnog afiniteta u odnosu na

deksametazon (log(rGRA)), ¢ija je log(rGRA) vrednost 2 (Tabela 9).

log(rGRA) = e“”"V““VZ (1 5)

V - van der Waalsova zapremina
a=-19,45704 +£2,97379
b=0,09684 + 0,01444
¢=-0,000113872 + 0,0000174239
n=30 AdjR*=0,7627 F=416,43 p=0,0001
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Tabela 9. Afinitet ispitivanih jedinjenja za GR predviden troparametarskim
eksponencijalnim modelom

Jedinjenje V(A% *® log(rGRA)
HG 395,43 2,80
PG 388,49 2,66
MPG 406,42 2,98
HA 412,65 3,04
PA 406,04 2,97
MPA 422,56 3,10
HEA 429,88 3,09
PEA 421,77 3,10
MPEA 438,82 3,04
Deksametazon 362,05 1,97°
Deksametazon 362,05 2,00 ¢

*van der Waalsova zapremina
® yrednost predvidena primenom modela
¢ eksperimentalno odredena vrednost

Na osnovu dobijenih in silico rezultata, derivati L-glicina, L-alanina i -alanina bi
trebalo da imaju ve¢i afinitet za GR 1 ve¢u lokalnu antiinflamatornu aktivnost u odnosu na
deksametazon. Pored navedenih amida, za sintezu su odabrani amidi kortienskih kiselina iz
deksametazona i1 betametazona i ovih aminokiselina, kao 1 amidi kortienskih kiselina 1 metil
estra L-fenilalanina (derivati od kojih se o¢ekuje manja antiinflamatorna aktivnost), u cilju

eksperimentalne potvrde zakljucaka dobijenih in silico studijama.
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42. SINTEZA 1 FIZICKO-HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA
KORTIENSKIH KISELINA 1 AMIDA KORTIENSKIH
KISELINA

4.2.1. Perjodna oksidacija glukokortikoida

Perjodna oksidacija glukokortikoida se moze vrSiti primenom vodenog rastvora
ortoperjodne kiseline®'* ili natrijum-perjodata.””® Reakcija se zasniva na oksidaciji 17B-
ketolnog bo¢nog niza do karboksilne kiseline (Sema 1). Oksidacija betametazona i
deksametazona natrijum-perjodatom nije bila potpuna, Sto je otezavalo postupak
preciS¢avanja odgovaraju¢ih kortienskih kiselina i smanjivalo prinos reakcije. S druge
strane, upotrebom ortoperjodne kiseline postize se potpuna oksidacija svih glukokortikoida
odabranih za sintezu amida kortienskih kiselina. Na osnovu ovih rezultata, za perjodnu
oksidaciju glukokortikoida upotrebljena je ortoperjodna kiselina, a kortienske kiseline su

sintetisane u visokim prinosima (90 - 97,5 %).

H;I0,, THF
90-97.5%

Sema 1. Sinteza kortienskih kiselina primenom ortoperjodne kiseline
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4.2.2. Sinteza amida kortienskih kiselina primenom kuplujuéih reagenasa

Formstecher 1 saradnici su sintetisali seriju amida kortienskih kiselina iz
kortikosterona, hidrokortizona, dezoksimetazona i1 deksametazona 1 primarnih alkil,
aminoalkil i arilalkil amina primenom DCC i HOBt." Uogeno je da primenom DCC bez
dodatka HOBt nije moguce sintetisati ove amide (ili je prinos veoma nizak), jer u reakciji
nastaje N-acilurea (kao rastvara¢ u reakciji su koriS¢eni metilen-hlorid, tetrahidrofuran i
dioksan) (Sema 2). Pored toga, nakon nekoliko sati sa ili bez prisustva viska propilamina
dolazilo je do nastanka jedinjenja Zute boje, za koje se pretpostavlja da je enamin na

2 Dodatkom HOBt u ovu reakciju, sintetisani su amidi u

polozaju C3 steroidne strukture.
prinosu 60 - 75 % (HOBt je prethodno koriS¢en u sintezi peptida u cilju spreCavanja
nastanka N-aciluree).”?® Na ovaj nacin, spreten je nastanak N-aciluree, a nakon dodatka

odgovaraju¢eg amina reakcija se odvijala u pravcu nastanka zeljenog amida.
OY“\
[o} OH O

CH;CH,NH,

© o

N-acilurea

DCC, HOBt

o

(o]
o)
zT

CH;CH,NH,

o o

Sema 2. Sinteza 17B-karboksamidnih derivata glukokortikoida uz upotrebu DCC sa ili bez
HOBt "
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U reakcijama gradenja estara ili amida se umesto DCC sve ceS¢e koristi EDC.
Mehanizam reakcije je isti kao sa DCC, ali EDC ima dve znacajne prednosti u odnosu na
DCC: vecu polarnost i manju iritabilnost. Veca polarnost ovog reagensa i odgovarajuceg

derivata uree koji nastaje na kraju reakcije omogucuje lakse preciS¢avanje reakcione smese.

Za sintezu odabranih amida kortienskih kiselina primenjena su dva postupka. Prvi
postupak je jednostepeni i podrazumeva upotrebu EDC i HOBt.*"> Drugi postupak je
dvostepeni i predstavlja modifikaciju postupka koji su upotrebili Formstecher i saradnici.'’
U prvoj fazi odgovarajuéa kortienska kiselina reaguje sa DCC 1 HOBt, pri ¢emu nastaje
estar kortienske kiseline sa HOBt 1 oslobada se dicikloheksil urea (DCU). U drugoj fazi
dodaje se aminokiselina, koja je prethodno prevedena iz hidrohloridne soli u molekulski

oblik primenom TEA. Prinosi reakcija gradenja amida primenom oba postupka su prikazani

u Tabeli 10.

100



Tabela 10. Prinosi reakcija gradenja amida primenom jednostepenog i dvostepenog

postupka
Prinos (%)
Jedinjenje Jednostepena sinteza Dvostepena sinteza
(EDC i HOBY) (DCC i HOBY)
HG 15,3 41,8
HA 17,4 61
HEG 32,2 54,4
HEA 31,9 35,1
HF 23,3 35,1
PG 50 56,5
PA 30,5 51,2
PEG 61 65
PEA 15,6 51,4
PF 21,5 70
MPG 30 50
MPA 44,5 48,2
MPEG 59,5 51,36
MPEA 29,3 49,8
MPF 19,4 72,7
DG 17,2 44,5
DA 46 66,3
DEG 39,5 72,5
DEA 38,1 58,4
DF 52,1 83,5
BG 42,9 31,8
BEG 45,1 49,4

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 10, moze se zakljuciti da dvostepeni postupak
omogucuje sintezu odabranih amida kortienskih kiselina u znacajno veéem prinosu u
odnosu na jednostepeni postupak. Razlika u prinosu je posebno uocljiva kod derivata
hidrokortizona i posledica je, izmedu ostalog, i znatno Cistije reakcione smese, §to smanjuje

gubitke prilikom precis¢avanja.
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4.2.3. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija sintetisanih kortienskih kiselina i

njihovih amidnih derivata

Strukture sintetisanih kortienskih kiselina 1 njihovih amidnih derivata prikazane su u

Tabeli 11.2!

Tabela 11. Strukture sintetisanih kortienskih kiselina i njihovih amidnih derivata

Jedinjenje X R R1 R2 R3
Kortienska kiselina iz
hidrokortizona “CHz-CH,- -H -H -H -OH
Kortlenska} kiselina iz _CH=CH- H H H OH
prednizolona
Kortm;nska k.1sehna 1z CH=CH- CH, -H H OH
metilprednizolona
Kortienska kiselina iz _
deksametazona -CH=CH- -H F CH, -OH
Kortienska kiselina iz _
betametazona -CH=CH- -H F "CH3 -OH
T~ O\CH
HG -CH,-CH,- -H -H -H H 3
Qo
CHj
HA -CH-CH- -H -H -H — ~cn.
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HEG -CH,-CH,- H -H -H N
(@]
H o. CHj;
HEA -CHyCH»- -H -H H - \/\H/ ~
]
i ¥ 5
" ¥
HF -CH,-CH,- -H -H -H 3@%
—_— ‘-\""-\-ﬂt
O.
N
PG -CH=CH- -H -H H N CHy
o)
CHy
PA -CH=CH- -H -H H \N)\H/O\Cm
]
O\/
PEG -CH=CH- H -H H N
(o]
N o CHj
PEA .CH=CH- -H -H ‘H - ~
]
2 .
" ¥
PF -CH=CH- H -H H 3 @m
—_— ""‘-H.m
O.
—~ ~
MPG -CH=CH- CH, .H -H N CHa
(o)
CHy
MPA -CH=CH- -CH .H -H \”)\H/O\CHB
[e]
o\/
MPEG CH=CH- -CH, H H N
Qo
H O\/CHs
MPEA -CH=CH- -CH3 H H ~ W
]




3 7

i@
. ¥
H 3 e
T

MPF -CH=CH- -CH, -H % (J\u}
O.
T~ \CH
DG -CH=CH- -H -F i CHs “/\H/ 3
(o)
CHy
DA -CH=CH- -H -F i CH, \”)\H/o\cm
]
O\/
DEG -CH=CH- -H -F it CH \H/\H/
3 o
H O\/CHS
DEA CH=CH- -H -F oy - \/\H/
CH3 o)
g ¥ w
¥ i
DF CH=CH- -H -F ""CH, 3@“‘%
= L
O.
T~ \CH
BG -CH=CH- -H -F H °
—-CH3 i
O\/
BEG CH=CH- -H F \H/\ﬂ/
CH3 I
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Fizicko-hemijska karakterizacija sintetisanih kortienskih Kiselina i njihovih amidnih

derivata:*’!

110,17 o~dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17-karboksilna kiselina (kortienska Kiseli-
na iz hidrokortizona). Beo kristalan prasak. Prinos: 90,0 %; Temperatura topljenja:
241-244 °C; ATR-FTIR Vp, (cm™): 693,69; 710,80; 872,08; 1027,24; 1172,34; 1235,39;
1614,13; 1718,46; 3513,85; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm 0,83 (1H, d, J=10,7,
H-6), 0,89 (3H, s, H-18), 0,94-1.01 (1H, m, H-9), 1,21-1,29 (1H, m, H-15), 1,37 (3H, s, H-
19), 1,47-1,57 (2H, m, H-16, H-12), 1,60-1,67 (2H, m, H-14, H-15), 1,71-1,81 (2H, m, H-1,
H-12), 1,87-1,93 (2H, m, H-6, H-8), 2,08-2,11 (1H, m, H-1), 2,16-2,19 (2H, m, H-7, H-2),
2,41-2,50 (2H, m, H-2, H-7), 4,24 (1H, s, H-11), 5,55 (1H, s, H-4); “C-NMR (125 MHz,
DMSO-d6) & ppm 17,18 (C18); 20,43 (C19); 23,31 (C15); 31,31 (C8); 31,41 (C7); 32,79
(C16); 32,90 (C6); 33,49 (C2); 34,07 (C1); 38,89 (C12); 39,01 (C10); 50,53 (C14); 55,68
(C9); 84,74 (C17); 121,46 (C4); 172,43 (C20); 175,10 (C5); 198,06 (C3); m/z = 347,0 (M-
1), 329,2; 301,1; 283,2; 231,1; 257,1; 285,8; Amax(CH30H) = 242 nm.

11 17 o~dihidroksi-3-okso-androsat-1,4-dien-17 -karboksilna  kiselina (kortienska
kiselina iz prednizolona). Beo kristalan prasak. Prinos: 94,3 %; Temperatura topljenja:
260-263 °C; ATR-FTIR vy, (em™): 694,54; 706,83; 824,51; 875,70; 1107,13; 1244,81;
1579,70; 1647,40; 1723.,65; 3495,28; '"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm 0,86 (1H,
dd, J=3, J=10,7, H-6) 0,91 (3H, s, H-18), 0,96-1.04 (1H, m, H-9), 1,23-1,32 (1H, m, H-15),
1,39 (3H, s, H-19), 1,46-1,53 (2H, m, H-16, H-12), 1,60-1,76 (3H, m, H-15, H-12, H-14),
1,98-2,02 (2H, m, H-6, H-8), 2,29 (1H, dd, J=3,2, J=13,1, H-7), 2,45-2,55 (2H, m, H-7, H-
16), 4,26 (1H, s, H-11), 5,91 (1H, s, H-4), 6,15 (1H, dd, J=1,8, J=10,1, H-2), 7,32 (1H, d,
J=10,1, H-1); *C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) & ppm 17,10 (C18); 20,82 (C19); 23,46
(C15); 31,06 (C8); 31,33 (C7); 32,80 (C16); 33,97 (C6); 38,65 (C12); 43,81 (C13); 49,98
(C14); 55,56 (C9); 68,56 (C11); 84,72 (C17); 121,52 (C4); 127,02 (C2); 156,79 (Cl);
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170,55 (C20); 174,99 (C5); 185,13 (C3); m/z = 345,0 (M'-1), 327,2; 299.,2; 271,0; 284.8;
281,0; 283,5; Amax(CH30H) = 243 nm.

110,17 o-dihidroksi-6-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-karboksilna kiselina (korti-
enska Kkiselina iz metilprednizolona). Beo kristalan prasak. Prinos: 94,3 %;
Temperatura topljenja: 258,5-261,7 °C; ATR-FTIR Vpay (cm'l): 695,21; 710,38; 826,26;
1110,01; 1170,21; 1583,13; 1650,88; 1727,87; 3500,06; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d6)
o ppm 0,69 (1H, q, J=12, H-16), 0,82 (1H, dd, J=3, J=11,1, H-9), 0,91 (3H, s, H-18), 1,04
(3H, d, J=6,3, CH; na polozaju Cé6w), 1,25-1,32 (1H, m, H-15), 1,39 (3H, s, H-19), 1,41-
1,52 (2H, m, H-7, H-12), 1,59-1,77 (3H, m, H-15, H-12, H-14), 2,01-2,11 (2H, m, H-16, H-
8), 2,45-2,49 (1H, m, H-7), 2,62-2,67 (1H, m, H-6), 4,26 (1H, t, J=4,2, H-11), 5,81 (1H, s,
H-4), 6,17 (1H, dd, J=1.8, J=10.1, H-2), 7,33 (1H, d, J=10,1, H-1); *C-NMR (125 MHz,
DMSO-d6) & ppm 17,14 (C18); 17,60 (CH; na polozaju Céa); 21,28 (C19); 23,43 (C15);
30,93 (C8); 32,47 (C6); 32,85 (C7); 38,64 (C12); 42,92 (C16); 44,06 (C13); 49,92 (C14);
56,15 (C9); 68,52 (C11); 84,69 (C17); 118,70 (C4); 126,64 (C2); 157,38 (Cl); 173,56
(C20); 175,01 (C5); 185,14 (C3); m/z = 359,1 (M'-1), 341,2; 313,3; 285,2; 295,2; 299,1;
265,1; Amax(CH3;OH) = 243 nm.

11 17 o~dihidroksi-9 o~fluoro-16 o-metil-3-okso-androsta- 1,4-dien- 17 B-karboksilna
kiselina (kortienska Kkiselina iz deksametazona). Beo kristalan prasak. Prinos: 93,4 %;
Temperatura topljenja: 288,1-290,2 °C; ATR-FTIR Vpayx (cm'l): 709,65; 749,02; 883,41;
961,85; 1067,54; 1141,62; 1242,44; 1260,14; 1282,17; 1593,48; 1654,05; 1686,19;
3531,76; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 ppm 0,85 (1H, d, J=6,8, CH; na polozaju
Cléw), 1,00 (3H, s, H-18), 1,03-1,06 (1H, m, H-6), 1,33-1,38 (1H, m, H-15), 1,49 (3H, s,
H-19), 1,51-1,66 (3H, m, H-12, H-6, H-15), 1,75-1,78 (1H, m, H-15), 1,96-2,01 (2H, m, H-
14, H-12), 2,26-2,36 (2H, m, H-7, H-8), 2,62 (1H, td, J=5,6, J=14,8, H-7), 2,83 (1H, t,
J=5,6, H-16), 4,12 (1H, d, J=13,5, H-11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,22 (1H, d, J=12,5, H-2), 7,29
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(1H, d, J=12,5, H-1); *C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) & ppm 15,84 (C18); 17,35 (CH; na
polozaju C160); 23,34 i 23,40 (C19), 30,77 (C15), 32,62 (C7); 34,10 i 34,30 (C8); 35,66
(C6); 36,01 (C12); 42,90 (C14); 47,74 (C13); 48,37 i 48,60 (C10); 71,18 i 71,55 (C11);
85,96 (C17); 100,97 i 102,70 (C9); 124,60 (C4); 129,43 (C2); 153,35 (C1); 167,60 (C20);
175,20 (C5); 185,75 (C3); m/z = 377,2 (M™-1), 311,0; 295,9; 121,0; 262,9; 277,1; 294,8;
Amax(CH;OH) = 239 nm.

110,17 o -dihidroksi-9 o-fluoro- 16 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 B-karboksilna
kiselina (kortienska Kkiselina iz betametazona). Beo kristalan prasak. Prinos: 97,5 %;
Temperatura topljenja: 281,2-284,9 °C; ATR-FTIR Vpay (cm'l): 662,88; 707,05; 721,02;
819,38; 899,38; 1046,17; 1146,66; 1301,95; 1604,37; 1658,18; 1716,37; 1749,57; 3281,78;
"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) § ppm 1,00 (1H, d, J=8,5, H-6), 1,06 (3H, s, H-18), 1,13
(3H, d, J=7,5, CH; na polozaju C16p), 1,32-1,40 (1H, m, H-12), 1,48-1,51 (4H, m, H-15,
H-19), 1,81-1,91 (3H, m, H-15, H-6, H-14), 1,95-1,98 (1H, m, H-16), 2,05 (1H, q, J=8, H-
12), 2,31-2,45 (2H, m, H-7, H-8), 2,62 (1H, td, J=6,5, J=10,8, H-7), 4,11-4,13 (1H, m, H-
11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,21 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,28 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR
(125 MHz, DMSO-d6) & ppm 17,29 (C18); 20,70 (CH; na polozaju C16f); 22,99 i 23,04
(C19); 27,56 (C15); 30,40 (C7); 33,22 1 33,37 (C8); 34,37 (C6); 36,02 (C12); 42,65 (C14);
44,83 (C16); 46,97 (C13); 48,00 1 48,18 (C10); 70,80 i 71,09 (C11); 85,06 (C17); 100,75 1
102,15 (C9); 124,16 (C4); 129,00 (C2); 153,10 (Cl1); 167,38 (C20); 174,04 (C5); 185,48
(C3); m/z = 376,9 (M"-1), 359,1; 311,0; 121,0; 265,0; 262.,9; 279,8; Amax(CH;0H) = 239

nm.

Metil 2-(11p,17 e~dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 -karboksamido)acetat (HG).
Bledo-sivi kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza C)

i preparativnom TLC (mobilna faza D). Temperatura topljenja: 224-227.8 °C; ATR-

107



FTIR Vinay (em™): 700,45; 868,31; 948,72; 999,49; 1045,39; 1117,03; 1185,89; 1237,91;
1383,51; 1514,96; 1616,54; 1654,84; 1743,37; 2871,20; 2921,06; 3270,05; 3424,01; 'H-
NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0.98 (3H, s, H-18), 1.00-1.02 (1H, m, H-9), 1.11 (1H,
dg, J=9, J=13.5, H-6), 1.40-1.44 (1H, m, H-15), 1.48 (3H, s, H-19), 1.51-1.56 (1H, m, H-
16), 1.72 (1H, dd, J=2.7, J=13.7, H-12), 1.77-1.78 (2H, m, H-14, H-15), 1.85-2.07 (4H, m,
H-1, H-12, H-6, H-8), 2.20-2.33 (3H, m, H-1, H-7, H-2), 2.46-2.60 (2H, m, H-2, H-7),
2.72-2.78 (1H, m, H-16), 3.73 (3H, s, R-C(=0)OCHa), 3.95 (2H, ABq, J=17.5, R-NH-CH,-
C(=0)OCH3), 4.40 (1H, g, J=3.2, H-11), 5.65 (1H, d, J=1, H-4). *C-NMR (125 MHz,
CD;0D) § ppm 17,96 (C18); 21,58 (C19); 24,92 (C15); 33,24 (C8); 33,50 (C7), 34,37
(C16); 34,55 (C6); 34,78 (C2); 35,99 (C1); 39,97 (C12); 40,93 (C10); 42,01 (R-NH-CH,-
C(=0)OCHj3); 52,74 (R-C(=0)OCHs); 53,31 (C14); 58,03 (C9); 69,00 (C11); 86,62 (C17);
122,60 (C4); 172,42 (R-C(=0)OCH;); 176,97 (C20); 177,43 (C5); 202,71 (C3); m/z =
4183 (M'-1), 368,4; 386,2; 300,8; 342,3; 350,4; 400,3; MS [M+H]+ izraunato za
Ca3H33NOg = 420,23079; dobijeno = 420,23823. Amax(CH3;OH) = 241 nm.

Metil 2-(110,17 o—dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 -karboksamido)propionat (HA).
Beo kristalni prasak, pre€iS¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza B) i
preparativnom TLC (mobilna faza D). Temperatura topljenja: 122-125 °C; ATR-FTIR
Vmax (em™): 822.57, 867.88, 888.08, 997.60, 1040,76; 1124,71; 1166,11; 1210,80; 1450,42;
1512,32; 1614,73; 1653,68; 1742,92; 2936,82; 3376,39; "H-NMR (500 MHz, CD;0OD)
o ppm 0,96 (3H, s, H-18), 1,00 (1H, dd, J=3.5, J=11, H-9), 1,07-1,15 (1H,m, H-6), 1,40-
1,44 (1H, m, H-15), 1,40 (3H, d, J=7.5, R-NH-CH(CH3)-C(=0)OCH3), 1,48 (3H, s, H-19),
1,49-1,54 (1H, m, H-16), 1,72-1,79 (3H, m, H-12, H-14, H-15), 1,85-1,96 (2H, m, H-1, H-
12), 2,04-2,07 (3H, m, H-1, H-7, H-2), 2,21-2,34 (3H, m, H-1, H-7, H-2), 2,46-2,60 (2H,
m, H-2, H-7), 2,72-2,77 (1H, m, H-16), 3,73 (3H, s, R-C(=0)OCH,), 4,39-4,44 (2H, m, H-
11, R-NH-CH(CH;)-C(=0)OCHs), 5,65 (1H, d, J=0.5, H-4); “C-NMR (125 MHz,
CD;0D) 6 ppm 17,84 (R-NH-CH(CH;)-C(=0)OCHj3;); 17,94 (C18); 21,59 (C19); 24,92
(C15); 33,25 (C8); 33,50 (C7); 34,30 (C16); 34,56 (C6); 34,78 (C2); 36,00 (Cl); 39,99
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(C12); 40,94 (C10); 49,53 (R-NH-CH(CH;)-C(=0)OCH3), 52,89 (R-NH-CH(CHs)-
C(=0)OCH;); 53,35 (C14); 58,02 (C9); 68,99 (C11); 86,54 (C17); 122,60 (C4); 175,01 (R-
NH-CH(CH3)-C(=0)OCH3); 176,51 (C20); 176,94 (C5); 202,69 (C3); m/z = 432,0 (M'-1),
400,0; 382,1; 356,0; 98,2; 301,1; 364,3; MS [M+H]+ izratunato za CaH3sNOg =
434,25371; dobijeno = 434,25358; Amax(CH3;OH) = 242 nm.

Etil 2-(11p, 17 o~dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 -karboksamido)acetat (HEG). Beo
kristalni praSak, preciS¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza B) 1
preparativnom TLC (mobilna faza D). Temperatura topljenja: 113-116 °C; ATR-FTIR
Vimax (cm™): 784,16; 869,30; 1024,74; 1117,58; 1185,87; 1210,75; 1232,70; 1280,93;
1379,74; 1505,49; 1613,36; 1654,24; 1739,16; 2920,05; 3269,93; 3421,50; 3531,27; 'H-
NMR (500 MHz, CD;0OD) é ppm 0,99 (3H, s, H-18), 1,01 (1H, d, J=3,5, H-9), 1,12
(1H,dd, J=4, J=13, H-6), 1,28 (3H, t, J=7, R-C(=O)OCH,CH,), 1,43-1,45 (1H, m, H-15),
1,48 (3H, s, H-19), 1,53-1,56 (1H, m, H-16), 1,74-2,08 (7H, m, H-12, H-14, H-15, H-1, H-
12, H-6, H-8), 2,22-2,33 (3H, m, H-1, H-7, H-2), 2,46-2,57 (2H, m, H-2, H-7), 2,76 (1H, m,
H-16), 3,94 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-CH,-C(=O)OCH,CH3), 4,20 (2H, q, J=7,2, R-
C(=0)OCH,CHj3), 4,40 (1H, d, J=3, H-11), 5,66 (1H, s, H-4); *C-NMR (125 MHz,
CD;0D) 6 ppm 14,64 (R-C(=0)OCH,CHj3); 17,97 (C18); 21,58 (C19); 24,92 (C15); 33,25
(C8); 33,51 (C7); 34,39 (C16); 34,56 (C6); 34,78 (C2); 35,99 (Cl); 39,95 (C12); 40,93
(C10); 42,21 (R-NH-CH,-C(=0)OCH,CHj3); 53,32 (Cl14); 58,05 (C9); 62,47 (R-
C(=0)OCH,CHj3); 69,01 (C11); 86,63 (C17); 122,60 (C4); 171,95 (R-C(=0)OCH,CH3);
176,96 (C20); 177,40 (C5); 202,70 (C3); m/z = 432,3 (M'-1), 386,1; 368.2; 342,1; 396,7;
350,0; 300,9; MS [M+H]+ izracunato za Cy4H3sNOg = 434,25372; dobijeno = 434,25241;
Amax(CH30H) = 243 nm.

Etil 3-(11p 17 ordihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 F-karboksamido)propionat (HEA).

Beo kristalni prasak, pre€iS¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza B) i
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preparativnom TLC (mobilna faza D). Temperatura topljenja: 178,7-181,7 °C; ATR-
FTIR Viay (em™): 805,65; 870,91; 999,14; 1019,15; 1077,22; 1111,96; 1129,25; 1181,68;
1283,24; 1320,53; 1381,93; 1421,27; 1518,98; 1608,81; 1636,10; 1733,96; 2929,11;
3280,92; 3398,50; '"H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,96 (3H, s, H-18), 0,98 (1H.dd,
J=3,5, J=11, H-9), 1,06-1,15 (1H, m, H-6), 1,26 (3H, t, J=7,2, R-C(=0)OCH,CH3), 1,40-
1,43 (1H, m, H-15), 1,47 (3H, s, H-19), 1,50-1,57 (2H, m, H-16,H-12), 1,70-1,81 (2H, m,
H-12, H-14, H-15), 1,85-1,93 (2H, m, H-1, H-12), 2,04-2,06 (2H, m, H-6, H-8), 2,20-2,33
(3H, m, H-1, H-7, H-12), 2,46-2,52 (1H, m, H-2), 2,55 (2H, t, J=6,7, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 2,58-2,59 (1H, m, H-7), 2,73-2,78 (1H, m, H-16), 3,42 (1H, dt,
J=7, J=14, R-NH-CH,CH,C(=O)OCH,CH3), 3,51 (1H, dt, J=7, J=14, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CHs), 4,15 (1H, q, J=7,2, R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 4,38 (1H,
q, J=3,2, H-11), 5,65 (1H, d, J=0,5, H-4); *C-NMR (125 MHz, CD;OD) § ppm 14,65 (R-
NH-CH,CH,C(=0O)OCH,CH3); 18,17 (C18); 21,56 (C19); 24,90 (C15); 33,22 (C8); 33,49
(C7); 34,24 (C16); 34,53 (C6); 34,77 (C2); 35,40 (R-NH-CH,CH,C(=0O)OCH,CH3); 35,98
(C1); 36,26 (R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CHs3); 40,11 (C12); 40,91 (C10); 53,27 (C14);
58,04 (C9); 61,93 (R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CH3); 68,92 (C11); 86,58 (C17); 122,61
(C4); 173,87 (R-NH-CH,CH,C(=0O)OCH,CH3); 176,74 (C20); 176,91 (C5); 202,67 (C3);
m/z = 446,0 (M+-1), 346,1; 328,2; 301,1; 283,1; 286,1; 424,4; MS [M+H]+ izracunato za
CasH37NOg = 448,26937; dobijeno = 448,27024; Amax(CH30H) = 242 nm.

Metil 2-(11p,17 o-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17[(-karboksamido)-3-fenilpropionat
(HF). Beo kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza A)
i preparativnom TLC (mobilna faza D). Temperatura topljenja: 269,2-272,3 °C; ATR-
FTIR Vpay (cm™): 673,09; 700,21; 872,72; 996,45; 1029,40; 1039,21; 1080,08; 1129,97;
1204,48; 1365,62; 1437,16; 1450,78; 1503,51; 1612,05; 1649,52; 1664,19; 1742,95;
2920,11; 3338,64; 3415,16; "TH-NMR (500 MHz, CD;OD) § ppm 0,93 (3H, s, H-18), 0,97
(1H, dd, J=3, J=11, H-9), 1,08-1,11 (1H, m, H-6), 1,39-1,42 (1H, m, H-15), 1,46 (3H, s, H-
19), 1,51 (1H, m, H-16), 1,62 (1H, dd, J=2,5, J=14, H-12), 1,74 (2H, m, H-14, H-15), 1,87-
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2,05 (4H, m, H-1, H-12, H-6, H-8), 2,20-2,32 (3H, m, H-1, H-7, H-2), 2,45-2,69 (3H, m, H-
2, H-7, H-16), 3,11 (2H, d, J=6,5, R-NH-CH(CH,CsHs)-C(=0)OCHj3), 3,70 (3H, s, R-NH-
CH(CH,C4Hs)-C(=0)OCHs), 4,67 (1H, t, J=6,5, R-NH-CH(CH,C¢H;)-C(=0)OCH3), 5,65
(1H, s, H-4), 7,19-7,31 (5H, m, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCH3;); *C-NMR (125 MHz,
CD;0D) & ppm 17,89 (C18); 21,57 (C19); 24,86 (C15); 33,21 (C8); 33,49 (C7); 34,09
(C16); 34,54 (C6); 34,77 (C2); 35,98 (Cl); 38,66 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCH3);
39,83 (C12); 40,91 (C10); 52,80 (R-NH-CH(CH,C4Hs)-C(=0)OCHs); 53,32 (C14); 54,95
(R-NH-CH(CH,C¢H;s)-C(=0)OCHs3); 57,98 (C9); 68,93 (C11); 86,52 (C17); 122,59 (C4);
128,24 (C4%); 129,82 (C3’); 130,43 (C2°); 137,87 (C1°); 173,67 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-
C(=0)OCH;); 176,54 (C20); 176,95 (C5); 202,72 (C3); m/z = 508,1 (M'-1), 476,2; 458,1;
174,0; 328,2; 384,8; 385,9; MS [M+H]+ izracunato za C30H39NOgs= 510,28502; dobijeno =
510,28354; Amax(CH3O0H) = 202 i 242 nm.

Metil 2-(11,17 o~dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-17 -karboksamido)acetat (PG).
Beo kristalni prasak, pre¢iS¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza C) i
preparativnom TLC (mobilna faza E). Temperatura topljenja: 254,5-257 °C; ATR-FTIR
Vmax (em™): 818,17; 893,79; 1035,47; 1106,10; 1157,44; 1203,08; 1245,95; 1508,78;
1585,82; 1603,79; 1650,59; 1676,17; 1753,13; 2894,33; 2935,94; 3385,72; 3441,37; 'H-
NMR (500 MHz, CD;0OD) 6 ppm 1,00 (3H, s, H-18), 1,02 (1H, d, J=4, H-9), 1,08-1,17
(1H, m, H-6), 1,44-1,47 (1H, m, H-15), 1,50 (3H, s, H-19), 1,52-1,55 (1H, m, H-16), 1,70-
1,77 3H, m, H-14, H-12, H-15), 1,93 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-12), 2,14-2,18 (2H, m, H-6,
H-8), 2,35-2,39 (1H, m, H-7), 2,62-2,69 (1H, m, H-7), 2,75 (1H, ddd, J=2,5, J=11, J=14, H-
16), 3,73 (3H, s, R-C(=0)OCH3), 3,95 (2H, ABq, J=17.5, R-NH-CH,-C(=0O)OCH3), 4,40
(1H, q, J=3,5, H-11), 6,00 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,24 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,48 (1H, d,
J=10, H-1); ®C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 17,86 (C18); 21,73 (C19); 25,15 (C15);
33,06 (C8); 33,41 (C7); 34,28 (C16); 35,84 (C6); 39,82 (C12); 41,99 (R-NH-CH»-
C(=0)OCH3); 46,32 (C13); 52,74 (R-NH-CH,-C(=0)OCHs); 57,84 (C9); 71,11 (C11);
86,61 (C17); 122,59 (C4); 127,92 (C2); 160,42 (C1); 172,41 (R-NH-CH,-C(=0)OCH3);
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175,09 (C20); 177,33 (C5); 189,16 (C3); m/z = 416,1 (M'-1), 366,2; 384,3; 340,2; 348,2;
299,2; 398,3; MS [M+H]+ izracunato za Cy3H3;NOg = 418,22241; dobijeno = 418,22262;

Metil 2-(11p 17 ordihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-karboksamido)propionat
(PA). Beo kristalni prasak, preci§¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza B)
i preparativnom TLC (mobilna faza E). Temperatura topljenja: 220-223 °C; ATR-FTIR
Vmax (em™): 700,56; 825,85; 887,56; 988,52; 1039,18; 1060,61; 1100,43; 1119,11; 1215,48;
1249,57; 1300,83; 1513,76; 1587,81; 1648,23; 1739,37; 3436,39; 3486,60. "H-NMR (500
MHz, CD;0D) é ppm 0,98 (3H, s, H-18), 1,01 (1H, dd, J=4, J=11, H-9), 1,08-1,17 (1H, m,
H-6), 1,40 (3H, d, J=7,5, R-NH-CH(CHj3;)-C(=0O)OCH3), 1,43-1,54 (2H, m, H-15, H-16),
1,50 (3H, s, H-19), 1,67-1,80 (3H, m, H-14, H-12, H-15), 1,93 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-12),
2,13-2,18 (2H, m, H-6, H-8), 2,35-2,39 (1H, m, H-7), 2,62-2,77 (2H, m, H-7, H-16), 3,74
(3H, s, R-C(=0)OCH3), 4,39-4,44 (2H, m, H-11, R-NH-CH(CH3)-C(=0)OCHa3), 6,00 (1H,
t, J=1,7, H-4), 6,24 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,49 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR (125
MHz, CD;0D) & ppm 17,80 (R-NH-CH(CHj3)-C(=0)OCHj3); 17,84 (C18); 21,73 (C19);
25,14 (C15); 33,06 (C8); 33,41 (C7); 34,22 (C16); 35,85 (C6); 39,84 (C12); 46,33 (C13);
49,07 (C10); 49,53 (R-NH-CH(CHj3)-C(=0O)OCH3); 52,78 (C14); 52,90 (R-NH-CH(CHs)-
C(=0)OCHy;); 57,83 (C9); 71,10 (C11); 86,53 (C17); 122,58 (C4); 127,92 (C2); 160,42
(C1); 175,03 (R-NH-CH(CHj3)-C(=O)OCH3); 175,10 (C20); 176,43 (C5); 189,17 (C3); m/z
= 430,1 (M'-1), 380,2; 398.2; 98.2; 354,1; 336,0; 299,1; MS [M+H]+ izraunato za
C24H33NO6 = 432,23806; dobijeno = 432,23731; Amax(CH30H) = 243 nm.

Etil 2-(11p 17 o~dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-karboksamido)acetat (PEG).
Beo kristalni praSak, precis¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza B) i
preparativnom TLC (mobilna faza E). Temperatura topljenja: 133,8-136,5 °C; ATR-
FTIR Vpay (cm™): 817,90; 865,60; 886,92; 991,32; 1021,44; 1045,55; 1113,36; 1133,29;
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1209,26; 1372,72; 1517,24; 1599.44; 1613,71; 1654,79; 1675,99; 1728,90; 2951,62;
3429,72; '"H-NMR (500 MHz, CD;0D) & ppm 1,01 (3H, s, H-18), 1,00-1,03 (1H, m, H-9),
1,09-1,17 (1H, m, H-6), 1,28 (3H, t, J=7, R-C(=0)OCH,CH), 1,44-1,48 (1H, m, H-15),
1,50 (3H, s, H-19), 1,52-1,57 (1H, m, H-16), 1,70-1,79 (3H, m, H-14, H-12, H-15), 1,92
1,95 (1H, m, H-12), 2,14-2,18 (2H, m, H-6, H-8), 2,37 (1H, dd, J=3, J=13, H-7), 2,66 (1H,
td, J=4,7, J=13,4, H-7), 2,75 (1H, ddd, J=2,5, J=11, J=14, H-16), 3,94 (2H, ABq, J=18, R-
NH-CH,-C(=0)OCH,CHs), 4,20 (2H, q, J=7,2, R-C(=0)OCH,CH3), 4,40 (1H, q, J=3,2, H-
11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,24 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,49 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR
(125 MHz, CD;0D) & ppm 14,64 (R-C(=0)OCH,CHs); 17,88 (C18); 21,73 (C19); 25,15
(C15); 33,06 (C8); 33,41 (C7); 34,29 (C16); 35,84 (C6); 39,80 (C12); 42,19 (R-NH-CH,-
C(=0)OCH,CH,); 46,32 (C13); 52,73 (Cl14); 57,85 (C9); 62,48 (R-C(=0)OCH,CHs);
71,11 (C11); 86,62 (C17); 122,58 (C4): 127,92 (C2); 16042 (Cl); 171,95 (R-
C(=0)OCH,CHs); 175,10 (C20); 177,29 (C5); 189,16 (C3); m/z = 430,0 (M'-1), 384,1;
366.1; 340,3; 332.9; 292.5; 347.6; MS [M+H]+ izracunato za CpqHysNOg = 432,23806;
dobijeno = 432,23758; Amax(CH;OH) = 244 nm.

Etil 3-(11p 17« -dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-17 [ -karboksamido) propionat
(PEA). Beo kristalni prasak, pre¢is¢en primenom hromatografije na koloni (mobilna faza
B) i preparativnom TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 122-125 °C; ATR-
FTIR Viax (cm™): 699,23; 821,61; 887,72; 898,11; 989,33; 1034,23; 1114,14; 1194,74;
1352,17; 1379,50; 1412,04; 1440,45; 1520,62; 1604,09; 1650,70; 1717,32; 2864,42;
2934,35; 2972,44; 3333,81; 3418,50. "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,98 (3H, s, H-
18), 0,99-1,01 (1H, m, H-9), 1,07-1,16 (1H, m, H-6), 1,26 (3H, t, J=7,2, R-
C(=0)OCH,CH3), 1,43-1,48 (1H, m, H-15), 1,50 (3H, s, H-19), 1,50-1,56 (2H, m, H-16, H-
12), 1,65-1,71 (1H, m, H-14), 1,74-1,80 (1H, m, H-15), 1,89 (1H, dd, J=4, J=14, H-12),
2,15-2,17 (2H, m, H-6, H-8), 2,37 (1H, dd, J=3,2, 13,2, H-7), 2,55 (2H, t, J=6,7, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 2,62-2,68 (1H, m, H-7), 2,72-2,78 (1H, m, H-16), 3,42 (1H, dt,
J=6,5, 13,5, R-NH-CH,CH,C(=O)OCH,CHs), 3,51 (1H, dt, J=6,5, 13,5, R-NH-
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CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 4,15 (2H, q, J=7,2, R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 4,38 (1H,
q, J=3,2, H-11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,24 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,48 (1H, d, J=10, H-1).
BC-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 14,65 (R-C(=0)OCH,CHj); 18,07 (C18); 21,70
(C19); 25,12 (C15); 33,03 (C8); 33,40 (C7); 34,16 (Cl6); 3540 (R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CHj3); 35,82 (C6); 36,26 (R-NH-CH,CH,C(=0O)OCH,CHj3); 39,95
(C12); 46,30 (C13); 52,69 (Cl14); 57,85 (C9); 61,92 (R-NH-CH,CH,C(=O)OCH,CHj3);
71,02 (C11); 86,57 (C17); 122,59 (C4); 127,92 (C2); 160,37 (Cl); 173,85 (R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CHj3); 175,08 (C20); 176,65 (C5); 189,15 (C3); m/z = 444,0 (M"-1),
344,1; 326,1; 299,2; 281,1; 310,9; 328,9; MS [M+H]+ izracunato za C,5H3sNOg =
446,25371; dobijeno = 446,25302; Amax(CH30H) = 243 nm.

Etil 2-(11p,17 o-dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-17 3 -karboksamido)-3-fenil-
propionat (PF). Beo kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza A) i preparativnom TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 246-
2498 °C; ATR-FTIR vy, (em™): 698,89; 744,19; 825,08; 895,00; 991,95; 1027,69;
1116,38; 1133,09; 1205,55; 1365,37; 1442,74; 1494,47; 1601,03; 1613,54; 1653,80;
1745,58; 2891,55; 2944,49; 3320,67; 3413,32; "TH-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,95
(3H, s, H-18), 0,98 (1H, dd, J=4, J=11, H-9), 1,10 (1H, ddd, J=4,5, J=13, J=17,5, H-6),
1,40-1,47 (1H, m, H-15), 1,48 (3H, s, H-19), 1,50-1,53 (1H, m, H-16), 1,72-1,78 (1H, m,
H-15), 1,83 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-12), 2,11-2,16 (2H, m, H-6, H-8), 2,34 (1H, dd, J=3,5,
J=13,5, H-7), 2,61-2,71 (2H, m, H-7, H-16), 3,10 (2H, d, J=6,7, R-NH-CH(CH,C¢Hjs)-
C(=0)OCH3), 3,70 (3H, s, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCHs), 4,35 (1H, q, J=3,2, H-11),
4,66 (1H, t, J=6,5, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCH3), 5,99 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,23 (1H,
dd, J=1,7, J=10,2, H-2), 7,18-7,29 (5H, m, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCHs), 7,46 (1H,
d, J=10, H-1); ®C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 17,79 (C18); 21,72 (C19); 25,09
(C15); 33,01 (C8); 33,39 (C7); 34,01 (C16); 35,81 (C6); 38,64 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-
C(=0)OCHj); 39,69 (C12); 46,30 (C13); 52,74 (C14); 52,81 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-
C(=0)OCHa;); 54,95 (R-NH-CH(CH,CsHs)-C(=0)OCHj3); 57,77 (C9); 71,03 (C11); 86,51
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(C17); 122,58 (C4); 127,92 (C2); 128,24 (C4’); 129,81 (C3’); 130,42 (C2’); 137,86 (C1°);
160,38 (C1); 173,67 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=O)OCHs); 175,05 (C20); 176,44 (CS5);
189,15 (C3); m/z = 506,3 (M'-1), 456,2; 364.9; 474,3; 337,5; 299,1; 173,9; MS [M+H]+
izratunato za C3oH37NOg = 508,26936; dobijeno = 508,26784; Amax(CH30OH) = 202 i 243

nm.

Metil 2-(11p 17 o~dihidroksi-6 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 3 -karboksamido)
acetat (MPG). Beo kristalni prasak, pre€iS¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza C) i preparativnom TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 142,5-
144,5 °C; ATR-FTIR Vp,, (em™): 703,65; 828,52; 923,15; 971,51; 1032,87; 1116,90;
1210,68; 1309,86; 1371,29; 1401,27; 1455,65; 1520,43; 1599,67; 1651,32; 1753,20;
2933,60; 3350,68; 3412,56; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,81 (1H, g, J=12,2, H-
16), 0,97 (1H, dd, J=3,7, J=11,2, H-9), 1,01 (3H, s, H-18), 1,14 (3H, d, J=6,5, CH3 na
polozaju Céw), 1,45-1,49 (1H, m, H-15), 1,50 (3H, s, H-19), 1,66-1,79 (3H, m, H-14, H-12,
H-15), 1,93 (1H, dd, J=3,7, J=14,2, H-12), 2,14-2,18 (1H, m, H-16), 2,24 (1H, ddd, J=4,
J=11, J=15, H-8) 2,73-2,78 (2H, m, H-7), 3,74 (3H, s, R-C(=0)OCH3), 3,95 (2H, ABq,
J=17,5, R-NH-CH,-C(=0)OCH»), 4,40 (1H, q, J=3,2, H-11), 5,99 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,26
(1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,50 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm
17,88 (C18); 18,23 (CH3 na polozaju Co6w); 22,14 (C19); 25,13 (C15); 32,97 (C8); 34,31
(C6); 34,67 (CT); 39,81 (C12); 41,99 (R-NH-CH,-C(=0)OCHy); 44,86 (C16); 46,50 (C13);
52,64 (C14); 52,74 (R-NH-CH,-C(=0)OCH3); 58,38 (C9); 71,07 (C11); 86,59 (C17);
119,84 (C4); 127,54 (C2); 161,00 (Cl); 172,41 (R-C(=O)OCHj3); 177,33 (C20); 178,05
(C5); 189,17 (C3); m/z = 430,1 (M'-1), 380,2; 398,2; 354,2; 412,23; 313,13; 362,2; MS
[M+H]+ izracunato za CxH33NOg = 432,23806; dobijeno = 432,23775; Amax(CH30H) =
244 nm.
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Metil  2-(11p, 17 o~dihidroksi-6 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17B-karboksamido)
propionat (MPA). Beo kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 198,5-201
°C; ATR-FTIR Vp, (em™): 709,57; 822,07; 887,70; 998,25; 1035,42; 1113,99; 1173,44;
1210,97; 1237,97; 1304,64; 1404,00; 1453,55; 1503,23; 1613,55; 1654,97; 1745,53;
2937,34; 3378,26; '"H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,80 (1H, q, J=12,3, H-16), 0,96
(1H, d, J=3,5, H-9), 0,99 (3H, s, H-18), 1,13 (3H, d, J=6,5, CH3 na polozaju Cé6n), 1,40
(3H, d, J=7,5, R-NH-CH(CHj3)-C(=0)OCH3;), 1,44-1,48 (1H, m, H-15), 1,49 (3H, s, H-19),
1,51-1,54 (1H, m, H-6), 1,65-1,80 (3H, m, H-14, H-12, H-15), 1,92 (1H, dd, J=3,7, J=13,7,
H-12), 2,13-2,17 (1H, m, H-16), 2,23 (1H, ddd, J=4,5, J=11,5, J=15,5, H-8), 2,72-2,77
(2H, m, H-7), 3,74 (3H, s, R-C(=0)OCH,), 4,39-4,44 (2H, m, H-11, R-NH-CH(CHs)-
C(=0)OCHj), 5,99 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,25 (1H, dd, J=1,5, J=10, H-2), 7,49 (1H, d,
J=10,5, H-1); “C-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm 17,79 (R-NH-CH(CH;)-
C(=0)OCH3); 17,86 (C18); 18,23 (CHj3 na polozaju C6a); 22,14 (C19); 25,12 (C15); 32,96
(C8); 34,24 (C6); 34,67 (C7); 39,82 (C12); 44,86 (C16); 46,49 (C13); 49,06 (C10); 49,53
(R-NH-CH(CH3)-C(=0)OCH3); 52,68 (C14); 52,90 (R-C(=0O)OCHj;); 58,35 (C9); 71,05
(C11); 86,50 (C17); 119,84 (C4); 127,55 (C2); 160,99 (C1); 175,03 (R-C(=O)OCH,);
176,42 (C20); 178,04 (C5); 189,16 (C3); m/z = 444,0 (M'-1), 412,1; 394,0; 368,0; 98,0;
349,9; 312,9; MS [M+H]+ izracunato za C,sH3sNOg = 446,25371; dobijeno = 446,25341;
Amax(CH30OH) = 244 nm.

Etil  2-(118 17 o~dihidroksi-6 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 -karboksamido)
acetat (MPEG). Beo kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza B) 1 preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 119,3-
122,5 °C; ATR-FTIR vy, (em™): 712,89; 869,77; 921,44; 971,77; 1113,29; 1135,71;
1215,00; 1229,25; 1311,07; 1379,43; 1394,97; 1455,36; 1523,54; 1598,84; 1650,75;
1732,22; 2839,11; 2915,88; 3336,43; 3413,81; '"H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,81
(1H, q, J=12,3, H-16), 0,97 (1H, dd, J=3,5, J=11,5, H-9), 1,01 (3H, s, H-18), 1,14 (1H, d,
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J=6,5, CH; na polozaju Cé6ar), 1,28 (3H, t, J=7,2, R-C(=0)OCH,CHj3), 1,44-1,49 (1H, m,
H-15), 1,50 (3H, s, H-19), 1,51-1,57 (1H, m, H-6), 1,66-1,79 (3H, m, H-14, H-12, H-15),
1,93 (1H, dd, J=3,7, J=13.,7, H-12), 2,14-2,18 (1H, m, H-16), 2,24 (1H, ddd, J=4.5, J=11,5,
J=15,5, H-8), 2,73-2,78 (2H, m, H-7), 3,94 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-CH,-
C(=0)OCH,CHjs), 4,20 (2H, q, J=7,2, R-C(=0)OCH,CHjs), 4,40 (1H, q, J=3,2, H-11), 5,99
(1H, t, J=1,7, H-4), 6,26 (1H, dd, J=1,7, I=10,2, H-2), 7,50 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR
(125 MHz, CD;OD) § ppm 14,64 (R-C(=0)OCH,CH3); 17,90 (C18); 18,23 (CH; na
polozaju Céar); 22,14 (C19); 25,12 (C15); 32,97 (C8); 34,32 (C6); 34,67 (C7); 39,79 (C12);
44,86 (C16); 46,50 (C13); 52,64 (C14); 58,39 (C9); 62,48 (R-C(=0)OCH,CHs); 71,07
(C11); 86,60 (C17); 119,84 (C4); 127,54 (C2); 161,00 (C1); 171,95 (R-C(=0)OCH,CH;);
177,29 (C20); 178,05 (C5); 189,17 (C3); m/z = 444,1 (M'-1), 398,1; 380,1; 354,1; 426,3;
336,1; 313,3; MS [M+H]+ izracunato za C,sH37NOg = 446,25372; dobijeno = 446,25229;
Amax(CH3;OH) = 244 nm.

Etil  3-(11p,17 o~dihidroksi-6 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17B-karboksamido)
propionat (MPEA). Beo kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 168,9-
171,9 °C; ATR-FTIR Vpay (em™): 706,09; 819,32; 890,03; 1029,98; 1076,90; 1115,04;
1193,76; 1239,18; 1286,07; 1307,05; 1373,30; 1411,29; 1458,93; 1512,49; 1607,72;
1650,94; 1723,81; 2871,09; 2920,14; 3426,03; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,80
(1H, q, J=12,3, H-16), 0,96 (1H, dd, J=3,7, J=11,2, H-9), 0,98 (3H, s, H-18), 1,13 (1H, d,
J=6,5, CHj3 na polozaju Céa), 1,26 (3H, t, J=7, R-C(=O)OCH,CH,), 1,44-1,47 (1H, m, H-
15), 1,49 (3H, s, H-19), 1,50-1,56 (2H, m, H-6,H-12), 1,63-1,69 (1H, m, H-14), 1,74-1,77
(1H, m, H-15), 1,88 (1H, dd, J=3,7, J=13,7, H-12), 2,13-2,17 (1H, m, H-16), 2,22 (1H, ddd,
J=4, J=11, J=15, H-8), 2,54 (2H, t, J=6,7, R-NH-CH,CH,C(=0O)OCH,CHs), 2,72-2,78 (2H,
m, H-7), 3,42 (1H, dt, J=7, J=14, R-NH-CH,CH,C(=0O)OCH,CH3), 3,51 (1H, dt, J=6,5,
J=13,5, R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CHj3), 4,15 (1H, q, =7, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 4,38 (1H, q, J=3,3, H-11), 5,99 (1H, t, J=1,7, H-4), 6,25 (1H,
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dd, J=2, J=10, H-2), 7,49 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR (125 MHz, CD;OD) § ppm 14,65
(R-C(=0)OCH,CH3); 18,10 (C18); 18,22 (CH3 na polozaju Céa); 22,12 (C19); 25,10
(C15); 32,94 (C8); 34,19 (C6); 34,66 (C7); 35,40 (R-NH-CH,CH,C(=O)OCH,CHs); 36,27
(R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CHj3); 39,94 (C12); 44,83 (C16); 46,47 (C13); 48,76 (C10);
52,60 (C14); 58,38 (C9); 61,92 (R-C(=O)OCH,CH3); 70,98 (C11); 86,54 (C17); 119,84
(C4); 127,55 (C2); 160,94 (C1); 173,84 (R-C(=O)OCH,CHs); 176,64 (C20); 178,01 (C5);
189,15 (C3); m/z = 458,0 (M'-1), 358,1; 340,1; 440,7; 422,7; 295,2; 313,0; MS [M+H]+
izracunato za C,¢H37NOg= 460,26937; dobijeno = 460,26874; Amax(CH30H) = 243 nm.

Metil 2-(11p 17 c~dihidroksi-6 c-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-karboksamido)-
3-fenil propionat (MPF). Beo kristalni prasak, precis¢en primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza A) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja:
114,5-117,5 °C; ATR-FTIR vpa, (em™): 701,03; 742,62; 818,95; 889,09; 1031,70;
1116,32; 1212,90; 1364,29; 1454,73; 1497,36; 1611,22; 1651,82; 1738,17; 2926,45;
3406,46; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,78 (1H, q, J=12,2, H-16), 0,93 (1H, d,
J=3,5, H-9), 0,95 (3H, s, H-18), 1,12 (1H, d, J=6,5, CH; na polozaju Cé6a), 1,42-1,45 (1H,
m, H-15), 1,48 (3H, s, H-19), 1,49-1,53 (1H, m, H-6), 1,60-1,67 (2H, m, H-12, H-14), 1,74-
1,76 (1H, m, H-15), 1,82 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-12), 2,11-2,16 (1H, m, H-16), 2,21 (1H,
ddd, J=4, J=11, J=15, H-8), 2,66-2,75 (2H, m, H-7), 3,10 (2H, d, J=6,2, R-NH-
CH(CH,CsHs)-C(=0)OCH3), 3,70 (3H, s, R-NH-CH(CH,CsHs)-C(=0O)OCH3), 4,35 (1H, q,
J=3,2, H-11), 4,66 (1H, t, J=6,5, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCHs), 5,98 (1H, t, J=1,5, H-
4), 6,25 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,18-7,29 (5H, m, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCH3),
7,47 (1H, d, J=10, H-1); *C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 17,82 (C18); 18,22 (CH;
na polozaju Cé6a); 22,13 (C19); 25,07 (C15); 32,92 (C8); 34,04 (C6); 34,65 (C7); 38,64 (R-
NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=O)OCHs); 39,68 (C12); 44,83 (C16); 46,47 (C13); 52,65 (C14);
52,81 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=O)OCH3); 54,95 (R-NH-CH(CH,C4¢Hs)-C(=0)OCHj3);
58,30 (C9); 70,99 (C11); 86,48 (C17); 119,83 (C4); 127,54 (C2); 128,24 (C4’); 129,81
(C3%); 13042 (C2’);, 137,86 (C1°); 160,96 (C1); 173,67 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-
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C(=0)OCH3); 176,44 (C20); 178,01 (C5); 189,16 (C3); m/z = 520,0 (M'-1), 470,2; 488,3;
174,1; 418,7; 340,3; 313,2; MS [M+H]+ izracunato za C3;H39NOg= 522,28502; dobijeno =
522,28406; Amax(CH30H) = 202 i 243 nm.

Metil 2-(11p 17 ordihidroksi-9o-fluoro-16 a—metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-kar-
boksamido)acetat (DG). Beo kristalni prasak, prec¢iS¢en primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza C) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja:
248,2-250,3 °C; ATR-FTIR vpya, (em™): 822.60; 894,31; 946,61; 996,04; 1011,86;
1126,71; 1206,84; 1302,71; 1403,07; 1513,79; 1602,04; 1616,75; 1658,56; 1735,52;
1744,96; 1762,94; 2872,95; 2936,52; 3377,70; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,91
(1H, d, J=7,5, CHj na polozaju Cl6a), 1,10 (3H, s, H-18), 1,18-1,23 (1H, m, H-6), 1,53
(1H, ddd, J=5,5, J=13, J=18, H-15), 1,60 (3H, s, H-19), 1,64 (1H, d, J=2, H-12), 1,76 (1H,
q, J=12, H-6), 1,86-1,91 (1H, m, H-15), 2,18-2,25 (2H, m, H-14, H-12), 2,38-2,51 (2H, m,
H-7, H-8), 2,69-2,76 (1H, m, H-7), 3,07-3,14 (1H, m, H-16), 3,74 (3H, s, R-C(=0)OCH3),
3,96 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-CH,-C(=0O)OCH,), 4,25 (1H, dq, J=1,8, J=11, H-11), 6,08
(1H, t, J=1,5, H-4), 6,29 (1H, dd, J=1,7, J=10,2, H-2), 7,43 (1H, d, J=10,5, H-1); *C-NMR
(125 MHz, CD;0D) 8 ppm 15,30 (CH; na polozaju Cl6a); 17,60 (C18); 23,75 i 23,80
(C19); 28,99 (C15); 32,42 (C7); 33,61 (C6); 35,86 1 36,01 (C8); 36,57 (C16); 36,76 (C12);
42,03 (R-NH-CH,-C(=0)OCH3); 45,04 (C14); 49,72 (C13); 50,42 1 50,61 (C10); 52,76 (R-
C(=0)OCH3); 73,151 73,45 (C11); 88,32 (C17); 102,08 1 103,47 (C9); 125,24 (C4); 129,90
(C2); 156,29 (Cl1); 171,38 (R-C(=0)OCHy); 172,44 (C20); 176,58 (C5); 189,24 (C3); m/z
= 4479 (M+-1); 396,1; 416,0; 311,0; 208,9; 153,9; 377,3; MS [M+H]+ izra¢unato za
C4H3,FNOg= 450,22864; dobijeno = 450,22679; Amax(CH30H) = 239 nm.

Metil 2-(11p,17o-dihidroksi-9 o-fluoro-16 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 -kar-
boksamido)propionat (DA). Beo kristalni prasak, preciS¢en primenom hromatografije na

koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja:
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267,2-269,6 °C; ATR-FTIR Vpay (em™): 820,82; 887,10; 979,80; 1068,04; 1168,68;
1207,97; 1309,68; 1349,11; 1377,56; 1450,08; 1505,40; 1606,06; 1626,00; 1645,36;
1665,51; 1740,96; 2871,70; 2935,00; 3398,25; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,89
(1H, d, J=7, CH; na polozaju C16c), 1,08 (3H, s, H-18), 1,18-1,23 (1H, m, H-6), 1,41 (3H,
d, I=7, R-NH-CH(CH;)-C(=0)OCHj3), 1,53 (1H, ddd, J=5,5, J=13, =18, H-15), 1,60 (3H,
s, H-19), 1,64 (1H, dd, J=1,7, J=14,2, H-12), 1,75 (1H, q, J=12, H-6), 1,86-1,91 (1H, m, H-
15), 2,17-2,23 (2H, m, H-14, H-12), 2,38-2,51 (2H, m, H-7, H-8), 2.69-2,76 (1H, m, H-7),
3,08-3,13 (1H, m, H-16), 3,74 (3H, s, R-C(=0)OCHs), 4,25 (1H, dq, J=1,8, J=11, H-11),
4,42 (1H, q, J=7,2, R-NH-CH(CH3)-C(=0)OCH3), 6,08 (1H, s, H-4), 6,29 (1H, dd, J=2,
J=10, H-2), 7,43 (1H, d, J=10, H-1); ®*C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 15,28 (CH; na
polozaju Cl6a); 17,59 (C18); 17,73 (R-NH-CH(CH;)-C(=0)OCHj3); 23,76 i 23,80 (C19);
28,98 (C15); 32,41 (C7); 33,57 (C6); 35,86 1 36,01 (C8); 36,51 (C16); 36,77 (C12); 45,09
(C14); 49,61 (R-NH-CH(CH3)-C(=0)OCHj3); 49,83 (C13); 50,42 i 50,60 (C10); 52,90 (R-
C(=0)OCH3); 73,13 i 73,43 (C11); 88,26 (C17); 102,08 i 103,48 (C9); 12524 (C4);
129,91 (C2); 156,27 (C1); 171,37 (R-C(=0)OCH3); 175,05 (C20); 175,68 (C5); 189,24
(C3); m/z=461,9 (M™-1), 430,1; 209,1; 410,1; 311,0; 98,2; 391,5; MS [M+H]+ izratunato
za CosH34sFNOg = 464,24429; dobijeno = 464,24372; Amax(CH3;OH) = 239 nm.

Etil  2-(11 17 e~dihidroksi-9 o-fluoro-16 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 B-kar-
boksamido)acetat (DEG). Beo kristalni praSak, preciS¢en primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja:
237-239.4 °C; ATR-FTIR vy, (em™): 816,83; 890,02; 1033,78; 1128,20; 1206,58;
1297,37; 1376,82; 1394,53; 1452,46; 1498,30; 1524,97; 1622,17; 1644,41; 1662,61;
2873,54; 2938,88; 3375,09; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) § ppm 0,90 (1H, d, J=7,5, CH;
na polozaju Cléoa), 1,10 (3H, s, H-18), 1,18-1,23 (1H, m, H-6), 1,28 (3H, t, J=7, R-
C(=0)OCH,CH3), 1,52 (1H, ddd, J=5,5, J=13, J=18, H-15), 1,59 (3H, s, H-19), 1,62 (1H,
dd, J=1,7, J=14,2, H-12), 1,76 (1H, q, J=12, H-6), 1,86-1,90 (1H, m, H-15), 2,17-2,25 (2H,
m, H-14, H-12), 2,37-2,51 (2H, m, H-7, H-8), 2,69-2,75 (1H, m, H-7), 3,08-3,13 (1H, m,
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H-16), 3,94 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-CH,-C(=0)OCH3), 4,19 (2H, q, J=7,2, R-NH-CH,-
C(=0)OCH,CH3), 4,24 (1H, dq, J=2, J=11, H-11), 6,08 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,28 (1H, dd,
J=1,7, J=10,2, H-2), 7,42 (1H, d, J=10,5, H-1). “C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm
14,64 (R-C(=O)OCH,CH3); 15,31 (CHs na polozaju Cléa); 17,62 (C18); 23,75 i 23,79
(C19); 28,98 (C15); 32,41 (C7); 33,61 (C6); 35,85 1 36,00 (C8); 36,56 (C16); 36,73 (C12);
42,23 (R-NH-CH,-C(=0)OCHj3); 45,03 (C14); 49,70 (C13); 50,41 1 50,59 (C10); 62,51 (R-
C(=0)OCH,CHj3); 73,13 1 73,43 (C11); 88,31 (C17); 102,08 i 103,48 (C9); 125,24 (C4);
129,90 (C2); 156,28 (C1); 171,37 (R-C(=0)OCH,CH3); 171,97 (C20); 176,52 (CS5); 189,23
(C3); m/z = 462,0 (M'-1), 396,2; 377,8; 416.1; 311,1; 209,2; 397,9; MS [M+H]+
izratunato za C,sH34FNOg= 464,24430; dobijeno = 464,24286; Amax(CH3;OH) =239 nm.

Etil  3-(11p 17 o~dihidroksi-9 o-fluoro-16 a—metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-kar-
boksamido)propionat (DEA). Beo kristalni praSak, pre¢iS¢en primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja:
113,7-116,6 °C; ATR-FTIR vpa, (cm™): 745.40; 889,38; 1033,27; 1067,03; 1185,32;
1241,25; 1375,86; 1393,83; 1450,58; 1520,27; 1619,51; 1660,59; 1724,87; 2938,88;
3382,54; "TH-NMR (500 MHz, CD;0D) 3 ppm 0,88 (1H, d, J=7,5, CH; na poloZaju
Cleéw), 1,07 (3H, s, H-18), 1,17-1,22 (1H, m, H-6), 1,26 (3H, t, J=7, R-C(=0)OCH,CHs),
1,44 (1H, dd, J=1,5, J=14, H-12), 1,50-1,53 (1H, m, H-15), 1,59 (3H, s, H-19), 1,75 (1H, q,
J=11,3, H-6), 1,86-1,90 (1H, m, H-15), 2,17-2,19 (2H, m, H-14, H-12), 2,37-2,50 (2H, m,
H-7, H-8), 2,55 (2H, t, J=6,7, R-NH-CH,CH,C(=O)OCH,CH3), 2,69-2,75 (1H, m, H-7),
3,08-3,13 (1H, m, H-16), 3,42 (1H, dt, J=7, J=14, R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 3,53
(1H, dt, J=7, J=13,5, R-NH-CH,CH,C(=0)OCH,CH3), 4,15 (2H, q, J=7,2, R-NH-CH>-
C(=0)OCH,CH3), 4,21-4,24 (1H, m, H-11), 6,08 (1H, s, H-4), 6,28 (1H, dd, J=1,7, J=10,2,
H-2), 7,42 (1H, d, J=10,5, H-1); ®C-NMR (125 MHz, CD;0OD) & ppm 14,65 (R-
C(=0)OCH,CH3); 15,29 (CHj3 na polozaju Cl6a); 17,83 (C18); 23,74 1 23,78 (C19); 28,97
(C15); 32,41 (C7); 33,56 (C6); 35,41 (R-NH-CH,CH,-C(=O)OCH,CHs); 35,82 i 35,98
(C8); 36,33 (R-NH-CH,CH,-C(=0O)OCH,CH3); 36,41 (C16); 36,90 (C12); 44,98 (C14);
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50,39 1 50,57 (C10); 61,94 (R-C(=0)OCH,CHs); 73,04 i 73,34 (C11); 88,25 (C17); 102,07
1103,47 (C9); 125,24 (C4); 129,91 (C2); 156,21 (C1); 171,33 (R-C(=O)OCH,CHj3); 173,85
(C20); 175,83 (C5); 189,21 (C3); m/z = 476,0 (M'-1), 376,1; 458.8; 311,1; 440,8; 358,42;
355,9; MS [M+H]+ izracunato za CycH3sFNOg = 478,25995; dobijeno = 478,25876;
Amax(CH30OH) = 240 nm.

Metil 2-(11, 17 o~dihidroksi-9 o~fluoro-16 o-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-kar-
boksamido)-3-fenilpropionat (DF). Beo kristalni praSak, preciS¢en primenom
hromatografije na koloni (mobilna faza A) i preparativne TLC (mobilna faza E);
Temperatura topljenja: 119-122 °C; ATR-FTIR Vpay (cm'l): 696,82; 743,19; 890,83;
904,30; 947,38; 1056,48; 1173,68; 1244,56; 1268,72; 1296,25; 1309,76; 1453,29; 1485,12;
1601,87; 1657,14; 1717,47; 2850,27; 2875,35; 2934,37; 3406,91; '"H-NMR (500 MHz,
CD;0D) & ppm 0,83 (1H, d, J=7, CH; na polozaju Cléa), 1,03 (3H, s, H-18), 1,15-1,20
(1H, m, H-6), 1,46-1,55 (2H, m, H-12, H-15), 1,57 (3H, s, H-19), 1,72 (1H, q, J=11,8, H-6),
1,84-1,88 (1H, m, H-15), 2,09-2,18 (2H, m, H-14, H-12), 2,36-2,48 (2H, m, H-7, H-8),
2,67-2,74 (1H, m, H-7), 2,99-3,15 (3H, m, H-16, R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCH3), 3,70
(3H, s, R-C(=0)OCH3), 4,19 (1H, dq, J=2, J=11, H-11), 4,68 (1H, t, J=6,7, R-NH-
CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCHs), 6,07 (1H, s, H-4), 6,28 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,19-7,29
(5H, m, R-NH-CH(CH,C¢H;)-C(=0)OCH3), 7,40 (1H, d, J=10, H-1); "C-NMR (125
MHz, CD3;0D) & ppm 15,13 (CH; na polozaju C16a); 17,59 (C18); 23,74 i 23,79 (C19);
28,96 (C15); 32,39 (C7); 33,45 (C6); 35,82 1 35,98 (C8); 36,61 (C16); 36,65 (C12); 38,62
(R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCHs); 45,09 (C14); 49,90 (C13); 50,391 50,57 (C10); 52,80
(R-C(=0)OCH3;); 54,94 (R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=O)OCH3); 73,04 i 73,34 (C11); 88,30
(C17); 102,05 i 103,45 (C9); 125,24 (C4); 128,19 (C2); 129,77 (C4’); 129,90 (C3’);
130,45 (C2’); 137,95 (C17); 156,23 (C1); 171,33 (R-C(=O0)OCHs); 173,67 (C20); 175,54
(C5); 189,22 (C3); m/z = 538,3 (M'-1), 506,3; 173,9; 486,2; 130,0; 311,0; 468,2; MS
[M+H]+ izracunato za C31H3sFNOg = 540,27560; dobijeno = 540,27405; Amax(CH3;0H) =

240 nm. Kristalografska analiza je prikazana u Prilogu 2.
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Metil 2-(11p, 17 o-dihidroksi-9 o-fluoro-16f-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 -kar-
boksamido)acetat (BG). Beo kristalni prasak, prec¢is¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza C) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja: 263-266
°C; ATR-FTIR Vp, (cm™): 824,92; 893,99; 957,70; 982,32; 1051,33; 1127,14; 1186,41;
1221,10; 1241,31; 1274,17; 1303,40; 1404,96; 1442,47; 1503,75; 1601,20; 1618,37;
1658,96; 1740,00; 2869,86; 2945,22; 3434,43; "H-NMR (500 MHz, CD;OD) & ppm 1,14
(3H, s, H-18), 1,17-1,20 (1H, m, H-6), 1,22 (3H, d, J=7,5, CH; na polozaju C16p), 1,52-
1,58 (2H, m, H-12, H-15), 1,60 (3H, s, H-19), 1,94-2,14 (4H, m, H-15, H-6, H-14, H-16),
2,19 (1H, dt, J=3,2, J=14, H-12), 2,41 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-7), 2,46-2,58 (1H, m, H-8),
2,71-2,78 (1H, m, H-7), 3,73 (3H, s, R-C(=0)OCHjs), 3,93 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-CH,-
C(=0)OCH;), 4,24 (1H, dq, J=2, J=10,5, H-11), 6,08 (1H, s, H-4), 6,28 (1H, dd, J=2, J=10,
H-2), 7,42 (1H, d, J=10, H-1). *C-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 18,26 (C18); 20,96
(CHj3 na polozaju C16p); 23,78 1 23,82 (C19); 29,28 (C15); 32,43 (C7); 35,391 35,55 (C8);
36,20 (C6); 37,41 (C12); 41,73 (R-NH-CH,-C(=0)OCHys); 44,97 (C14); 48,75 (C16); 49,73
(C13); 50,40 1 50,58 (C10); 52,70 (R-C(=O)OCHz3); 73,23 1 73,53 (C11); 86,02 (C17);
101,98 i 103,38 (C9); 125,22 (C4); 129,88 (C2); 156,32 (C1); 171,38 (R-C(=0)OCHj3);
172,47 (C20); 176,24 (C5); 189,25 (C3); m/z = 447,9 (M'-1), 398,0; 415,9; 396,0; 311,0;
208,8; 372,2; MS [M+H]+ izracunato za C4H3,FNOg = 450,22864; dobijeno = 450,22826;
Amax(CH3OH) = 239 nm.

Etil  2-(11p,17 o~dihidroksi-9 o-fluoro-16 f-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-17 f-kar-
boksamido)acetat (BEG). Beo kristalni praSak, preciS¢en primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza E); Temperatura topljenja:
252,2-255,1 °C; ATR-FTIR Vi, (em™): 807,17; 821,99; 878,19; 892,41; 929,55; 942,94;
1019,73; 1046,57; 1064,61; 1189,99; 1267,70; 1297,99; 1374,09; 1503,59; 1604,16;
1619,09; 1655,90; 1739,17; 2937,60; 3395,75; "H-NMR (500 MHz, CD;0D) & ppm 1,14
(3H, s, H-18), 1,18-1,20 (1H, m, H-6), 1,22 (3H, d, J=7,5, CH; na polozaju C16f), 1,283
(3H, t, J=7, R-C(=0)OCH,CH3), 1,52-1,58 (2H, m, H-12, H-15), 1,60 (3H, s, H-19), 1,93-
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2,14 (4H, m, H-15, H-6, H-14, H-16), 2,19 (1H, dt, ]=3,4, J=14, H-12), 2,41 (1H, dd, J=3,5,
J=14, H-7), 2,46-2,58 (1H, m, H-8), 2,71-2,77 (1H, m, H-7), 3,92 (2H, ABq, J=17.5, R-
NH-CH,-C(=0)OCHs), 4,19 (2H, q, J=7,2, R-NH-CH,-C(=0)OCH,CHj3), 4,24 (1H, dq,
J=2,1=10,5, H-11), 6,08 (1H, s, H-4), 6,28 (1H, dd, J=2, =10, H-2), 7,42 (1H, d, J=10, H-
1); BC-NMR (125 MHz, CD;0D) § ppm 14,64 (R-C(=0)OCH,CHs); 18,26 (C18) 20,97
(CHj3 na polozaju C16B); 23,78 i 23,82 (C19); 29,29 (C15); 32,44 (C7); 35,39 i 35,55 (C8);
36,20 (C6); 37,40 (C12); 41,93 (R-NH-CH,-C(=0)OCHj3); 44,98 (C14); 50,39 i 50,58
(C10); 62,42 (R-C(=0)OCH,CHj3); 73,22 i 73,52 (C11); 86,03 (C17); 101,98 i 103,38 (C9);
125,22 (C4); 129,88 (C2); 156,31 (C1); 171,37 (R-C(=0)OCH,CH3); 172,00 (C20); 176,18
(C5); 189,24 (C3); m/z = 461,9 (M*-1), 416,2; 395,9; 398,2; 377.9; 372,4; 311,3; MS
[M+H]+ izracunato za C,sH34sFNOg = 464,24430; dobijeno = 464,24304; Amax(CH3;0H) =
239 nm.
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4.3. OSNOVNA FIZICKO-HEMIJSKA I BIOFARMACEUTSKA
ISPITIVANJA NOVOSINTETISANIH AMIDA KORTIENSKIH

KISELINA

4.3.1. Ispitivanje lipofilnosti

Primenom konvencionalne shake-flask metode odredeni su particioni koeficijenti

oktanol/voda (logP) sintetisanih amida i polaznih glukokortikoida 1 prikazani u Tabeli 12.

Najvece vrednosti logP imaju derivati metil estra L-fenilalnina (HF, PF, MPF 1 DF).

Tabela 12. Vrednosti logP ispitivanih jedinjenja

Jedinjenje logP Jedinjenje logP = Jedinjenje logP
Hidrokortizon 1,51 PEG 2,01 | Deksametazon 1,92
HG 1,53 PEA 2,15 DG 1,79

HA 1,87 PF 2,85 DA 2,07
HEG 2,00 | Metilprednizolon 2,10 DEG 2,28
HEA 2,04 MPG 2,04 DEA 2,16

HF 2,90 MPA 2,44 DF 3,23
Prednizolon 1,59 MPEG 2,52 | Betametazon 1,97
PG 1,63 MPEA 2,55 BG 2,04

PA 1,96 MPF 3,04 BEG 2,44

Shake-flask metoda se smatra standardnom metodom za ispitivanje lipofilnosti

jedinjenja, ali je odlikuju izvesni nedostaci. Za ovo ispitivanje je potrebna relativno velika
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koli¢ina rastvaraca i ispitivanih supstanci, ispitivane supstance bi trebalo da budu visokog
stepena Cistoce, a vreme izvodenja ispitivanja je relativno dugo. Shake-flask metoda je u
mnogim sluajevima uspe$no zamenjena hromatografskim tehnikama - HPLC*'® i TLC

: < s 2322
(normalno-fazna i, mnogo &esée, reverzno-fazna TLC).***

U cilju ispitivanja moguénosti primene RP-TLC tehnike za ispitivanje i procenu
lipofilnosti amida kortienskih kiselina, odabrano je 10 jedinjenja (HA, prednizolon, PEG,
PEA, PF, MPA, MPEA, MPF, DF i BG). Retenciona ponasanja ovih jedinjenja su nakon
toga ispitana u sva 4 hromatografska sistema. Set jedinjenja za RP-TLC ispitivanja je
formiran tako da su obuhvaceni derivati svih glukokortikoida i svih aminokiselina 1 da su
logP vrednosti u tako formiranom setu §to homogenije rasporedene. Za odabrana jedinjenja
izracunate su R, vrednosti u svakom od 4 hromatografska sistema, za svaki odnos vodene 1
organske faze. IzraCunate R,, vrednosti su korelisane sa odgovaraju¢im procentom
organskog rastvaraCa, a koeficijenti determinacije su prikazani u Tabeli 13. Zavisnost
izmedu R), 1 procenta organskog rastvaraca u mobilnoj fazi je izrazena Soczewinski—

Wachtmeisterovom jedna¢inom (16).2*

Ry= R’ +aC (16)

Ekstrapolacijom prave koja pokazuje zavisnost R, od procenta organskog rastvaraca

na y-osu, dobija se R;, vrednost koja predstavlja R), vrednost ispitivanog jedinjenja u

hromatografskom sistemu koji ¢ini 100 % voda i 0 % organski rastvara¢. Izraunate R},

vrednosti su prikazane u Tabeli 13. Kao parametri lipofilnosti mogu se koristiti i nagib
krive koja pokazuje zavisnost R, vrednosti od procenta organskog rastvaraca (a) 1 Cy

(Tabela 13).

Nagib krive a se moze koristi kao parametar lipofilnosti i odnosi se na specificnu

235,236 7Za

hidrofobnu povrsinu jedinjenja. ispitivana jedinjenja u svim primenjenim

hromatografskim sistemima postoji visoka korelacija izmedu Rfl 1a(r=0,983-0,993), sto

ukazuje na to da sli¢ni mehanizmi odreduju njihovo hromatografsko ponaganje.”*
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. . .. . - . . . 237
Bieganowska 1 saradnici su primenili Cy kao parametar lipofilnosti sulfonamida.

Ovaj parametar se moze definisati kao procenat organskog rastvaraca u mobilnoj fazi pri

kome je raspodela izmedu dve faze jednaka i izracunava se prema jednacini (17):

R,

a

G, = (17)
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Tabela 13. Koeficijenti determinacije (R?) i vrednosti hromatografskih parametara ( R) ,ai

() ispitivanih jedinjenja

*T acetonitril-voda (50:50
IT aceton-voda (60:40, 70:30, 80:20 1 90:10 V/V)
III etanol-voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20 V/V)

, 60:40, 70:30 1 80/20 V/T)

IV metanol-voda (60:40, 70:30, 80:20 1 90:10 V7/V)
V tetrahidrofuran-voda (50:50, 60:40, 70:30 1 80/20 V/V)

TLC I I
sistem *
Jedinjenje R’ R}, a Co R’ R a Co
HA 0,9687 1,4475 | -0,0269 | 53,8104 | 0,9806 1,7683 -0,0275 | 64,3018
P 0,9640 1,8579 | -0,0337 | 55,1306 | 0,9814 | 2,1568 | -0,0340 | 63,4353
PEG 0,9919 1,7436 | -0,0309 | 56,4272 | 0,9708 1,9658 | -0,0308 | 63,8247
PEA 0,9947 1,7106 | -0,0298 | 57,4027 | 0,9677 | 2,0773 | -0,0320 | 64,9156
PF 0,9743 2,7330 | -0,0397 | 68,8413 0,9895 | 2,5821 -0,0361 | 71,5263
MPA 0,9949 2,0297 | -0,0331 61,3202 | 0,9994 | 2,3410 | -0,0340 | 68,8529
MPEA 0,9932 2,6471 | -0,0401 66,0125 | 0,9939 | 2,1765 | -0,0319 | 68,2288
MPF 0,9906 3,0810 | -0,0428 | 71,9860 | 0,9904 | 2,7818 | -0,0372 | 74,7796
DF 0,9869 2,9824 | -0,0427 | 69,8454 | 0,9940 | 3,4064 | -0,0449 | 75,8664
BG 0,9992 2,2295 | -0,0370 | 60,2568 | 0,9945 1,8971 -0,0288 | 65,8715
TLC
. 1I v
sistem *
Jedinjenje R’ R}, a Co R* | R® a Co
HA 0,9723 1,8114 | -0,0305 | 59,3902 | 0,9688 | 2,3527 | -0,0307 | 78,4233
P 0,9684 1,7024 | -0,0296 | 58,7034 | 0,9891 2,5800 | -0,0332 | 78,1818
PEG 0,9637 2,0866 | -0,0333 | 63,2303 | 0,9928 | 2,7616 | -0,0366 | 76,7111
PEA 0,9637 2,0866 | -0,0333 | 63,2303 | 0,9983 | 2,7797 | -0,0366 | 77,2139
PF 0,9777 2,7694 | -0,0419 | 66,0955 | 0,9875 | 3,6614 | -0,0444 | 82,4640
MPA 0,9776 2,2547 | -0,0352 | 64,0540 | 0,9736 | 2,8452 | -0,0348 | 81,7586
MPEA 0,9707 2,1584 | -0,0329 | 65,6049 | 0,9606 | 3,1614 | -0,0383 | 82,5431
MPF 0,9839 3,0885 | -0,0450 | 68,6333 | 0,9768 | 4,1004 | -0,0486 | 84,3704
DF 0,9851 3,0866 | -0,0432 | 71,4491 0,9790 | 3,9465 | -0,0458 | 86,1681
BG 0,9620 1,9166 | -0,0311 61,6270 | 09786 | 2,7313 | -0,0350 | 78,0371
TLC
. \%
sistem *
Jedinjenje R’ R, a Co
HA 0,9905 1,4987 | -0,0252 | 59,4722
P 0,9861 1,2143 | -0,0216 | 56,2176
PEG 0,9915 2,3134 | -0,0350 | 69,0971
PEA 0,9986 2,2775 | -0,0348 | 66,4454
PF 0,9600 2,2246 | -0,0322 | 69,0870
MPA 0,9975 1,4597 | -0,0229 | 63,7424
MPEA 0,9951 1,6885 | -0,0276 | 61,1775
MPF 0,9774 2,4495 | -0,0355 | 69,0000
DF 0,9655 3,0785 | -0,0434 | 70,9332
BG 0,9898 1,5634 | -0,0257 | 60,8327
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Opseg primenjenih koncentracija organskih rastvaraca u ovim sistemima je odabran
tako da je moguce pouzdano izraCunati Ry vrednost. Najnizi sadrzaji organskih rastvaraca
su 50 % (mobilne faze I, III i V), odnosno 60 % (mobilne faze II i IV). Nizi sadrzaji

organskih rastvaraca nisu mogli biti primenjeni zbog znacajno niskih R vrednosti. Stoga,

eksperimentalno odredivanje R, sa mobilnom fazom voda 100 % nije bilo moguce.

Direktno odredivanje R), primenom mobilne faze koja se sastoji samo od vode je moguce
jedino u slu¢aju veoma hidrofilnih jedinjenja.”*® Koeficijenti determinacije za sva ispitivana
jedinjenja u sva Cetiri hromatografska sistema (Tabela 13.) su u opsegu 0,9600 - 0,9994, sto
ukazuje na to da postoji linearna zavisnost izmedu procenta organskog rastvaraca u

mobilnoj fazi 1 Ry, vrednosti, te je mogucée primeniti metodu ekstrapolacije za odredivanje

vrednosti parametra R, .

Najlipofilniji predstavnici (derivati metil estra L-fenilalanina - PF, MPF 1 DF) imaju
najnize vrednosti nagiba a. Na osnovu toga se moze zakljuciti da promena polarnosti
mobilne faze (promena odnosa vode i organskog rastvaraca) utice najvise na najlipofilnije

predstavnike.

IzvrSena je prosta linearna regresiona (eng. Simple Linear Regression, SLR) analiza

rezultata shake-flask ispitivanja lipofilnosti. Vrednosti logP dobijene shake-flask metodom
su korelisane sa izra¢unatim hromatografskim parametrima (R),, C, i a). Dobijene
regresione jedna¢ine (SLR modeli) i odgovarajuéi koeficijenti determinacije (R?) su

prikazani u Tabeli 14.
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Tabela 14. Regresione jednacine i koeficijenti determinacije (R?) linearnih zavisnosti
izmedu logP 1 RP-TLC parametara

TLC sistem * Regresiona jednacina (SLR model) R?

logP = 0,826 R}, + 0,52 0,791

! logP =-77,55a - 0,388 0,650
logP = 0,076 Cy- 2,398 0,902

logP = 0,95 R}, + 0,176 0,756

. logP = -84,87a - 0,485 0,611
logP =0,114 Cy- 5,425 0,941

logP = 1,019 R, + 0,035 0,926

= logP =-87,84a - 0,739 0,879
logP = 0,132 Cy- 6,110 0,938

logP = 0,839 R}, - 0,217 0,888

v logP =-81,02a - 0,717 0,833
logP = 0,149 Cy- 9,689 0,840

logP = 0,684 R}, + 1,023 0,547

v logP =-53,14a + 0,761 0,466
logP =0,095C)- 3,761 0,717

*T acetonitril-voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20 V/V)
IT aceton-voda (60:40, 70:30, 80:20 1 90:10 V/V)
[T etanol-voda (50:50, 60:40, 70:30 1 80/20 V/V)
IV metanol-voda (60:40, 70:30, 80:20 1 90:10 V/V)
V tetrahidrofuran-voda (50:50, 60:40, 70:30 1 80/20 V/V)

U hromatografskim sistemima I, II 1 V hromatografski parametar Cy najbolje koreliSe
sa logP, dok je u ostalim sistemima korelacija izmedu sva tri hromatografska parametra sa
logP sli¢na. Koeficijenti determinacije izmedu logP i1 hromatografskih parametara su

najnize u hromatografskom sistemu V, te je predvidanje logP vrednosti pomoc¢u parametara
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izracunatth u ovom sistemu najmanje pouzdano. Najbolje korelacije izmedu
hromatografskih parametara i logP su dobijene u hromatografskom sistemu III, ali se za

predvidanje logP vrednosti mogu koristiti i hromatografski sistemi I, 111 IV.

U cilju procene sposobnosti predvidanja logP vrednosti amida kortienskih kiselina
primenom hromatografskog sistema III, formiran je set od Sest derivata (HG, HF, MPG,
DG, DEA 1 BEG) koji nisu koriS¢eni za ispitivanje korelacije izmedu logP 1
hromatografskih parametara (test set). Izracunati su hromatografski parametri (R, ,Cpi @) i
na osnovu odgovaraju¢ith SLR modela predvidene su logP vrednosti jedinjenja test seta

(Tabela 15).

Tabela 15. Eksperimentalne vrednosti 1 vrednosti logP predvidene primenom RP-TLC
sistema III i odgovaraju¢ih SLR modela

Jedinjenje (test set)  logP (shake-flask) logP (Rfl) logP (a) logP (Cy)

HG 1,53 1,65 1,71 1,39
HF 2,9 2,65 2,51 3,05
DG 1,79 1,96 2,03 1,80
BEG 2,44 2,29 2,24 2,50
MPG 2,04 1,92 1,90 1,98
DEA 2,16 2,31 2,28 2,46

Kvalitet dobijenih modela i sposobnost predvidanja logP vrednosti su ispitani na

osnovu statistickih parametara RMSEE, Qz, RMSEP, ri Rzobs vs pred (Tabela 16).
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Tabela 16. Statisticki parametri izracunati za odabrane modele

Model RMSEE Q* RMSEP r R s vs pred
logP = 1,01 R?, + 0,035 0,139 0,889 0,166 0,952 0,889
logP = -87,84a - 0,739 0,177 0,808 00229 0916 0,790
logP = 0,132Cy - 6,110 0,127 0906 0,150 0,978 0,910

Niske vrednosti RMSEE 1 RMSEP ukazuju na malu razliku izmedu eksperimentalno
dobijenih 1 modelom predvidenih vrednosti logP jedinjenja u trening, odnosno test setu.
Vrednosti Q% i R v pred SU vece od 0,5, Sto ukazuje na dobru sposobnost predvidanja logP
vrednosti za jedinjenja koja su sli¢na jedinjenjima iz trening, odnosno test seta. Na osnovu
toga, moze se zakljuciti da formirani modeli mogu biti koris¢eni za predvidanje logP

vrednosti novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

4.3.2. Procena permeabilnosti i retencije u koZi primenom PAMPA testa

4.3.2.1. Parametri permeabilnosti i retencije u veStackoj PAMPA membrani

Rezultati PAMPA testa prikazani su u Tabeli 17.7'
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Tabela 17. PAMPA parametri permeabilnosti i retencije polaznih
sintetisanih 17p-karboksamidnih derivata glukokortikoida

glukokortikoida 1

Jedinjenje C,0/Cp(0) * logP," R logK,,d
Hidrokortizon 0,72+0,03 -6,50+0,02 1,60+0,17 -8,44 + 0,02
HG 0,31 +0,00 -6,88+0,01 0,33+0,14 -8,94 £ 0,01
HA 0,89+0,13 -6,42+0,06 0,34+0,23 -8,32 + 0,09
HEG 0,47+0,04 -6,70+0,04 0,55+0,33 -8,70 £ 0,05
HEA 1,01 £0,09 -6,36+0,04 1,98=+0,53 -8,24 £ 0,05
HF 10,99 £ 0,48 -5,23+0,00 8,42 +3,59 -6,73 £ 0,01
Prednizolon 0,67+0,02 -6,53+0,02 1,26+0,64 -8,48 £0,02
PG 0,17+0,01 -7,13+0,03 0,75+0,43 -9,27+£0,04
PA 0,55+0,08 -6,62+0,06 3,28+1,21 -8,59 £ 0,09
PEG 0,49 £0,03 -6,67+0,03 2,15+0,49 -8,65+0,04
PEA 0,63+0,04 -6,57+0,03 0,67+0,12 -8,52 £ 0,04
PF 8,07+0,81 -5,37+0,05 11,01 +0,84 -6,92 + 0,06
Metilprednizolon 1,35+0,06 -6,23+0,02 0,94+0,17 -8,19+0,03
MPG 0,55+0,05 -6,62+0,04 1,23+0,31 -8,59+0,06
MPA 1,37+0,06 -6,22+0,02 1,67+0,12 -8,06 0,03
MPEG 0,94+0,16 -6,39+0,09 2,32+1,81 -8,28 £ 0,11
MPEA 1,37+0,10 -6,20+£0,03 6,47 +1,40 -8,03 +£0,03
MPF 11,56 +0,19 -521+0,01 7,89 +1,29 -6,70 + 0,02
Deksametazon 1,69+0,03 -6,13+0,01 1,08+0,14 -7,94 + 0,01
DG 0,4+0,02 -6,77+0,03 1,22+0,26 -8,79 £ 0,04
DA 1,38+0,04 -6,22+0,01 0,95+0,48 -8,05+0,02
DEG 0,72+0,03 -6,50+0,02 2,05+0,21 -8,44 + 0,02
DEA 0,97+0,02 -6,37+0,01 3,19+£1,20 -8,25+0,01
DF 13,05+0,42 -5,15+0,01 7,15+1,18 -6,63 0,01
Betametazon 1,94+0,18 -6,06+0,04 2,57+1,17 -7,85+£0,05
BG 0,724+0,03 -6,51+0,02 0,90+0,51 -8,44 £ 0,03
BEG 1,39+0,08 -6,20+0,02 4,24 +0,81 -8,03 +£0,03

? parametar permeacije

® koeficijent permeabilnosti kroz PAMPA membranu

¢ retencija (%)

4 koeficijent permeabilnosti kroz kozu
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Prema Oftavianiju i saradnicima'?’, jedinjenja se mogu klasifikovati u tri grupe na
osnovu predvidene permeabilnosti kroz kozu (logKp): jedinjenja sa niskim logKp (logKp <
-6), koja imaju zanemarljivu retenciju (R) i nisku permeaciju (Cy4(2)/Cp(0)) (I) i jedinjenja
sa viSom vrednos¢u logKp (logKp > -6), koja imaju nisku ili zanemarljivu retenciju i visoku

permeaciju (II) ili visoku retenciju i nisku permeaciju (III). Predlozeni model koji dovodi u

vezu logKp 1 logPe je:

logKp = (1,34 + 0,12) logPe + (0,28 + 0,56) (18)

Na osnovu ovog modela, izracunate su logKp vrednosti ispitanih jedinjenja (Tabela

17). Sva ispitivana jedinjenja imaju logKp < -6 1 pripadaju grupi I (Slika 30).

40
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20

CaltVCp(0) %

15

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40
R%

Slika 30. Klasifikacija ispitivanih jedinjenja prema predvidenoj permeabilnosti kroz
kozu™!
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Vecina sintetisanih amida kortienskih kiselina ima retenciju slicnu polaznim
glukokortikoidima. Visoka retencija moZze pozitivno uticati na lokalnu antiinflamatornu
aktivnost, jer se jedinjenje duze zadrzava na mestu delovanja. S druge strane, visoka
permeabilnost moze dovesti do pojave sistemskih nezeljenih efekata, jer jedinjenje u vecem
procentu prolazi u sistemsku cirkulaciju. U cilju izdvajanja derivata koji imaju znacajno
vecu retenciju u odnosu na polazne glukokortikoide, primenjena je jednofaktorska ANOVA
poredenjem srednjih vrednosti retencije amida kortienskih kiselina i1 odgovaraju¢ih
glukokortikoida. Znacajno vecu retenciju imaju MPEA 1 derivati metil estra L-fenilalanina
(HF, PF, MPF i DF). Derivati metil estra L-fenilalanina imaju i1 znafajno vecu
permeabilnost u odnosu na odgovarajuce glukokortikoide. Derivat MPEA nema znacajno
vecu permeabilnost u odnosu na polazni metilprednizolon, §to ga izdvaja kao predstavnika

sa potencijalno najboljim osobinama za lokalnu primenu na koZzi.

4.3.2.2. QSPR analiza rezultata PAMPA testa

4.3.2.2.1. Statisticka analiza formiranih QSPR modela

Viseslojni perceptron (eng. Multilayer perceptrons, MLP)'* je koridé¢en za formiranje

ANN-QSPR(logPe) i ANN-QSPR(R) modela u STATISTICA programu. Izbor deskriptora
za formiranje ANN modela je izvrSen primenom postupne (stepwise) MLR. Optimalan broj
¢vorova u skrivenom sloju, broj epoha, momentum i learning rate za ANN-QSPR modele
su prethodno utvrdeni u preliminarnim treninzima mreze za svaki set molekulskih
deskriptora izabranih postupnom MLR metodom, uz procenu gresaka predvidanja
izracunatih za trening, verifikacioni i test set. Ovako formirani modeli sa razli¢itim brojem
deskriptora (dva seta od po 7 i 4 deskriptora za oba modela (ANN-QSPR(logPe) i ANN-
QSPR(R))) su analizirani i odabrani su najpouzdaniji modeli na osnovu Qz, r, RMSEE i

RMSEP. Finalna struktura modela se odreduje prema odnosu ¢vorova u prvom (ulaznom),
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drugom (skrivenom) i tre¢em sloju. Modeli odabrani u ovoj studiji imaju sledece strukture:

4-6-1(ANN-QSPR(logP.)) i 4 - 4 - 1 (ANN-QSPR(R)).

Postupna multilinearna regresiona analiza je primenjena kako bi se ispitala linearna
povezanost izraCunatih molekulskih parametra sa logPe 1 R vrednostima ispitivanih
jedinjenja. Setovi od po 4 nezavisne varijable koji formiraju finalne ANN-QSPR(logPe) i
ANN-QSPR(R) modele su koris¢eni za formiranje MLR-QSPR modela. Primenom
postepene multilinearne regresione analize, uz iste F to enter 1 F' to remove kriterijume
primenjene za izbor molekulskih deskriptora za formiranje ANN-QSPR modela, formirani

su MLR-QSPR(logPe) i MLR-QSPR(R) modeli.

PLS-QSPR modeli su formirani postepenim uklanjanjem nezavisnih varijabli na
osnovu vrednosti njihovih VIP parametara. Za svaki formirani model se izracunavaju
statisticki parametri R%, Q, F-odnos, p-vrednost i RMSEE i porede sa odgovarajué¢im
parametrima iz prethodnog modela. Procedura se ponavlja dok se ne dobije najbolji model.
Test permutacije zavisne varijable (The response permutation test (Y scrambling))'***"* je

upotrebljen da se ispita statisti¢ki znacaj R? i Q* i overfitting zbog slu¢ajne korelacije.

Statisti¢ki parametri izraGunati za formirane QSPR modele prikazani su u Tabeli 18.7'

136



LET

"§0 3] 10 onyrydodi-101d220y qZSLYD - TV SO AT SLVO
“QUIN]OA S|DD g 2P UDA Aq paryS1om/(¢ [-uoudUN,] uoNqLUSI [PIpPY - AOETAAT ‘1101 FWOH - LINOH ‘JPHG0 Anjndajour paidndo 1saysiy - QINOH ,,
‘21118-] Aq payy31om/p 7 [PUSIS - SETION ‘21v1s-] Aq pajy31om
/SpI-uondUn,] UOUNGLUSI [DIPDY - SSHIAQY  -SSvut Aq paryS1om/C[() -uoydun.y uoynqrisiq (pipvy - WS10AqY -spuoq ajdyjnut fo 1oquinu - NgU
JU2101ff200 U010 L2IPM-]OUDII0 1YINSLIOW pa.vnbs -7dDOTIN -§ 2ouvisip (pa13oj0doy v ()-) Jo Aouanba.if - [0-D]50d ‘¢ 2oumisip [por3ojodoy
w ) - D fo douanbaif - [D-D]c0d ‘80 8vp w onwdodiT-onydodiT GzSIVD - 1T 80 AT SLVD -9 42p10 fo xopup Suli unojp/pouvisip - 90NA/d

‘60

3v] o pydodi-1ouoq qzSIVD - 1A 60 ATSLYD “XTYHD - 800-D “(£ds)D Luviia1 [p1o) fo aoquinu -\ [21pis-] A4q pajySiom/9[ [pusis - SQIION

»STTIOIN-8€L000°0 + SSF1AAY-690000°0 +

0000°0>  9SI°S6 7960 w80 SS6°0 8060 T960 610 e[ 0dA-bCT000 - INEY. 2095860 = ¥ (W) 4dSO-YTN
(TV S0 dzSLvD
< 3 3 3 3 3 3 3 P -
00000°0  €0L°9€  TLSO 0£9°0 €580 0S80 €LY 1 601°1 AQ£ 1AM LINOH OO = ¥ (N)4dSO-S1d
788°0 0S6°0 8880  0€8°0 9L0 » (SYTIOW'SSH T AQY WS T0IAI WS = ¥ () 4dSO-NNV
. 1A 60 ATSLYD-TI06£0
0000°0> LEY9S  L16°0 9SL°0 SH8°0  $68°0 ¥92°0 STI°0 +800-D-£T¥TS0 (24301 ddSO-YTN
+ S9TIOIN-60000°0 + S9¥88°L- = 2430]
(zdDOT ‘[0-0]s04 [D-D]z0d
‘ SI8° L6 ‘ ‘ ‘ LT LO AT . 24301 ddSO-S1d
10000°0 I187¢  $L6%0 968°0 6£6°0 1960  TLIO 6L0°0 T80 AZS.LY 900/ — 2430] ( DYdSO-S
(1 60 ATSLVD ‘800-D
L98° ‘ L9 S61° ‘ . (24301 4dSO-NNV
98°0 T6°0 1L9°0 61°0 701°0 19U SO IO § — 2g50]
[opout nfearurioy
2.4d s sqo
d K| A g “d 1 0 dASINI  HASINA 1foy 1103dLDsap /eurpeupal BuoISIISIY [PPOIAl

B[Opol YdSO-Y TN I AdSO-STd “ddSO-NNV touwered pjusnes ‘g1 epqe L,



Kvalitet formiranih QSPR modela procenjen je na osnovu statistickih parametara R,

F-odnosa, p-vrednosti, RMSEE, RMSEP, r, in R?,ps s pred.

Analizirajudi izracunate statisticke parametre (Tabela 18), svi formirani QSPR modeli
imaju zadovoljavajucu sposobnost predvidanja (Q2 >0,51 R% 5 vs pred = 0,5) 1 niske vrednosti
gresaka (RMSEE i RMSEP) za odgovarajuce intervale logPe i R vrednosti. Na osnovu
vrednosti ostalih statisti¢kih parametara, moze se zakljuciti da su najpouzdaniji QSPR

modeli PLS-QSPR(logPe) i ANN-QSPR(R) modeli.

4.3.2.2.2. Interpretacija formiranih QSPR modela

Na osnovu vrednosti VIP parametara (0,9 - 1,2), moze se zakljuciti da svi deskriptori
koji formiraju PLS-QSPR(logPe) model imaju sli¢an uticaj na permeabilnost ispitivanih

jedinjenja kroz PAMPA vestadku membranu (Slika 31).%"

1.4
13
1.2
58
1.0
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FOS[C-0] D/Dr06 MLOGP2 F02[C-C] CATS2D 08 LL

Var ID (Primary)

Slika 31. Vrednosti VIP parametara deskriptora koji formiraju PLS-QSPR (logPe) model*
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Vrednosti koeficijenata pokazuju da svi deskriptori imaju pozitivan, osim D/Dtr06 koji
ima negativan uticaj na permeabilnost ispitivanih jedinjenja kroz PAMPA membranu (Slika

32).
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Slika 32. Koeficijenti deskriptora PLS-QSPR(logPe) modela®™'

Deskriptor D/Dtr06 (distance/detour ring index of order 6) spada u deskriptore
cikli¢nih sistema u molekulu. Deskriptori FO2[C-C] i FO5[C-O] predstavljaju ucestalost
pojave C-C fragmenata sa topoloskom distancom 2 i ucestalost pojave C-O fragmenata sa
topoloskom distancom 5. Ovi deskriptori spadaju u dvodimenzionalne deskriptore.””
Topoloske distance su najkraca rastojanja (izraZzena kao broj atomskih veza) izmedu C-C i
C-O grupa u molekulu.”* Prisustvo funkcionalnih grupa koje imaju visestruke C-C
fragmente (npr. benzenov prsten u strukturi derivata fenilalanina) ili prisustvo

funkcionalnih grupa sa kiseonikom dovodi do povecanja vrednosti ovih deskriptora, a kao
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rezultat toga 1 do povecanja permeabilnosti jedinjenja kroz PAMPA membranu. MLOGP2
je kvadrat Moriguchijevog oktanol/voda particionog koeficijenta.”*' Ovaj deskriptor se
izraCunava na osnovu kvantitativnog odnosa strukture i logP vrednosti koji su predlozili
Moriguchi i saradnici. Predlozeni model sadrzi 13 parametara koji se odnose na hidrofobne
1 hidrofilne atome, sterne efekte azota i/ili kiseonika, prisustvo nezasic¢enih veza, amfoterna
svojstva 1 druge osobine testiranih jedinjenja. CATS2D 08 LL (CATS2D lipophilic-
lipophilic at lag08) pripada CATS2D deskriptorima.”>® MLOGP2 i CATS2D 08 LL se
odnose na lipofilnost ispitivanih jedinjenja. Deskriptor CATS2D 09 DL, koji se pojavljuje
u preostala dva modela (ANN-QSPR(logPe) i MLR-QSPR(logPe)), se takode odnosi na
lipofilnost jedinjenja. Na osnovu toga, moZe se zakljuciti da je lipofilnost ispitivanih

jedinjenja znacajna osobina koja uti¢e na permeabilnost kroz PAMPA vestacku membranu.

Prema graficima odgovora deskriptora koji formiraju ANN-QSPR(R) model (Slika
33.) i koji pokazuju uticaj navedenih deskriptora na retenciju jedinjenja u PAMPA
vesStackoj membrani, deskriptori nBM, Mor24s i RDF145s imaju pozitivan, dok RDF015m
ima negativan uticaj na retenciju. Isti zakljucak se moze izvesti i na osnovu predznaka

koeficijenata ispred deskriptora u MLR-QSPR(R) modelu.
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Respanse Graph R(3 )

Response Graph. R (3 )
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Slika 33. Grafici odgovora deskriptora koji formiraju ANN-QSPR(R) model*"’

Na osnovu analize uticaja deskriptora koji formiraju ANN-QSPR(R) model (Tabela
19), deskriptor koji najvise uti¢e na retenciju u PAMPA vestackoj membrani je nBM (broj
viSestrukih veza). Povecanje vrednosti nBM dovodi do povecanja retencije. Na osnovu
toga se moze objasniti zasto veéina derivata prednizolona (PG, PEG, PA i PF) ima vecu
retenciju od odgovarajucih derivata hidrokortizona (HG, HEG, HA i HF). Osim toga, ovim
deskriptorom se moze objasniti i znatno veca retencija derivata fenilalanina (HF, PF, MPF,
DF) u odnosu na druge derivate. Na osnovu uticaja vrednosti nBM na retenciju, moze se
pretpostaviti da m—m interakcije izmedu ispitivanih jedinjenja i komponenata membrane

predstavljaju jedan od mehanizama retencije u vestackoj PAMPA membrani.
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Tabela 19. Analiza uticaja deskriptora iz ANN-QSPR(R) modela

Deskriptor nBM RDFOI5m RDFI145s Mor24s
Parametar uticaja (Ratio) * 3,19 1,60 1,29 1,78

* Parametar koji opisuje stepen uticaja deskriptora na zavisnu varijablu

Mor24s spada u trodimenzionalne MoRSE deskriptore.”’ Ovi deskriptori uzimaju u
obzir trodimenzionalni raspored atoma u molekulu, ne zavise od veli¢ine molekula i mogu
se primeniti na velikom broju strukturno razli¢itih jedinjenja.**> Znacenje i primena ovih
deskriptora nije u potpunosti razjasnjena.'”** RDF015m i RDF145s su RDF (Radial
Distribution Function) deskriptori korigovani masom, odnosno l-stanjem.”’ RDF015m
deskriptor predstavlja trodimenzionalnu distribuciju mase izra¢unatu na rastojanju 1,5 A od
geometrijskog centra molekula i odnosi se na sterne faktore na tom rastojanju.*** Jedinjenja
sa najvecom vrednos¢u ovog deskriptora su DF, DEG, DG i DEA. Grupa koja
najverovatnije dovodi do visoke vrednosti ovih deskriptora je metil grupa o-orijentacije na
polozaju C16, ¢ije rastojanje od geometrijskog centra (Du) ovih jedinjenja iznosi od 2 do
2,5 A (Slika 34).
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Slika 34. Trodimenzionalna struktura jedinjenja DG sa geometrijskim centrom™'
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RDF145s je deskriptor koji predstavlja signal izracunat na rastojanju 14,5 A od
geometrijskog centra molekula.”®® BEG i MPEA imaju najvise, dok prednizolon i
metilprednizolon imaju najnize vrednosti ovog deskriptora. Ovim deskriptorom se moze
objasniti pozitivan uticaj duzine bo¢nog niza na retenciju ispitivanih jedinjenja u PAMPA
membrani. Esterifikacija karboksilnih grupa aminokiselina alkoholima sa ve¢im brojem
ugljenikovih atoma ili uvodenje drugih - ili y-aminokiselina u C17 bo¢ni niz bi trebalo

da dovede do povecanja retencije u vestackoj PAMPA membrani i koZi.

Formirani QSPR modeli prikazuju kvantitativnu vezu izraCunatih molekulskih
deskriptora sa logPe i R parametrima ispitivanih jedinjenja. Ovi modeli mogu biti
upotrebljeni za predvidanje logPe i R novih amida kortienskih kiselina (npr. dobijenih
strukturnim modifikacijama ispitivanih jedinjenja ili sintetisani iz drugih glukokortikoida
1/ili aminokiselina), a na osnovu toga 1 za predvidanje permeabilnosti 1 retencije ovih

jedinjenja u kozi.”'

4.3.3. Procena permeabilnosti kroz koZzu primenom bioparticione

micelarne hromatografije (BMC)

4.3.3.1. Retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja u BMC-koZa sistemu

Retencioni faktori (k) ispitivanih jedinjenja u BMC-koza sistemu su prikazani u Tabeli

20. Intra-day varijabilnost je manja od 1 %, dok je inter-day varijabilnost manja od 2 %.**’
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Tabela 20. Retencioni faktori u BMC-koza sistemu i predvidena permeabilnost kroz kozu
ispitivanih jedinjenja

Grupa Jedinjenje k logk logk,*
Hidrokortizon 1,83 0,26 -8,44 £0,02
Hidrokortizon HG 1,49 0,17 -8,94 + 0,01
i HA 1,90 0,28 -8,32+ 0,09
o HEG 2,26 0,35 -8,70 = 0,05
derivati HEA 231 0,36 -8,24 + 0,05
HF 8,70 0,94 -6,73 £ 0,01
Prednizolon 1,85 0,27 -8,48 £ 0,02
Prednizolon PG 1,55 0,19 9,27 + 0,04
i PA 1,94 0,29 -8,59 + 0,09
o PEG 2,33 0,37 -8,65+ 0,04
derivati PEA 234 037 -8,52 + 0,04
PF 854 093 -6,92 + 0,06
Metilprednizolon 3,16 0,5 -8,19 £0,03
Metilprednizolon MPG 2,66 0,42 -8,59 + 0,06
i MPA 326 0,51 -8,06 = 0,03
o MPEG 3,85 0,59 828+0.11
derivati MPEA 385 0,59 -8,03 + 0,03
MPF 12,23 1,09 -6,70 = 0,02
Deksametazon 3,76 0,58 -7,94 + 0,01
Deksametazon DG 2,86 0,46 -8,79 = 0,04
; DA 348 0,54 28,05 £ 0,02
o DEG 420 0,62 8,44+ 0,02
derivati DEA 417 0,62 8,25+ 0,01
DF 14,15 1,15 6,63 + 0,01
Betametazon Betametazon 3,65 0,56 -7,85 £ 0,05
i BG 3,51 0,55 -8,44 + 0,03
derivati BEG 523 0,72 -8,03 £ 0,03

?koeficijent permeabilnosti kroz kozu predviden prema modelu Ottavianija i saradnika'®’

Logaritamske vrednosti retencionih faktora (logk) u sistemu BMC-koza su korelisane
sa predvidenom permeabilnoscu kroz kozu (logKp, poglavlje 4.3.2.1). Visok koeficijent
determinacije (R = 0,84) ukazuje na dobru korelaciju izmedu ova dva parametra, §to
omogucuje primenu BMC u proceni permeabilnosti ove grupe jedinjenja kroz kozu (Slika

35).
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Slika 35. Korelacija izmedu logk i logk), vrednosti*>’

Najvece vrednosti retencionih faktora imaju derivati metil estra L-fenilalanina (HF,
PF, MPF 1 DF), pa se moze ocekivati njihova znatno veca permeabilnost kroz kozu u

odnosu na polazne glukokortikoide i ostale ispitivane amide kortienskih kiselina.

4.3.3.2. Interpretacija formiranih QSRR(k) modela

Statisti¢ki parametri za procenu kvaliteta formiranih QSRR (k) modela (RMSEE, Q°, R?,
F, p, RMSEP, r, R, s pred) SU prikazani u Tabeli 21 2%

145



Eid

€ a2oupisip po13ojodoy v H-) Jo douanba.if - [D-D]c0d ‘¢ 2oumisip (por3ojodor 1 H-) fo ouanba.if - [D-D]204 ‘0 8v] v oyydodi-oyydodiT qzSIV)
- T1 80 AT SLVD ‘L0 8v] w oyydodiT-ouydodr] qzSIvD - 11 LO AT SLVD Jua1diffo0d uonnind 42jpm-jounioo 1yondLiop] paionbs -gdOOTIN ,
parySromun /()
[puBIs-ngOION spuoq ajdyinu fo soquinu - INEU ¢ 3v] 10 dapydodiT-oyydodiT qzSLYO - T1 €0 ATSLVD 2mis-[ 4q parySiom/z() [pusis - STOION
[ - S -t BPpPOW (¥)TISO-NNV eInpnng ,

o TT €0 ATSLVD-0$6€°0+ STOION-1000°0

00000>  961TS  116°0 606°0 §96°0  TTED  T960 §T8°0 N0 160+08b p[-—ySo]  DAASOHTIN
. . . . . . . . »([D-Dl€04 [D-D]c0d"1T 80 @
2000000 L¥I‘ly  8€6°0 0560 vL60 €980 60L0 69L'0 g IVOTT L0 AZSLYD Zd00 TN =ySo;  IASO-STd
¢ ¢ ¢ ¢ ¢ q Q.—WOHOE
1,80 we'o  IL1'0  IPI‘T LT ququ AT €0 AZSLYISZo10Wy—ySo;  IISONNV
Jsas [opou nfearurioy
d d i I | 1 O dASWY  JdASIWA PPOIN

1foy r1oydrnysop/eueupal vuoisa.a3ay

elopouwl (Y YASO-ATA I (NIISO-STd ‘() IISO-NNV tnowered yansnels *yg epqe],



Sve formirane modele karakteri$u visoke vrednosti RZyp vs pred (Rzobs vs pred 2 0,5), ali
jedino PLS-QSRR(k) model ima Q* > 0,5. PLS-QSRR(k) model ima i najniZe vrednosti
greske predvidanja za trening i test set (RMSEE i RMSEP), te se ovaj model izdvaja kao

najpouzdaniji za predvidanje permeabilnosti amida kortienskih kiselina kroz kozu.

Deskriptori  koji  formiraju izabrani PLS-QSRR(k) model su MLOGP2,
CATS2D 07 LL, CATS2D 08 LL, FO2[C-C] i FO3[C-C]. Na osnovu VIP (Variable
Importance in the Projection) vrednosti, moze se zakljuciti da svi deskriptori imaju slican

uticaj na k vrednost (Slika 36).
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Slika 36. VIP vrednosti deskriptora koji formiraju izabrani PLS-QSRR (k) model**

Na osnovu grafika PLS regresionih koeficijenata (coefficient plot, Slika 37), svi

deskriptori imaju pozitivan uticaj na k vrednost.
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Slika 37. Grafik PLS regresionih koeficijenata deskriptora koji formiraju izabrani PLS-
QSRR (k) model**

FO2[C-C] i FO3[C-C] pripadaju dvodimenzionalnim deskriptorima i oznaCavaju

3.%? Uvodenje funkcionalnih grupa

ucestalost C-C sa topoloskom distancom 2, odnosno
koje sadrze visestruke C-C fragmente (npr. fenil grupe u strukturama derivata HF, PF, MPF
i DF) dovodi do znacajnog povecanja vrednosti ovih deskriptora. Ovim deskriptorima bi se
mogla objasniti veca vrednost £ derivata metilprednizolona (MPG, MPA, MPEG, MPEA i
MPF) u poredenju sa odgovaraju¢im derivatima prednizolona (PG, PA, PEG, PEA i PF).
Jedina razlika u strukturama ovih derivata je metil grupa na polozaju C6a koja povecava
vrednosti FO2[C-C] i FO3[C-C] deskriptora i k vrednosti derivata metilprednizolona.
Strukturne promene koje dovode do povecanja vrednosti ovih deskriptora (npr.
esterifikacija karboksilne grupe aminokiselina alkoholima sa veéim brojem ugljenikovih

atoma ili upotreba aminokiselina sa rac¢vastim bo¢nim nizom) bi trebalo da dovedu do

povecanja permeabilnosti.
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MLOGP2 je kvadrat Moriguchijevog oktanol/voda particionog koeficijenta.
CATS2D 07 LL i CATS2D 08 LL (CATS2D lipophilic-lipophilic at lag07 i CATS2D
lipophilic-lipophilic at lag08) pripadaju CATS2D deskriptorima.”’ Deskriptori MLOGP2,
CATS2D 07 LL i CATS2D 08 LL se odnose na lipofilnost, te se moze zakljuciti da je
lipofilnost vazna osobina koja utice na retenciju u BMC-koza sistemu. Ovi deskriptori
imaju pozitivan uticaj na k vrednost, tako da se povecanjem lipofilnosti jedinjenja povecava

i retencija u BMC-koza sistemu, §to bi trebalo da poveca i permeabilnost kroz kozu.

Odabrani QSRR(k) model (PLS-QSRR(k)) prikazuje kvantitativnu vezu izmedu
izracunatih molekulskih deskriptora i retencionih faktora (k) u BMC-koza sistemu. Ovaj
model moZe biti upotrebljen za predvidanje vrednosti £ novih amida kortienskih kiselina
(npr. dobijenih strukturnim modifikacijama ispitivanih jedinjenja ili sintetisanih iz drugih

glukokortikoida i/ili aminokiselina) i permeabilnosti ovih jedinjenja kroz kozu.**

4.4. ISPITIVANJE LOKALNE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOSTI
I SISTEMSKIH NEZELJENIH EFEKATA NOVOSINTETISANIH
AMIDA KORTIENSKIH KISELINA

Rezultati ispitivanja lokalne antiinflamatorne aktivnosti testom inhibicije edema

izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova prikazani su u Tabeli 22.%%
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Tabela 22. Maksimalna inhibicija edema izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova i
ECs vrednosti ispitivanih jedinjenja

Jedinjenje Maksimalna inhibicija ECso (uM) Interval poverenja
edema (%) * za ECso (uM)
HG 42,42 6,30 1,33-29,7
HA 28,78 22,92 2,11 - 248,61
HEG 28,78 16,67 2,65 -108,37
HEA 29,54 - -
HF 30,30 - -
PG 44,69 6,76 0,92 - 49,54
PA 45,45 - -
PEG 46,96 6,37 0,67 - 60,53
PEA 45,45 6,96 0,93 -51,87
PF 29,54 - -
MPG 70,45 2,92 1,33-6,41
MPA 47,72 5,27 1,05 - 26,26
MPEG 58,33 - -
MPEA 84,84 0,72 0,19 - 2,67
MPF 35,60 - -
DG 40,90 10,2 1,09 - 95,02
DA 48,48 4,87 1,09 - 21,71
DEG 50 4,04 0,92 -17,63
DEA 52,27 - -
DF 29,54 - -
BG 65,15 2,39 0,62 -9,1
BEG 79,54 1,01 0,27 - 3,71
Deksametazon 55,54 37,13 9,23 - 149,34

* koncentracija rastvora pri kojoj se dostize maksimalna inhibicija edema je 4,58 uM
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Derivati MPG, MPEA, BG 1 BEG imaju znac¢ajno viSe, dok ostali derivati imaju sli¢ne
ili nize vrednosti maksimalne inhibicije edema u odnosu na deksametazon. ECs, vrednosti
nisu izraCunate za derivate metil estra L-fenilalanina (HF, PF, MPF i DF), kao ni za
derivate PA, MPEG, HEA i DEA, zbog sporijeg povecanja inhibicije edema sa
koncentracijom u odnosu na druge drivate. ECsy vrednosti ostalih derivata su znacajno nize
od ECsp vrednosti deksametazona, pa bi se moglo pretpostaviti da ovi derivati imaju
znaCajno veci afinitet za glukokortikoidni receptor u odnosu na deksametazon. Ova
pretpostavka je u skladu sa zaklju¢cima dobijenim iz in silico predvidanja afiniteta
(poglavlje 4.1). Jedinjenja koja imaju najvecu lokalnu antiinflamatornu aktivnost (najvisu
vrednost maksimalne inhibicije edema 1 najnizu ECsy vrednost) su MPEA, BEG 1 BG.
Derivat MPEA ima i znacajno viSu retenciju u PAMPA vestackoj membrani u odnosu na
polazni metilprednizolon, te se izdvaja kao derivat sa najboljim osobinama za lokalnu
primenu na koZi od svih ispitivanih jedinjenja. Krive zavisnosti inhibicije edema od
primenjene koncentracije za MPEA, BEG, BG, PF, HEG i deksametazon su prikazane na
Slici 38.
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Slika 38. Krive zavisnosti inhibicije edema od primenjene koncentracije za a) MPEA,
BEG, BG, PF, HEG i b) deksametazon

Za derivate sa najboljom lokalnom antiinflamatornom aktivnoséu (MPEA, BEG i1 BG)
ispitani su sistemski nezeljeni efekti primenom istog testa, nakon viSednevne primene na
uhu pacova. Rezultati su prikazani u Tabeli 23. i uporedeni sa sistemskim nezeljenim
efektima deksametazona. Stepen Cisto¢e ovih derivata potvrden je primenom HPLC (Prilog

3).
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Tabela 23. Sistemski nezeljeni efekti odabranih amida i deksametazona

Primenjena koncentracija

% smanjenja

% smanjenja

Jedinjenje ) .
(uM) mase timusa mase slezine
0,72 2,05+1,50 0,79 £ 0,45
MPEA
7,2 3,82+£0,86 2,75+ 2,69
BEG 1,01 1,39 £ 1,31 1,88 +1,22
10,1 3,05+1,53 3,17+ 2,58
+ +
BG 2,39 1,16 +0,91 1,68 +£0,53
23,9 482+271 3,57+1,82
Deksametazon 37,13 4,77+ 1.64 3,99 +£2.38

Dobijeni rezultati analizirani su primenom Studentovog t-testa. Za sva ispitivana
jedinjenja primenjena u ECsy koncentraciji uocen je zna€ajno niZi procenat smanjenja mase
timusa 1 slezine (p < 0,05) u odnosu na deksametazon. Kada se ispitivana jedinjenja
primene u koncentraciji 10 puta viSoj od ECso, ne postoji statisticki znacajna razlika (p >
0,05). Na osnovu statisticke analize rezultata prikazanih u Tabeli 23, moze se zakljuciti da
su sistemski nezeljeni efekti ispitivanih amida u ECsy koncentracijama slabije izrazeni u
odnosu na sistemske neZeljene efekte deksametazona u odgovarajuc¢oj ECsy koncentraciji.
Sistemski nezeljeni efekti ispitivanih amida u koncentracijama 10 puta visim od ECsg su

sli¢ni sistemskim nezeljenim efektima deksametazona u odgovarajuc¢oj ECsy koncentraciji.

Metabolizam jedinjenja sa najboljom lokalnom aktivnos¢u (MPEA) je predviden
primenom programa Metabolizer. Prema ovom programu, najverovatnija metabolicka
reakcija je hidroliza estarske grupe bo¢nog niza na polozaju C17B, pri ¢emu se dobija
odgovarajuéa kiselina (Sema 3). Vazno je istaéi da je nastanak kortienske kiseline oznacen
kao malo verovatan, sa globalnom produkcijom i akumulacijom manjom od 1 %, Sto bi se
moglo objasniti zna¢ajnom metabolickom stabilno$¢u amida u odnosu na estre. Metabolicki

profil ostalih derivata je sli¢an profilu MPEA **
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Hidroliza estra

éH3 CI:H3
Ukupna produkcija: 43,9 %

Ukupna akumulacija: 31,9 %

Sema 3. Put biotransformacije MPEA predviden programom Metabolizer**

Vezivanje glavnog metabolita MPEA za glukokortikoidni receptor je analizirano
primenom docking studija (poglavlje 3.2.2.) i izraCunate su energije vezivanja (-10,91
kcal/mol) i ligand efikasnost (-0,35 kcal/(mol-atom)). Na osnovu visokih vrednosti energije
vezivanja i efikasnosti liganda, kao i odsustva interakcije C3-karbonilne grupe sa
glukokortikoidnim receptorom, moze se ocekivati slaba glukokortikoidna aktivnost
nastalog metabolita. Rezultatima in silico predvidanja metabolizma MPEA i aktivnosti
glavnog metabolita ovog derivata bi se mogli objasniti slabije izrazeni neZeljeni efekti ove

grupe amida kortienskih kiselina u odnosu na deksametazon.**
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4.5. 3D-QSAR STUDIJE

Vrednosti statistickih parametara optimalnog 3D-QSAR modela prikazani su u Tabeli
24. Optimalni 3D-QSAR model je trokomponentni, odnosno definiSe se sa tri osnovne

komponente (latentne varijable).

Tabela 24. Statisticki parametri izracunati za optimalni 3D-QSAR model

Model (broj komponenti) RMSEE RMSEP R’ Q’ R s vs pred
Trokomponentni model 4,38 6,84 0,99 0,77 0,66

U Tabeli 25. su prikazane eksperimentalno odredene i 3D-QSAR modelom predvidene
vrednosti maksimalne inhibicije edema izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova

(procenat inhibicije edema pri koncentraciji rastvora 4,58 uM).
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Tabela 25. Eksperimentalno odredene i 3D-QSAR modelom predvidene vrednosti
maksimalne inhibicije edema izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova

Trening set

Maksimalna inhibicija edema (%)

Jedinjenje Eksperimentalno odredena aktivnost Predvidena aktivnost
BEG 79,54 80,08
DEA 52,27 51,55
DEG 50,00 54,33

DF 29,54 30,97
HA 28,78 36,05
HEA 29,54 30,61
HEG 28,78 32,74
HF 30,30 33,63
HG 42,42 39,96
MPA 47,72 49,91
MPEA 84,84 86,22
MPEG 58,33 62,98
MPF 35,60 34,40
MPG 70,45 59,62
PA 45,45 40,87
PEG 46,96 46,07
PG 44,69 39,23

Test set
Maksimalna inhibicija edema (%)

Jedinjenje Eksperimentalno odredena aktivnost Predvidena aktivnost
BG 65,15 68,44
DA 48,48 56,57
DG 40,90 50,61
PEA 45,45 52,04
PF 29,54 33,97

Grafik zavisnosti eksperimentalno odredenih i predvidenih vrednosti maksimalne

inhibicije edema jedinjenja iz trening i test seta je prikazan na Slici 39.
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8 : 3
Eksperimentalno odredena
aktivnost (%)

Slika 39. Zavisnost eksperimentalno odredenih i predvidenih vrednosti maksimalne
inhibicije edema (%) za jedinjenja iz trening seta (crveni rombovi) i test seta (crni kruzici)

Varijable sa najve¢im uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost prikazane su u

Tabeli 26.
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Tabela 26. Varijable sa najve¢im uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost

Varijabla Rastojanje (A) Korelogram — Uticaj  PLS koeficijent
(interakcije)

v412 18,4 - 18,8 DRY-TIP pozitivan 7,8

v586 14,8 - 15,2 NI-TIP negativan -6,74
v310 2-24 DRY-NI negativan -6,93
v237 21,6 -22 TIP-TIP negativan -7,61
v396 12-124 DRY-TIP pozitivan 6,92
v536 19,2 - 19,6 O-TIP pozitivan 8,41
v192 3,6-4 TIP-TIP negativan -6,54
v219 14,4 - 14,8 TIP-TIP pozitivan 11,1
v228 18-18,4 TIP-TIP pozitivan 8,37
v127 2-24 NI-N1 negativan -7,81
v165 17,2-17,6 N1-N1 pozitivan 5,99
v207 9,6 - 10 TIP-TIP pozitivan 6,41

Grafik PLS regresionih koeficijenata najuticajnijih varijabli u formiranom modelu je

prikazan na Slici 40.

DRY-ORY

war 219

0-0

DRY-TIP O-N1

Slika 40. Grafik PLS regresionih koeficijenata najuticajnijih varijabli u 3D-QSAR modelu
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Varijable koje pozitivno koreliSu sa lokalnom antiinflamatornom aktivnos¢u su v412
(DRY-TIP), v396 (DRY-TIP), v536 (O-TIP), v219 (TIP-TIP), v165 (N1-N1) i v228 (TIP-
TIP). Varijabla v219 (TIP-TIP) je formirana izmedu metil grupe na polozaju Céo (derivati
metilprednizolona) ili atoma vodonika na polozaju C2 i alkil grupe estra iz C17f3-bo¢nog
niza. Varijabla v228 (TIP-TIP) je formirana izmedu karbonilne grupe na polozaju C3 i alkil
grupe estra iz C17 bo¢nog niza. Ove varijable ukazuju na znacajnost van der Waalsovih
interakcija navedenih grupa sa glukokortikoidnim receptorom. Varijabla v396 (DRY-TIP) 1
v412 (DRY-TIP) su formirane izmedu razli¢itih atoma u prstenovima A, B i D steroidne
strukture i alkil grupe estra na polozaju C17p. Varijabla v536 (O-TIP) je formirana izmedu
alkoholne grupe na polozaju C11 i alkil grupe estra iz C17f3 bo¢nog niza. Navedene
varijable ukazuju na znaCaj za aktivnost alkil grupe estra iz C170 bo¢nog niza (na
definisanim rastojanjima od odgovaraju¢ih grupa u strukturi amida sa kojima formira ove
varijable). Esterifikacija drugim alkoholima (pored metanola i etanola) bi verovatno dovela
do promene aktivnosti ove grupe jedinjenja. Varijabla v536 ukazuje i na vaznost alkoholne
grupe na polozaju C11B kao donora vodonika, tako da bi njena esterifikacija verovatno
dovela do znacajnog smanjenja antiinflamatorne aktivnosti, $to je u skladu sa zaklju¢cima
3D-QSAR studija koje su sprovedene na konvencionalnim glukokortikoidima. Varijabla
v165 (N1-N1), koja je formirana izmedu keto grupe na polozaju C3 i karbonilnog kiseonika
estra iz C173 bo¢nog niza, ukazuje na znacaj uvodenja estarske grupe u C17B bo¢ni niz
derivata kortienske kiseline i u skladu je sa zaklju¢cima izvedenim iz docking studija o
interakcijama ove grupe sa glukokortikoidnim receptorom. Varijabla v207 (TIP-TIP) je
formirana izmedu karbonilne grupe na polozaju C3 i metil grupe na polozaju C6éa svih
derivata metilprednizolona. Ovom varijablom se moze objasniti veca lokalna
antiinflamatorna aktivnost 17p-karboksamidnih derivata metilprednizolona u odnosu na

odgovarajuce derivate drugih glukokortikoida.

Varijable koje negativno koreliSu sa lokalnom antiinflamatornom aktivnoséu
ispitivanih jedinjenja su v586 (N1-TIP), v310 (DRY-N1), v237 (TIP-TIP), v192 (TIP-TIP)
i v127 (N1-N1). Varijabla v127 (NI-N1) je formirana izmedu azota amidne grupe i

karbonilnog kiseonika estarske grupe C17 bo¢nog niza kod vecine estarskih derivata L-
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glicina, L-alanina i L-fenilalanina 1 ima najizrazeniji negativni uticaj na lokalnu
antiinflamatornu aktivnost ovih derivata. Ova varijabla ne moze biti formirana u strukturi
derivata etil estra B-alanina, jer je rastojanje izmedu azota i karbonilnog kiseonika u ovoj
aminokiselini ve¢e nego u L-glicinu, L-alaninu 1 L-fenilalaninu. Upotreba estarskih derivata
drugih B- (npr. 3-aminobuterne kiseline, 3-aminoizobuterne kiseline i B-leucina) ili -
aminokiselina (npr. y-aminobuterne kiseline) bi mogla da dovede do sinteze amida
kortienskih kiselina sa boljom lokalnom antiinflamatornom aktivnoS¢u u odnosu na
estarske derivate L-glicina, L-alanina 1 L-fenilalanina. Varijabla v237 (TIP-TIP) je
formirana izmedu karbonilne grupe na polozaju C3 i alkil grupe estra C17f bo¢nog niza.
Prisustvo dve varijable istog tipa (TIP-TIP), slicnih rastojanja izmedu grupa koje je
formiraju, ali sa razli¢itim uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost (v228 utice
pozitivno, a v237 negativno) ukazuje na neophodnost pazljivog izbora alkil grupe estra u

C17p bo¢nom nizu ovih derivata.

Kako bi se ispitao uticaj razliCitih alkil estara, kao i B- i y-aminokiselina u
C17B bo¢nom nizu, lokalna antiinflamatorna aktivnost ¢e biti predvidena primenom
formiranog 3D-QSAR modela na seriji derivata kortienske kiseline iz metilprednizolona.
Strukturne promene su vrSene na derivatima metilprednizolona, jer se i u slucaju tako
dizajniranih jedinjenja ocekuje pozitivan uticaj varijable v207 na lokalnu antiinflamatornu
aktivnost, kao i1 u slucaju derivata koriS¢enih u formiranju modela. Zakljucci izvedeni
tumacenjem ANN-QSPR(R) modela (poglavlje 4.3.2.2.2.) ukazuju na to da bi ove
strukturne promene u C17f bo¢nom nizu trebalo da poveéaju i retenciju u vestackoj
PAMPA membrani i kozi. Geometrijska minimizacija ovih jedinjenja je izvrSena na isti
nacin kao i za jedinjenja pomocu kojih je formiran 3D-QSAR model. Strukture ovih
derivata i predvidena aktivnost su prikazani u Tabeli 27. Rezultati predvidanja su uporedeni

sa MPG, MPEG i MPEA.
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Tabela 27. Strukture derivata kortienske kiseline iz metilprednizolona i lokalna
antiinflamatorna aktivnost predvidena 3D-QSAR modelom

Jedinjenje R Predvidena maksimalna inhibicija

edema (%)
MPG -CH; 59,62
MPEG -CH,CHj; 62,98
1 -(CH)CH3(CH)CH;CHj3 39,31
2 -CH,(CH)CH;3CH; 41,53
3 -CH,CH,CH,CHj; 53,55
4 -(CH)CH;CHj; 57,69
5 -CH,CH,CH,CH,CHj; 45,79
6 -CH,CH,CH; 44,88
7 -(C)CH;CH;3CH3 41,08
MPA -CHj; 4991
8 -(CH)CH3(CH)CH;CHj; 37,20
9 -CH,(CH)CH;CH; 45,82
10 -CH,CH,CH,CHj; 64,94
11 -CH,CHj; 52,54
12 -CH,CH,CH,CH,CHj; 61,03
13 -CH,CH,CHj; 53,52
14 -(C©)CH;CH;CH; 44,87
15 -(CH)CH;3CHj; 39,50
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CH,

MPEA -CH,CH; 86,22
16 _(CH)CH3(CH)CH;CH; 36,96
17 _CH,(CH)CH;CHj 53,23
18 _CH,CH,CH,CH;, 63,33
19 -(CH)CH;CH; 59,31
20 -CH; 65,60
21 _CH,CH,CH,CH,CHj 55,23
22 -CH,CH,CH; 67,15
23 -(C)CH;CH;CH; 53,11

CHs

24 -(CH)CH;CH,COOCH; 63,53
25 -CH,(CH)CH3COOCH; 62,73
26 -(CH)CH,COOCH;(CH)CH;CH; 52,79
27 -CH,CH,CH,COOCHj 68,29

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da bi derivati L-glicina, L-alanina i
-alanina sa ra¢vastim alkil grupama u C17f bo¢nom nizu trebalo da imaju zna¢ajno manju
lokalnu antiinflamatornu aktivnost u poredenju sa odgovaraju¢im derivatima koji u bo¢nom
nizu imaju linearne alkil grupe (metil, etil, propil, butil i pentil). Kod derivata L-glicina i -

alanina bi trebalo dati prednost linearnim alkil grupama sa manjim brojem atoma (do 3), jer
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se povecanjem broja atoma smanjuje predvidena aktivnost. Prema tome, za sintezu novih
amida kortienskih kiselina sa dobrom lokalnom antiinflamatornom aktivnos¢u bi se mogli

koristiti linearni alkil estri L-glicina, L-alanina i B-alanina.

Na osnovu analize uticaja prisustva linearnih i ra¢vastih B- i y-aminokiselina u C17f3
bo¢nom nizu, moze se zakljuciti da bi derivati metil estara 3- i y-aminokiselina trebalo da
imaju visu (derivati 24, 25 1 27) ili nizu (derivat 26) maksimalnu inhibiciju edema u odnosu
na MPG. I u ovom slucaju, vece racvanje bi trebalo da dovede do smanjenja lokalne
antiinflamatorne aktivnosti, pa bi prednost trebalo dati linearnim ili manje ra¢vastim 3- i y-
aminokiselinama. Na osnovu prethodno prikazanih rezultata lokalne antiinflamatorne
aktivnosti 1 3D-QSAR studija, moglo bi se zakljuciti da bi linearni alkil estri manje
raévastih - i y-aminokiselina mogli biti upotrebljeni za sintezu novih derivata sa

zna€ajnom lokalnom antiinflamatornom aktivnos§cu.

Za osam derivata sa najve¢im vrednostima predvidene maksimalne inhibicije edema
(derivati 10, 12, 18, 20, 22, 24, 25 1 27), predvideni su afiniteti za glukokortikoidni receptor
(troparametarski eksponencijalni model, poglavlje 4.1.) i PAMPA parametri logPe i R
(PLS-QSPR(logPe) i ANN-QSPR(R) modeli, poglavlje 4.3.2.2.1). Deskriptori koji
formiraju ove modele su izracunati primenom programa MarvinSketch 6.2.1 i Dragon 6.0
(poglavlja 3.2.3. 1 3.4.2.5). Predvidene vrednosti log(rGRA), logPe i1 R ovih derivata, kao 1
metilprednizolona, MPG, MPEG, MPA i MPEA su prikazane u Tabeli 28.
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Tabela 28. Vrednosti log(rGRA), logPe 1 R odabranih derivata predvidene
troparametarskim eksponencijalnim modelom, PLS-QSPR(logPe) i ANN-

QSPR(R) modelima
Jedinjenje log(rGRA) * logPe " R
Metilprednizolon 1,82 -6,19 1,53
MPG 2,98 -6,50 1,43
MPEG 3,10 -6,42 2,59
MPA 3,10 -6,18 0,94
MPEA 3,02 -6,12 5,75
10 2,35 -5,65 0,91
12 1,88 -5,32 2,36
18 2,35 -5,68 2,68
20 3,10 -6,19 1,14
22 2,75 -5,81 1,48
24 3,02 -5,86 4,39
25 3,02 -5,82 2,62
27 3,02 -6,45 4,25

* logaritamska vrednost relativnog afiniteta za glukokortikoidni receptor
b koeficijent permeabilnosti kroz PAMPA membranu
¢ retencija

Derivati 20, 22, 24, 25 1 27 imaju sli¢ne vrednosti log(rGRA) kao MPG, MPEG, MPA
i MPEA, pa bi trebalo ocekivati slicne afinitete za glukokortikoidni receptor i sli¢ne ECsg

vrednosti.

Derivati 18, 24, 25 1 27 imaju najvece predvidene vrednosti parametra R (vece od
metilprednizolona, MPG, MPEG i MPA, a manje od MPEA). Uvodenje racvastih
aminokiselina ili esterifikacija karboksilne grupe alkoholima sa veé¢im brojem atoma
dovodi do povecanja vrednosti deskriptora FO2[C-C] i deskriptora lipofilnosti (MLOGP?2 i

CATS2D 08 LL), pa se na osnovu toga moze ocekivati i povecanje logPe vrednosti.
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Derivati 10, 12, 18, 22, 24 1 25 imaju viSe, dok jedinjenje 27 ima nizu predvidenu vrednost
logPe u odnosu na metilprednizolon, MPG, MPEG, MPA 1 MPEA, tako da se derivat 27
izdvaja od ostalih predlozenih struktura kao jedinjenje sa potencijalno najpovoljnijim

osobinama za lokalnu primenu na kozi.
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5. ZAKLJUCAK
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» Dizajniranje amida kortienskih kiselina.

Na osnovu uporedne analize energija vezivanja, efikasnosti liganda i
interakcija sa glukokortikoidnim receptorom (GR) dizajniranih amida
kortienskih  kiselina, deksametazona 1 kortienske Kkiseline iz
prednizolona, odabrani su estri Cetiri aminokiseline za sintezu amida
kortienskih kiselina: metil i etil estar L-glicina, metil estar L-alanina,

etil estar B-alanina i metil estar L-fenilalanina.

Formiran je troparametarski eksponencijalni model za procenu afiniteta
odabranih jedinjenja za GR. Derivati od kojih se ocekuje najveca
lokalna antiinflamatorna aktivnost (derivati L-glicina, L-alanina i -
alanina) bi trebalo da imaju znacajno ve¢i afinitet za GR u odnosu na

deksametazon.

> Sinteza amida kortienskih kiselina.

Perjodnom oksidacijom hidrokortizona, prednizolona,
metilprednizolona, deksametazona 1 betametazona sintetisane su

odgovarajuée kortienske kiseline.

Amidi kortienskih kiselina su sintetisani primenom EDC, HOBt i TEA
(jednostepeni postupak) i DCC, HOBt i TEA (dvostepeni postupak).
Dvostepeni postupak omogucuje sintezu amida u znacajno boljem
prinosu (31,8 - 83,5 %) u odnosu na jednostepeni postupak (15,3 -
61%).

Hemijske strukture sintetisanih jedinjenja su potvrdene odredivanjem
temperature topljenja i primenom spektroskopskih metoda (UV-
spektroskopija, ATR-FTIR  spektroskopija, 'H i "“C-NMR
spektroskopija, MS-MS i MS-TOF).
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» Ispitivanje  osnovnih  fizi¢ko-hemijskih i  biofarmaceutskih  osobina

novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

Lipofilnost sintetisanih amida i polaznih glukokortikoida je ispitana
primenom konvencionalne shake-flask metode 1 izraCunati su particioni
koeficijenti oktanol/voda (logP). Na osnovu dobre korelacije izmedu
logP 1 izracunatih hromatografskih parametara, predlozena je RP-TLC
metoda za jednostavnu i brzu procenu lipofilnosti i formirani su
matematicki modeli za predvidanje logP vrednosti novosintetisanih

amida kortienskih kiselina.

In vitro procena permeabilnosti i retencije u kozi sintetisanih amida i
polaznih glukokortikoida je izvrSena primenom PAMPA testa i
bioparticione micelarne hromatografije. Svi derivati metil estra L-
fenilalanina i amid kortienske kiseline iz metilprednizolona i etil estra
B-alanina (MPEA) imaju vecu retenciju u odnosu na polazne
glukokortikoide. Od ovih derivata jedino MPEA nema znacajno vecu
permeabilnost u odnosu na polazni metilprednizolon, $to ga izdvaja kao
derivat sa potencijalno najpovoljnijim osobinama za lokalnu primenu

na kozi.

QSPR i QSRR analizom ovih rezultata identifikovane su funkcionalne
grupe koje imaju najveci uticaj na permeabilnost i retenciju i formirani
su modeli koji se mogu koristiti kao polazna tacka u sintezi novih
derivata sa povoljnim odnosom retencija/permeabilnost kroz kozu.
Promene koje bi trebalo da poboljsaju retenciju u kozi su esterifikacija
karboksilnih grupa aminokiselina alkoholima sa ve¢im brojem
ugljenikovih atoma i uvodenje drugih B- ili y-aminokiselina u C173

bo¢ni niz.

168



» Ispitivanje bioloskih osobina novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

Lokalna antiinflamatorna aktivnost je ispitana primenom testa inhibicije
edema izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova. Derivati MPG,
MPEA, BG i BEG imaju znacajno vise, dok ostali derivati imaju sli¢cne
ili nize vrednosti maksimalne inhibicije edema u odnosu na
deksametazon. Maksimalna inhibicija edema se kod svih jedinjenja
postiZe pri znatno nizoj koncentraciji u odnosu na deksametazon (4,58
uM, u odnosu na 45,8 uM), sto je potvrdeno za veéinu derivata
znacajno nizom ECs, vrednos¢u u odnosu na deksametazon. Derivati sa

najboljom lokalnom aktivnoséu su MPEA, BEG i BG.

Sistemski nezeljeni efekti derivata MPEA, BEG 1 BG su znacajno nizi u
odnosu na deksametazon, tako da se moze ocekivati da novosintetisani
amidi kortienskih kiselina imaju bolju sistemsku podnosljivost u

odnosu na konvencionalne glukokortikoide.

Metabolizam derivata MPEA je predviden in silico, a vezivanje
najverovatnijeg metabolita za glukokortikoidni receptor je ispitano
primenom docking studija. Ovaj metabolit ne pokazuje znacajnu
glukokortikoidnu aktivnost, $to moze da bude jedan od razloga manje
izrazenih sistemskih neZeljenih efekata novosintetisanih derivata u

odnosu na deksametazon.

3D-QSAR analizom su definisane farmakofore sa najve¢im uticajem na
lokalnu antiinflamatornu aktivnost sintetisanih derivata. Na osnovu
formiranog modela, derivati linearnih alkil estara L-glicina, L-alanina,
B-alanina i manje ra¢vastih B- i y-aminokiselina bi trebalo da imaju

dobru lokalnu antiinflamatornu aktivnost.
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PRILOG 1. Jedinjenja koris¢ena za formiranje log(rGRA) modela za predvidanje afiniteta

za glukokortikoidni receptor

Beklometazon Beklometazon-17-monopropionat
Van der Waalsova zapremina: 371,52 A’ Van der Waalsova zapremina: 425,17 A’
log(rGRA): 2 log(rGRA): 3,16

Betametazon Betametazon-17-valerat
Van der Waalsova zapremina: 362,17 A’ Van der Waalsova zapremina: 449,74 A®
log(rGRA): 1,9 log(rGRA): 3,02

Ciklesonid Klobetazolpropionat
Van der Waalsova zapremina: 516,43 A’ Van der Waalsova zapremina: 421,89 A’
log(rGRA): 1,08 log(rGRA): 3,8
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Deksametazon

Van der Waalsova zapremina: 362 A’
log(rGRA): 2

Fluocinolonacetonid

Van der Waalsova zapremina: 398,95 A’
log(rGRA): 2,37

LES628

Van der Waalsova zapremina: 439,47 A’
log(rGRA): 2,87

T

Fluocinolon

Van der Waalsova zapremina: 358,69 A’
log(rGRA): 2,03

T

Fluokortolon

Van der Waalsova zapremina: 352,99 A’
log(rGRA): 1,83

=

LES673

Van der Waalsova zapremina: 444,48 A’
log(rGRA): 3,32
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LES693 Mometazonfuroat
Van der Waalsova zapremina: 450,65 A°

Van der Waalsova zapremina: 430,34 A’
log(rGRA): 3 log(rGRA): 3,19

Tl

Parametazon Beklometazondipropionat
Van der Waalsova zapremina: 478,59 A®

Van der Waalsova zapremina: 367,32 A’
log(rGRA): 2,41 log(rGRA): 2,15

IIIb

Van der Waalsova zapremina: 353,78 A’ Van der Waalsova zapremina: 592,61 A’
log(rGRA): 0,51

log(rGRA): 2
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VIIb

Hidrokortizon
Van der Waalsova zapremina: 347,11 A’ Van der Waalsova zapremina: 338,94 A’
log(rGRA): 1,7 log(rGRA): 0,82

cHy
Flutikazonpropionat Tipredan
Van der Waalsova zapremina: 445,28 A’ Van der Waalsova zapremina: 380,39 A’
log(rGRA): 3,19 log(rGRA): 3,14

Dezoksimetazon-21-cinamat

:

Flurandrenolid
Van der Waalsova zapremina: 470,59 A’

Van der Waalsova zapremina: 401,39 A’
log(rGRA): 1,7

log(rGRA): 2,27
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LES5648

Van der Waalsova zapremina: 456,44 A’
log(rGRA): 2,94

OH

i OH

Triamcinolon

Van der Waalsova zapremina: 353,39 A’
log(rGRA): 1,65

Dihlorison

Van der Waalsova zapremina: 359,95 A’
log(rGRA): 2,17

Glaxo y-lakton

Van der Waalsova zapremina: 478,24 A’
log(rGRA): 2,3

Triamcinolonacetonid

Van der Waalsova zapremina: 394,3 A’
log(rGRA): 2,43

E

Flunizolid

Van der Waalsova zapremina: 394,11 A’
log(rGRA): 2,22
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PRILOG 2. Kristalografska analiza derivata DF

Bezbojni, iglicasti kristali derivata DF (C3;H33FNOg, Mr = 539,62) dimenzija 0,18 x
0,02 x 0,02 mm su kori$¢eni za difrakcije X zraka na difraktometru (Xcalibur Gemini sa
Sapphire3 detektorom, Agilent Technologies). Kristali su formirani iz smese acetonitrila i

vode (1:1). Eksperimentalni podaci su prikazani u Tabeli P1, a geometrija vodonic¢nih veza

u Tabeli P2.

Tabela P1. Eksperimentalni podaci

Kristalografski podaci

Kristalni sistem, prostorna grupa

Ortorombicni, P212121

Temperatura (K) 293

a; b; c (A) 8,2969 (3); 18,9358 (8); 20,0904 (6)
V(A% 3156,4 (2)

Z 4

Izvor zraCenja Mo Ko

w (mm") 0,08

Veli¢ina kristala (mm)

0,18 x 0,02 x 0,02

Sakupljanje podataka

Broj ukupnih, nezavisnih i posmatranih [/ > 20(/)]

18785, 7284, 5651

refleksija

Rin 0,024

(5in /A ) max (A7) 0,683
Utacnjavanje

R[F* > 20(F*)]; wR(F?); S

0,044; 0,108; 1,06

Broj refleksija

7284

Broj parametara

368

Tretman vodonika

H atomi su uta¢njavani nezavisno i sa
ograni¢enjima zavisno od tipa atoma za
koji je vezan

Apmaxv Apmin (e A-3)

0,16 - 0,17
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Tabela P2. Geometrija vodoni¢nih veza (A, °) derivata DF

D-H..A Simetrijski ekvivalentni | g | g A D.A |D-H.A
polozaji
02-H20...04 2x12-y,2 0,84(3) | 1,97G3) | 2,7912) | 165(2)
03-H30..01 1x-1/2+y,1/2-2 0,78(2) | 1,982) | 2,748(2) | 163(2)
C29-H29.. F1 1>-1/2+y,1722 0,93 252 | 33763) | 154
C28-H28..03 X +y-1/2,-24172 0,93 2,65 | 3.454(3) | 145
HISA.HI16 x1/2,-y+1/2,2 2.8
CI9-HI9B..O1 | xtlty-1/2,-2+1/2 0,96 280 | 3,1343) | 101
CI9-HIOC..O1 | xtlty-1/2,-2+1/2 0,96 2,64 | 3,1343) | 113
NI—HIN...O3 0.85(2) | 2,118(19) | 2,587(2) | 114(2)
NI-HIN..O5 0.85(2) | 2,416(20) | 2,718(2) | 101(1)
Cl4-HI4. FlI 0,980(1) | 247 | 2.852(2) | 103
Cl14-H14..03 0,08 231 | 2,736(2) | 105
CI12-HI2A..03 0,97 240 | 2.83302) | 107
CI8-HISA..O4 0,96 2,68 | 3,0582) | 104
C18-HI18C..02 0,96 245 | 3,0442) | 120
C16-H16..04 0,08 256 | 2.9532) | 104
C20-H20A..02 0,96 232 | 2.9220) | 120

Derivat DF kristaliSe u prostornoj grupi P2,2,2,. Molekulska struktura je prikazana na Slici

P1. (termalni elipsoidi su iscrtani sa verovatno¢om od 30 %).

Slika P1. Molekulska struktura DF
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Prsten A steroidne strukture (C1-C2-C3—-C4-C5-C10) i benzenov prsten u bo¢nom
nizu na polozaju C17f (C24-C25-C26-C27-C28-C29) su skoro planarni, sa prose¢nim
pomeranjem atoma od 0,010 A (prsten A) i 0,016 A (benzenov prsten) u odnosu na ravan
koju ¢ine atomi cikloheksanovog prstena. Prstenovi B 1 C su u blago iskrivljenoj
konformaciji stolice, dok je prsten D u konformaciji koverte. Klju¢ni konformacioni
parametar bi u idealnom slucaju za konformaciju stolice trebalo da bude 6 = 0°. Vrednosti
ugla 6 su 10,12(18)° za prsten B i 9,18(17)° za prsten C. Ostali parametri nabiranja za
prsten B su Q = 0,5586(17) A i ¢ = 283,0(10)°, a za prsten C su Q = 0,5300(16) A i ¢ =
271,4(11)°.

Veza C10—C20 je aksijalne orijentacije pri 2,94(9)° u odnosu na prsten A. Veze C13—
C18, C9-F1 i C11-02 su aksijalne orijentacije pri 5,4(1)°, 1,5(1)° 1 15,6(1)° u odnosu na
prsten B. Veza C16-C19 je postavljena pod uglom od 56,1(1)° u odnosu na prsten D.
Duzina steroidne strukture (C3...C16) je 8,585 A.

Kristalna struktura DF se karakteriSe mrezom vodoni¢nih veza preko kojih se atom O4
povezuje sa atomima O1, O3 i F1 sa druge strane steroidne strukture. Molekuli u
kristalnom pakovanju se povezuju sa jedne strane steroidne strukture preko O4 atoma i sa
druge strane preko O1, O3 i F3 atoma kao akceptora vodoni¢nih veza. Duz kristalografske
ose b rast kristala omogucuju O3-H...O1, C28-H...03 i C29-H...F1 vodoni¢ne veze koje
formiraju cik-cak Semu (Slika P2a, Tabela P2). Slicna cik-cak Sema se javlja i duz
kristalografske ose a posredstvom O2-H...O4 vodoni¢nih veza (Slika P2b, Tabela P2).
Pored intermolekulskih, prisutne su i brojne intramolekulske vodoni¢ne veze (N-H...O, C—

H...O 1 C-H...F, Tabela P2).

207



Slika P2. Kristalna struktura derivata DF: a) [100] O3-H...O1, C28-H...03 i C29-H...F1
vodonicne veze, i b) [010] O2-H...04 vodonic¢ne veze. Vodoni¢ne veze su prikazane u

obliku zelenih isprekidanih linija.
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PRILOG 3. HPLC hromatogrami derivata MPEA, BEG i BG
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Slika P3. HPLC hromatogrami derivata a) MPEA b) BEG c) BG
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od medunarodnog znacaja, od kojih 3 rada ¢ine deo doktorske teze. Autor je i koautor 13
saopStenja sa medunarodnih nau¢nih skupova, od kojih su 5 rezultati iz doktorske

disertacije.

212



Mpwrnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a _Bnagumup Jobpuyunh

6poj nHaekca _4/09

UsjaBrbyjem

Ja je AoKTOpCKA AuUcepTaLumja nog HacrnoBom

[un3ajuupatrbe, cnHTesa, husnuko-xemujcke n BruonoLlke ocobuHe ammnaa KOPTUEHCKMX

KMCEenuHa aHTUMHGNamMaTopHuX cTeponsa

pesynTaT CONCTBEHOT UCTPaKUBAYKOT paja,

Ja npejnoxeHa guceprauuja y UenvHn H1 y Aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujabe OWno koje Awunnome npema CTYAUJCKUM fporpaMmuma  Apyrinx
BUCOKOLLIKOFNICKUX YCTaHOBA,

Aa Cy pesynTaTtyl KOPEKTHO HaBEAEHM 1
A3 HWUCaM KPLIMO/Ma ayTopCKka npaBa W KOPUCTWUO WHTENeKTYanHy CBOojuHy
Apyrvx nuua.

Motnuc gokropaHaa

Y beorpagy, ___9,10.2014

b gl dap fvog/mw// ”



Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U ernekTpPoHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paga

Vime v npesume aytopa _Bnaaumup JoGpuumh

Bpoj nHaekca 4/09

Cryavicku nporpam _ PaPMALISYTCKa Xemija

Hacros paga Av3ajHuparbe, cuHTesa, pusnuko-xemunjcke v 6uonoLuke ocobuHe

amuaa KOPTUEHCKUX KUcenuHa aHTuMHNaMaTopHux crepounaa

Metrop ap cu. Onueepa YyaunHa, BaHpeaHu npogecop

MoTtnucanw/a Bnagumup Jo6puunh

UsjaBrbyjem ga je wtamnaHa Bepauja Mor LOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEp3uju KOjy cam npejao/na 3a objaBrbuBare Ha noprtany HAdururtanHor
penosuTopujyma YHuBepsutera y beorpaay.

Jos3BorbaBam ja ce objaBe Moju nuYHM Nojauu BesaHu 3a jobujarbe akagemcKor
3Barba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UME 1 Npes3nmMe, rognHa u Mecto pofewa v gatym

oabpaHe paga.

OBM nwWuHM nojauu mory ce o6jaBuT Ha MPEeXHUM CTpaHuuama JAururtande
GubnunoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukayujama YHusepsuteta y beorpagy.

MoTtnuc gokropaxga

Y Beorpany, 9.10.2014.

gAq?UMu? /(oc( i w{




Mpwnor 3.

UzjaBa o kopuwhery

Osnawhyjem YHusepautetcky bubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh” aa y OurutanHu
penosuTopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy LOKTOPCKY AucepTtauujy noj
HacnoBoM:

[usajHuparbe, cuHTe3a, husnvko-xemujcke v BruonoLuxke ocobnHe amuaa KOPTUEHCKUX

KucenuHa aHTuMHgnaMaTopHux ctepovja

Koja je Moje ayTopCKo Aerno.

OucepTauunjy ca cBUM Npunosuma npegao/na cam y enekTpoHcKom opmarTy norogHom
3a TpajHO apxmMBupame.

Mojy LOKTOpCKY guceprtauujy noxpamwery y JurutanHu penosutopujym YHUBEp3uUTeTa
y Beorpaay mory aa kopucte cBu Koju nowwtyjy ogpeabe cagpxane y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognydyuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYyTOpPCTBO - HEKOMEPLUjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuumjanHo — 6es npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTy Nog UCTUM YCrosuma
5. AytopcTBo — 06es npepage
6. AyTOpCTBO — LENUTK NOL UCTUM YCrIOBMMA

(Monumo ga 3aokpyXuTe camo jefHy of WecT noHyReHux nuueHuUW, kpaTtak onuc
NULEHUM aaT je Ha nonehuHu nucra).

Mornuc gokropaHaa

gﬂllmm ) /éf{jwﬂf

Y Beorpaay, _ 9.10.2014.




