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za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacije pod nazivom ,Ispitivanje Kkorelacije
izmedu hemijske strukture, fizicko-hemijskih i retencionih parametara i antimikrobne
aktivnosti novosintetisanih derivata propiofenona®, kandidata dipl. farm. Jasmine Basic,
predavaca na Visokoj zdravstvenoj $koli strukovnih studija u Beogradu. Clanovi Komisije su
pregledali priloZzenu disertaciju i podnose Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu sledeci

IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farm. Jasmine BaSi¢, pod nazivom ,Ispitivanje korelacije
izmedu hemijske strukture, fizicko-hemijskih i retencionih parametara i antimikrobne
aktivnosti novosintetisanih derivata propiofenona“ napisana je na 203 strane, sadrzi 62
slike, 33 tabele i 1 prilog. Sastoji se od slede¢ih poglavlja: Uvod, Cilj rada, Eksperimentalni
deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura i Biografija. U doktorskoj disertaciji citirano

je 247 literaturne reference.



2. Opis postignutih rezultata

Predmet istrazivanja doktorske disertacije je fizicko-hemijska karakterizacija 18
propiofenonskih derivata (12 derivata koji su sintetisani u ranijim istrazivanjima i 6
novosintetisanih derivata halkona), korelacija retencionih parametara (dobijenih metodom
visoko-efikasne tecne hromatografije) i deskriptora koji su izvedeni iz molekulske strukture i
ispitivanje antimikrobne aktivnosti. Antimikrobna aktivnost propiofenonskih derivata je
ispitana na:

e osam standardnih laboratorijskih sojeva mikroorganizama: 6 sojeva Gram pozitivnih

bakterija i dva soja Gram negativnih bakterija;

e 7 izolovanih bolni¢kih i vanbolnickih MRSA sojeva

e na 11 sojeva klini¢kih izolata P. aeruginosa.

Bazno katalizovanom Claisen-Schmidtovom aldolnom kondenzacijom, na sobnoj
temperaturi (25 °C) u vodeno-etanolnom rastvoru, iz 2-hidroksiacetofenona i mono- ili
disupstituisanih benzaldehida sintetisano je Sest mono- i disupstituisanih 1-(2-hidroksifenil)-
3-fenil-2-propen-1-ona (halkona). Struktura dobijenih jedinjenja je potvrdena snimanjem
NMR spektara (spektri su dati kao prilog disertacije). Proizvodi sinteze su u obliku trans
izomera a,B-nezasi¢enog ketona, imaju enonsku strukturu koja povezuje dva benzenova
prstena (kombinovana hromofora) i koja uslovljava batohromno pomeranje apsorpcionih
maksimuma benzena prema vidljivoj oblasti spektra, te su dobijeni halkonski proizvodi Zuto
obojeni. Pored novosintetisanih jedinjenja predmet daljeg istrazivanja su bila jo§ 12
propifenonskih derivata.

Primenom RP HPLC metode na C18 modifikovanoj koloni uz kori§¢enje mobilnih faza
metanol/voda u razli€itim zapreminskim odnosima odredena je lipofilnost (Log P) za 12
derivata halkona. Za svako ispitivano jedinjenje zabelezeno je retenciono vreme ispitivanog
jedinjenja (t;), retenciono vreme rastvaraca (to), izraGunat faktor kapaciteta (k) i logk vrednost.
Primenom linearne regresije ispitana je zavisnost dobijenih logk vrednosti od udela organskog
rastvaraca u mobilnoj fazi. Rezultati su pokazali da retencija ispitivanih jedinjenja opada sa
povecanjem udela organske komponente u mobilnoj fazi. Parametar lipofilnosti, logkw,
odreden je ekstrapolacijom dobijenih zavisnosti na 0% zapreminskog udela metanola. Da bi
se odredile logP vrednosti ispitivanih jedinjenja, pod istim hromatografskim uslovima
odredene su logkw vrednosti pet standardnih supstanci (strukturno sli¢nih ispitivanim

jedinjenjima) i korelisane sa literaturno preuzetim vrednostima Log P. Na osnovu dobijene



linearne jednacine i odredenih logkw vrednosti izracunate su logPgy, vrednosti ispitivanih
jedinjenja, koje se kre¢u u opsegu od 3,44 do 4,98. Najvecu lipofilnost pokazuje jedinjenje
kod koga se u orto- poloZaju prstena B nalazi trifluorometil grupa, koja je u nizu uvedenih
alkil, oksialkil i halo grupa, najlipofilnija i najvoluminoznija. Doprinos metil grupe
lipofilnosti halkona zavisi od njenog polozaja u prstenu B i najviSe je izrazena kada je metil
grupa u meta- polozaju. Halkoni sa dve fenolne grupe u strukturi imaju nize logP vrednosti
(Sto je 1 oCekivano) pri Cemu lipofilnost zavisi od polozaja fenolne grupe u prstenu B. Zbog
konjugacije para fenolne grupe sa fenopropenonskim sistemom, ovaj halkon pokazuje manju
lipofinost u odnosu na orto- i meta- supstituisane derivate. Eksperimentalno dobijene
vrednosti logPg, korelisane su sa teorijskim vrednostima dobijenim primenom razli¢itih
algoritama zasnovanih na metodama fragmentacije. Najbolja korelacija postignuta je sa ClogP
vrednostima izraCunatim pomocu programa ChemOffice.

Antimikrobna aktivnost propiofenonskih derivata ispitana je bujon-mikrodilucionom
metodom na osam standardnih laboratorijskih sojeva mikroorganizama: 6 sojeva Gram-
pozitivnih bakterija (Micrococcus luteus (ATCC 4698), Micrococcus flavus (ATCC 10240),
Staphylococcus aureus (ATCC 2593), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Bacillus subtilis (ATCC 6633)) i dva soja Gram-
negativnih bakterija (Klebsiella pneumoniae (NCIMB 9111), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853)). Rezultati su pokazali da halkoni ispoljavaju antimikrobnu aktivnost koja se
kre¢e u opsegu od 0,052 mM (halkoni iz grupe difenola 1POH, IMOH i 100H) do 2,1 mM
(halkoni iz grupe metil halkona 10CH3, IMCH3 i 1PCH3). Vecu osetljivost pokazali su
sojevi Gram pozitivnih bakterija Sto se moze objasniti razlikama u gradi ¢elijskog zida Gram
pozitivnih 1 Gram negativnih bakterija. Aktivnost halkona uglavnom prati redosled
elektronegativnosti supstituenata uvedenih u terminalni benzenov prsten.

Antimikrobna aktivnost halkona je ispitana i na 7 klinickih MRSA sojeva. Rezultati su
pokazali da je efekat ispitivanih halkona na MRSA sojeve slabiji u odnosu na propafenonske
derivate. Bolju aktivnost su pokazali orto- mono i orto- disupstituisani 2'-hidroksi halkoni u
poredenju sa para- mono i orto-, para- disupstituisanim halkonima.

Antiomikrobna aktivnost halkona na 11 klinickih izolata P. aeruginosa razli¢itog porekla,
(urinokultura, bris uha, sputum) bila je slaba (MIK vrednosti vec¢e od 1000 pg/ml). Tako
mehanizam antibakterijskog dejstva halkona nije u potpunosti razjaSnjen pretpostavlja se da
halkoni izazivaju oStecenje integriteta ¢elijske membrane mikroorganizama.

Dosadasnje QSAR studije su pokazale da halkoni svoju antimikrobnu aktivnost ispoljavaju

zahvaljujuci prisustvu hidroksilnih grupa (mada nije utvrdeno kako njihov broj i polozaj utice



na aktivnost) i a,B- nezasi¢enog karbonilnog niza u molekulu koji reaguje sa sulthidrilnim
grupama enzima i drugih proteina. Da bi se odredio deo strukture odgovoran za dejstvo
izvedena je QSAR analiza. U cilju dobijanja pouzdanih i validnih QSAR modela MIK
vrednosti su prevedene u negativne logaritamske vrednosti (log(1/MIK)) koje su korelisane sa
dve grupe deskriptora: deskriptori koji opisuju vodonik donorske osobine funkcionalnih grupa
i deskriptori koji definiSu kiselost fenolske grupe. Rezultati QSAR analize mogu se sumirati
na slede¢i nacin:

» antibakterijska aktivnost zavisi od vodonik-donorskih osobina fenolske grupe u
polozaju 2" prstena A; povecanje kiselosti 2'-hidroksihalkona favorizuje
antibakterijsku aktivnost;

» uvodenje fenolskih grupa u prsten B, uprkos njihovim elektrondonorskim osobinama,
doprinosi antimikrobnoj aktivnosti, nezavisno od polozaja orto-, meta- ili para-;

» polarnost halkona kao i njihova elektronegativnost su od velikog znacaja za osetljivost
Gram negativnih bakterija prema halkonima;

» Pored tiolne alkilacije mehanizam antibakterijske aktivnosti halkona ukljucuje i
gradenje helatnih kompleksa, koji ujedno mogu biti i potencijalni alkiluju¢i agensi.
Antimikrobna aktivnost propafenona i propafenonskih derivata je, takode, ispitana na:

6 sojeva Gram pozitivnih bakterija i dva soja Gram negativnih bakterija; na 7 klinickih
(bolnickih i vanbolni¢kih) MRSA sojeva i na 11 klinickih izolata P. aeruginosa. Zaklju¢eno
je da jedinjenja propafenonske grupe pokazuju bolju antimikrobnu aktivnost prema Gram
pozitivnim i Gram negativnim bakterijama u odnosu na halkone i da se vrednosti MIK za ovu
grupu jedinjenja krecu u opsegu od 0,079 mM za orto- fluorirani derivat (SOF) do 0,640 mM
za metilovane derivate (SOCH3 i 5PCH3). Propafenon, kao lead molekul, u datoj grupi je
pokazao najslabiju antimikrobnu aktivnost. Rezultati ukazuju da prisustvo supstituenata na
terminalnom benzenovom prstenu pozitivno uti¢e na antimikrobnu aktivnost jer povecavaju
lipofilnost molekula i doprinose brzoj difuziji kroz ¢elijsku membranu. Za svaki od 8 sojeva
prikazan je opadajuc¢i niz efikasnosti ispitivanih jedinjenja (orto- fluorirana jedinjenja
pokazala su se najaktivnijim prema najveéem broju sojeva).

Propafenonska grupa jedinjenja ispoljila je znaCajnu antimikrobnu aktivnost prema
klinickim izolatima MRSA kao i prema ispitivanom standardnom ATCC soju u odnosu na
derivate halkona. Najizrazeniji inhibitorni efekat na svih osam ispitivanih sojeva pokazalo je
jedinjenje sa trifluorometil grupom.

Rezultati antimikrobne aktivnosti ispitivanih propafenonskih derivata prema sojevima P.

aeruginosa su pokazali da supstituenti sa elektron akceptorskim osobinama (-F, -CF3, -Cl)



doprinose aktivnosti i da je najvecu aktivnost prema svim sojevima (izuzetak soj 11 izolovan
iz sputuma pacijenta) pokazalo jedinjenje sa trifluorometil grupom u orto polozaju
terminalnog benzenovog prstena. Uvodenje metil grupe u orto- ili para- polozaj terminalnog
benzenovog prstena propafenona umereno modifikuje njegovu aktivnost. Najvecu osteljivost
su pokazali sojevi 5, 6,9, 101 11, dok su se kao najmanje osetljivi pokazali sojevi 41 7.

S obzirom da su propafenonski analozi modulatori funkcije jonskih kanala (za razliku
od halkona) izvedena je in silico analiza molekulskog uklapanja (molekulski docking)
kristalografskih struktura zatvorenog (PDB 1J95) i otvorenog (PDB 3FB7) bakterijskog KcsA
kanala i ispitivanih jedinjenja. Docking eksperimenti su pokazali da se vezivno mesto
propafenona i analoga nalazi u pori kanala, ispod selektivnog filtera i ¢ini ga nekoliko
kljuc¢nih aminokiselinskih ostataka: Thr”, Ala”, 11e'”, Phe'®, G1y104, Thr'"". Identifikovane
su klju¢ne interakcije:

e Interakcija karbonilne grupe (5PF, 50OCH3, 5CF3, 50CIl), sekundarne
alkoholne (50F, 5PCH3, 5CF3) i sekundarne amino grupe (50F) sa Thr”
(vodonic¢na veza);

e Hidrofobne m-alkil interakcije oba benzenova prstena svih 7 ispitivanih
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jedinjenja sa Ile ™ (50CI derivat ostvaruje isti tip interakcije dodatno i1 preko

hloro grupe);

104 i

e Fluoro grupa 5OF derivata ostvaruje elektrostaticku interakciju sa Gly
samo sa zatvorenim kanalom. Isti tip interakcije ostvaruju i tri fluorova atoma
5CF3 derivata sa Thr”.

Analizom vrednosti vezivnih energija ispitivanih propafenonskih derivata zakljueno je da
orto- fluorirani derivati (5CF3 i 5OF) pokazuju ve¢i afinitet prema vezivnom mestu u kanalu
u odnosu na druge derivate. Prisustvo fluoro grupe u para- polozZaju orijentiSe terminalni

100 - T
jedne o subjedinice ¢ime

benzenov prsten u pori kanala tako da se on udaljava od Ile
izostaje jedna od dominantnih m-alkil interakcija u oba konformaciona stanja kanala.

Kako bi se razjasnio moguci put delovanja propafenonskih derivata izvedena je
docking studija kojom je ispitana interakcija propafenonskih derivata sa transportnim porinom
Pseudomonas aeruginosa. Ispitivanje je radeno sa kristalografskom strukturom OccK4
porina. Docking rezultati su pokazali da se vezivno mesto ispitivanih jedinjenja nalazi u
unutra$njosti porina izmedu tri unutra$nje petlje i ukljuduje slede¢e aminokiseline: Val'>,
Arg' Asp"!, Met'”) Leu™, Thr*”, Thr™” i Arg™°. Sva ispitivana jedinjenja preko
protonovane sekundarne amino ili sekundarne hidroksilne grupe bo¢nog niza grade stabilne
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vodoni¢ne veze sa ostacima Thr~°. Osim toga, sva ispitivana jedinjenja ostvaruju i



stabilizirajuée hidrofobne interakcije S-m (sa atomom sumpora metionina Met®’), alkil-n
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interakcije (sa metil grupama Val'® i Leu®®®), katjon-m interakcije (sa gvanidino grupom

124 121

Arg ™) kao i anjon-m interakcije (sa karboksilatnim anjonom Asp °"). Interakcije koje se
mogu smatrati specificnim su one koje halogenovani derivati (posebno orto-
trifluorometilovani derivat) ostvaruju preko halogena u terminalnom prstenu sa kljucnim
aminokiselinskim ostatkom Arg'*. Najve¢i afinitet vezivanja pokazao je 5SPCH3 jedinjenje
dok je najslabiji pokazao lead molekul (propafenon) kod koga je terminalni benzenov prsten

nesupstituisan.

Ispitan je wuticaj fluoriranih propafenonskih derivata na produkciju biofilma
Pseudomonas aeruginosa sojeva u TSB bujonu (sa dodatkom 1% glukoze) i BHI bujonu (sa
dodatkom 2% glukoze i 2% saharoze), bez statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na primenjen
medijum (p>0.05). Ispitivanje je uradeno u prisustvu pet opadajuc¢ih koncentracija
najaktivnijih jedinjenja, fluoriranih derivata (5CF3, 5OF). Pod uticajem najvece koncentracije
5CF3 (1,12 mM), 40% sojeva nije produkovalo biofilm, dok je produkcija u 60% sojeva bila
slaba. Primenom dvostruko manje koncentracije (0,56 mM) svi ispitivani sojevi su
produkovali biofilm i to tako da je kod 70% sojeva zabelezena slaba produkcija biofilma dok
su 3/10 (30%) ispitivanih sojeva umereno produkovali biofilm. Sli¢ni rezultati su dobijeni
kori§¢enjem SOF jedinjenja pa je zakljuceno da je inhibicija produkcije biofilma pod uticajem
oba fluorirana derivata dozno zavisna i da je inhibitorni efekat izrazeniji kod SOF derivata.

Proizvodnja egzopigmenta jedna je od najvaznijih karakteristika P. aeruginosa i jedan
od najbitnijih faktora virulencije soja. Pigment piocijanin je ¢elijski transmiter koji uCestvuje
u regulaciji ekspresije gena, deluje na strukturu ¢elija i funkciju pila. U okviru doktorske
disertacije ispitan je uticaj fluoriranih propafenonskih derivata na produkciju pigmenta kod 8
sojeva klinickih izolata Pseudomonas aeruginosa. Pri koncentraciji od 500 pg/ml 5OF
produkcija pigmenta je smanjena na 27,1% za soj 2 dok je najmanje osetljiv (za datu
koncentraciju) soj 1, koji je produkovao 48% piocijanina. Pri dvostruko manjoj koncentraciji
50F produkcija pigmenta je povecana: najmanje osetljiv soj 1 produkuje 70,5% biofilma,
dok soj 4 produkuje 32% piocijanina. I u slu€aju inhibicije produkcije piocijanina vecu
efikasnost pokazalo je SOF jedinjenje.

Da bi se definisale strukturne karakteristike propiofenonskih derivata koje doprinose
antimikrobnoj aktivnosti prema MRSA sojevima izvedena je 3D QSAR studija inhibicije rasta
MRSA sojeva. Za formiranje i validaciju osam nezavisnih 3D QSAR modela koris¢eno je 16

optimizovanih struktura propiofenonskih derivata halkonske i propafenonske grupe. Kao



nezavisno promenljive vrednosti kori§¢eni su konstitucionalni, geometrijski, fizicko-hemijski
i elektronski deskriptori. Kao zavisno pomenljiva vrednost (Y) uzeta je bioloska aktivnost
predstavljena kao negativni dekadni logaritam MIK vrednosti (logl/MIK). Efekti svakog od
testiranih jedinjenja ispitani su odvojeno na svakom od 8 MRSA sojeva, a dobijeni rezultati
dalje koris¢eni u formiranju i validaciji 3D QSAR modela. Pocetni broj GRIND deskriptora je
redukovan pomocu Frakacionog faktorijal dizajna (FFD), algoritma za selekciju varijabli
implementiranog u programu Pentacle. Rezultati PLS analize dobijenih 3D QSAR modela
prikazani su u obliku histograma PLS koeficijenata koji olakSavaju detekciju najuticajnijih
varijabli 1 opisivanje farmakofornih karakteristika. Za svaki od ispitivanih sojeva utvrdeni su
su deskriptori od najveceg znaCaja za antimikrobnu aktivnost. Na osnovu vrednosti
statistickih parametara R2, RMSEE, Q2, i RMSEP odabrani su optimalni 3D QSAR modeli.
Formirani 3D QSAR modeli i definisane farmakoforne karakteristike ispitivanih jedinjenja
mogu dalje da se koriste u dizajniranju novih jedinjenja sa proSirenom antimikrobnom
aktivnoscu.

Permeabilnost propiofenonskih derivata ispitana je PAMPA testom i in silico
simulacijom u racunarskom programu MembranePlus. Eksperimentalno dobijeni podaci
ukazuju da je retencija halkona >99,99% §to moZze biti razlog slabog antimikrobnog efekta
prema P. aeruginosa soju. Kako je retencija propafenonskih derivata manja moze se zakljuciti
da antibakterijski efekat ostvaruju putem porina i/ili jonskih kanala unutar ¢elijske membrane.
Primenom ADMET prediktora predviden je farmakokineticki i toksikoloski profil ispitivanih
jedinjenja. Najve¢i rizik procenjen je za najvoluminozniji, najlipofilniji propafenonski derivat
sa trifluorometil grupom u orto polozaju (5CF3), kao 1 za halkonska jedinjenja koja sadrze

istu grupu u strukturi (ADMET Risk 3-4).



3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sa podacima iz

literature

Propiofenon je sintetsko jedinjenje koje se dobija Friedel-Crafts-ovom reakcijom propionske
kiseline i benzena i predstavlja intermedijer u sintezi organskih jedinjenja. Koristi se u sintezi
efedrina i drugih jedinjenja koji pokazuju farmakolosku aktivnost. Osamnaest
propiofenonskih derivata koji su bili predmet istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji su
podeljeni u dve grupe: propafenonsku i halkonsku.

Propafenon je INN naziv za derivat fenilpropiofenona, po strukturi 2-[2-hidroksi-3-
(propilamino) propoksi]-3-fenilpropiofenon koji je sintetisan osamdesetih godina proslog
veka (1). Propafenon je prvi propiofenonski derivat za koji je ustanovljeno da modulira
aktivnost jonskih kanala i P-glikoproteina. Kada se primenjuje u terapijskim dozama
propafenon deluje kao blokator natrijumovih (antiaritmik I grupe) i kalijumovih kanala.
Tokom visegodisnjih istrazivanja sintetisano je preko 250 derivata propafenona sa
strukturnim modifikacijama u aminskom i oksifenonskom delu molekule. Devedesetih godina
proslog veka propafenon postaje model molekul u studijama razvoja rezistencije na lekove
(multidrug-resistant study) (2). Kao model molekul propafenon je posluzio i u sintezi
potencijalnih antimalarijskih (3) 1 hipoglikemijskih lekova (4). U literaturi je naden mali broj
radova koji opisuju interakciju do sada sintetisanih propafenonskih derivata sa jonskim
kanalima (5, 6).

Halkoni su vazna grupa prirodnih proizvoda koji poseduju razlicitu biolosku i farmakolosku
aktivnost. U literaturi su opisani radovi €iji predmet istrazivanja je sinteza i karakterizacija
supstituisanih halkona (7). Yuh-Meei i saradnici (8) su sintetisali seriju halkonskih derivata
koji pokazuju inhibitornu aktivnost na 90% sojeva Mycobacterium tuberculosis. Mapiranjem
farmakofore halkonskih derivata zakljuceno je da prsten A, koji sadrzi hidrofobnu grupu i
prsten B, koji sadrzi vodonik akceptorske grupe pokazuju bolju antituberkulotsku aktivnost
(8,9). Halkoni pokazuju razli¢itu biolosku aktivnost: antiinflamatornu (10,11), antibakterijsku
(4,12), fungicidnu (12,24), antiproliferativnu (10,14,15), tuberkulostatsku (10,16).
Citotoksi¢nu aktovnost su isitivali Sylvie i saradnici (17) i zakljucili da samo jedan derivat
(E)-3-(3-hidroksi-4-metoksifenil)-2-metil-1-(3’,4’,5’-trimetoksifenil)-prop-2-en-1-on)

pokazuje aktivnost. Fabiane i saradnici (18) su ispitivali antiprotozoalnu aktivnost 10

sintetisanih derivata halkona i zaklju¢ili da polozaj supstituenata igra klju¢nu ulogu u



ispoljavanju dejstva. Antimikrobnu aktivnost novosintetisanih halkona ispitivali su Vibhute i
saradnici (19).

Nacin na koji halkoni ispoljavaju svoje antibakterijsko i antifungalno delovanje nije u
potpunosti razjaSnjen. Neka ispitivanja aktivnosti halkona na ekspresiju gena MRSA sojeva
su pokazala da halkoni dovode do promena u ekspresiji gena povezanih sa biosintezom
¢elijskog zida i posledi¢no do lize ¢elije (20, 21). Dosadasnje QSAR studije su pokazale da
halkoni svoju antimikrobnu aktivnost ispoljavaju zahvaljujuéi prisustvu hidroksilnih grupa
(22) 1 a,p- nezasi¢enog karbonilnog niza u molekulu, koji reaguje sa sulfhidrilnim grupama
enzima i drugih proteina (23). Istrazivanja u kojima su prouc¢avane konformacije polifenolskih
jedinjenja, strukturno slicnih 2'-hidroksihalkonima, pokazala su da je stereohemija
konformera sa najmanjim sadrzajem potencijalne energije kljuCan faktor za gradenje
kompleksa sa jonima metala u vodi kao medijumu (24).

Lipofilnost jedinjenja je vazan fizicko-hemijski parametar koji u velikoj meri odreduje
biolosku aktivnost leka. Upotreba log P vrednosti kao parametra lipofilnosti pocinje
1964.godine sa Hasch-ovim istrazivanjima. Prvi pregled particionih koeficijenata koji su
objavili Leo, Hansch i1 Elkins 1971.godine sadrzavao je blizu 6000 vrednosti, ukljucujuéi i
vrednosti za 800 jedinjenja koje su autori eksperimentalno odredili (25). Klasi¢an nacin
eksperimentalnog odredivanja Log P je metoda muckanja (26-28) i izvodi se u sistemu
oktanol/voda. n-oktanol, kao rastvara¢, je pogodan za modelovanje procesa raspodele jer
predstavlja dobru simulaciju bioloskih membrana sa kojima deli zajednicke osobine: sadrzi
polarne funkcionalne grupe koje mogu imati ulogu i donora i akceptora vodonika (29). Kao
referentni sistem rastvaraca umesto sistema n-oktanol/voda moze se koristi 1 smesSa propilen-
glikol-dipelargonat (PGDP)/voda (30, 31). Leahy je odredio particione koeficijente za mnoga
jedinjenja za sistem PGDP/voda (31). Postoje jedinjenja za koja nije moguce odrediti
particioni koeficijenat primenom tradicionalnog nafina muckanja (32). U ovakvim
slu¢ajevima koristi se modifikovana metoda. U literaturi je opisana primena metode RP-TLC
za odredivanje log P analoga halkona (33, 34).

Pretrazivanjem literature zakljuceno je da relativno mali broj radova opisuje primenu
molekulskih metoda uklapanja (molekulski docking) halkona i receptora (proteinskih
molekula). Postoje radovi u kojima su autori opisali molekulske docking studije derivata
halkona kao potencijalnih antikancerskih i antimalarijskih lekova (35, 36). Kandaswamy i
saradnici su ispitivali interakciju derivata halkona sa estrogenim receptorom i potencijalno
antitumorsko delovanje (37). U radu je opisana sinteza halkona 3-[(2-aminobenzil)amino]-1-

fenilbut-2-en-1-ona koja polazi od aminobenzilamina i benzilacetona. Docking studije su



izvedene sa sintetisanim jedinjenjem i poredene sa ligandom ko-kristalom. Tamanna i
saradnici su istrazivali antioksidativnu aktivnost derivata halkona i aurona primenom docking
studija (38). Ispitivanja su vrSena sa serijom supstituisanih halkona i aurona i kristalnom
strukturom enzima tirozinaze.

Radovi u kojima je opisana primena PAMPA testa i in vitro karakterizacija halkonskih
derivate nisu brojni. U jednom od retkih radova opisana je ADME karakterizacija enonskih
jedinjenja tipa hinolina (39).

Chen i saradnici su opisali QSAR analizu 40 propiofenonskih oksim derivata (40). U
literaturi je opisana i QSAR analiza benzofenonskih derivata kao potencijalnih antimalarika
(41). Takode, opisane su docking studije propafenonskih derivata sa kristalografskom
strukturom OccK4 transportnog porina Pseudomonas aeruginosa (42). U okviru pretrazene
literature nisu nadeni radovi koji se odnose na docking studije propafenonskih derivata sa K

jonskim kanalima.
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5. Obrazlozenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Brzi razvoj rezistencije mikroorganizama na nove antimikrobne agense i interhumano Sirenje
rezistentnih sojeva je usmerilo istrazivanja ka otkriéu novog ciljnog mesta delovanja
antimikrobnih lekova 1 jedinjenja na koje mikroorganizmi nisu razvili rezistenciju.
Rezistencija bakterija na antibiotike je pojava koja predstavlja evolutivnu prednost bakterija i
nacin za prezivljavanje i nastaje kao rezultat mutacija bakterijskih gena ili sticanja novih gena
(najces¢e u formi R plazmida). Infekcije prouzrokovane rezistentnim sojevima bakterija
predstavljaju globalni klini¢ko-terapijski problem. Savremena eksperimentalna i klinicka
istrazivanja, Ciji je cilj pronalazenje efikasnijih lekova (1-3) sve ve¢i znacaj daju lekovima
koji deluju na nivou modulacije aktivnosti jonskih kanala. Kao komponenta svake Zive ¢elije
jonski kanali imaju vaznu ulogu u njenoj deobi, proliferaciji, ekscitaciji i apoptozi (4).
Modulatori jonskih kanala su postali ciljni molekuli u medicinskoj hemiji, i kao takvi se mogu
koristiti u leCenju brojnih oboljenja: hronicnog bola, dijabetesa, migrene, ataksije, epilepsije,
aritmija, hipertenzije, a sve ve¢i znacaj dobijaju i u leCenju bakterijskih, gljivi¢nih,
parazitskih, virusnih kao i malignih i autoimunih oboljenja (5-10). Najvec¢i broj modulatora
jonskih kanala koji je danas u upotrebi razvijen je pre poznavanja molekulske strukture
jonskih kanala, njihovih podtipova, kao i ekspresije i funkcije i uloge u samom patoloSkom
procesu. Sa napredovanjem naucnih saznanja u ovoj oblasti, dalja sinteza modulatora jonskih
kanala Cesto podrazumeva usmerenost ka odredenom podtipu kanala, ukljucuju¢i njihovu
direktnu blokadu ili promenu u njihovoj ekspresiji i funkciji. Novija istrazivanja govore da
odredeni propiofenonski derivati moduliraju aktivnost jonskih kanala i mogu biti potencijalni
antimikrobni lekovi.

Osamdesetih godina proslog veka javlja se znacajan napredak u molekularnoj biologiji
(11-14), teorijskoj i1 eksperimentalnoj hemiji i kompjuterskoj tehnologiji $to je omogucilo
sintezu 1 ispitivanje bioloske aktivnosti novih lekova. Ispitivanje i postavljanje korelacije
izmedu molekulskih parametara koji se odnose na hemijsku strukturu i fizicko-hemijske
osobine molekula i njihove bioloske i farmakoloske uloge omogucile su: metode koje se bave
proucavanjem strukture liganda (studije kvantitativnih odnosa strukture i aktivnosti (QSAR,
3D QSAR i mapiranje farmakofora) i metode koje se bave strukturom target molekula
(konformaciona analiza, molekulsko modeliranje ciljnog molekula i docking studije).
Najznacajniji pomak u brzom predvidanju uticaja promena strukture dala je upotreba
kompjuterskih metoda u dizajniranju lekova (Computer-Aided Drug Design, CADD) i

mogucénost optimizacije osobina novosintetisanih jedinjenja (14). QSRR je analiza kojom se



uspostavlja korelacija izmedu retencionih parametara (dobijenih metodom gasne
hromatografije, visoko-efikasne teCne hromatografije ili tankoslojne hromatografije) i
deskriptora koji su izvedeni iz molekulske strukture odgovarajucih jedinjenja. QSRR modeli
omogucavaju odredivanje fizicko-hemijskih i bioloskih parametara za jedinjenja koja jos uvek
nisu ispitana u eksperimentalnim uslovima. lako preciznost i tacnost QSRR modela nije uvek
dovoljno dobra za predvidanje retencije, ovi modeli se mogu koristiti za razumevanje
retencionih mehanizama, opitimizaciju razdvajanja jedinjenja u smesi, selekciju
najznacajnijih deskriptora, odredivanje sloZenih fizicko-hemijskih osobina ili procenu
potencijalne bioloske aktivnosti.

U QSAR, QSRR i QSPR modelima se koristi veliki broj deskriptora. Danas je, pomocu
odgovarajuc¢ih softvera definisano i izracunato preko 5000 deskriptora (15). Za postavljanje
QSAR, QSRR i QSPR modela i dalje predvidanje bioloske aktivnosti molekula i njihovog
ponasanja u fizioloSkom sistemu vazno je odabrati deskriptore koji na adekvatan nacin
prezentuju strukturu molekula. Literaturni podaci govore da postoji eksponencijalni rast broja
radova koji se bave QSAR/QSPR/QSRR studijama $to jasno pokazuje napredak u ovoj oblasti.

Lipofilnost jedinjenja je znacajan fizicko-hemijski parametar koji u velikoj meri
odreduje biolosku aktivnost jedinjenja. Najveci broj celijskih membrana u organizmu se
sastoji od dvostrukog lipoproteinskog sloja koji zbog svoje hidrofobnosti omogucava
transport lipofilnih supstanci, dok je slobodna difuzija polarnih molekula kroz membranu
onemogucena. Takode, lipofilnost znacajno odreduje ligand-receptor interakcije i druge
ligand-makromolekul interakcije (npr. vezivanje neurotransmitera, hormona i lekova za
receptore, kao i enzim-supstrat i antigen-antitelo interakcije).

U doktorskoj disertaciji je ispitana antimikrobna aktivnost sintetisanih jedinjenja na
osam standardnih laboratorijskih sojeva mikroorganizama: 6 sojeva Gram pozitivnih bakterija
i dva soja Gram negativnih bakterija; na 7 klinickih (bolnickih i vanbolnickih) MRSA sojeva i
na 11 klinickih izolata P. aeruginosa. Nakon uvodenja penicilina u klinicku primenu, u
pocetku je Cak 94% sojeva S. aureus bilo osetljivo na ovaj antibiotik, ali je ve¢ posle nekoliko
godina razvijena rezistencija kod polovine sojeva (16). Meticilin je antibiotik koji je u
pocetku klini¢ke primene pokazivao aktivnost na rezistentne sojeve S. aureus. Vremenom su
nastali novi sojevi S. aureus koji su rezistentni na meticilin tj. meticilin-rezistentni S. aureus-
MRSA (17). Danas je MRSA jedan od najvaznijih izazivaca intrahospitalnih infekcija, ali su
MRSA sojevi izolovani i kod pacijenata koji dolaze iz vanbolnicke sredine. Multirezistentni

sojevi MRSA poseduju gene koji kodiraju rezistenciju i na druge antibiotike. Veliki terapijski



izazov predstavlja pojava vankomicin-intermedijarno osetljivog S. aureus (VISA) (18) i
vankomicin-rezistentnog S. aureus (VRSA) (19).

Pseudomonas aeruginosa se odlikuje urodenom rezistencijom na mnoge antibiotike, a
humane infekcije Cesto izazivaju multirezistentni sojevi. Vazne karakteristike P. aeruginosa
su velika metabolicka prilagodljivost koja omogucéava prezivljavanje u razli¢itim sredinama i
sposobnost stvaranja biofilma koji je u velikoj meri zasluzan za razvoj rezistencije.
Pseudomonas aeruginosa stvara dva pigmenta: plavicasti pigment, piocijanin i zutozeleni
pigment, pioverdin koji na razli¢ite nafine ucestvuju u nastanku i odrzavanju lezija u
inflamiranom tkivu. Sposobnost P.aeruginosa da stvara pigmente je jedna od najznacajnijih
osobenosti ovog patogena.

Paralelni test permeabilnosti na vestackim membrana (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay-PAMPA) se koristi kao in vitro model za odredivanje pasivne,
transcelularne permeabilnosti. Primenom ovog testa zaobilazi se kompleksnost aktivnog
transporta i stice uvid u initrizicku permeabilnost jedinjenja. Moguénost primene testa u
Sirokom opsegu pH daje dragocene informacije za razumevanje apsorpcije novosintetisanih
jedinjenja u celom gastro-intestinalnom traktu.

Primena ADMET prediktora predstavlja savremen in silico pristup za brzo predvidanje

farmakokinetickog i toksikoloskog profila novosintetisanih jedinjenja.
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