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ISPITIVANJE KORELACIJE IZME PU HEMIJSKE STRUKTURE, FIZI CKO-
HEMIJSKIH | RETENCIONIH PARAMETARA | ANTIMIKROBNE A KTIVNOSTI
NOVOSINTETISANIH DERIVATA PROPIOFENONA

REZIME

Pojava rezistencije mikroorganizama na pos®j@antimikrobne lekove predstavlja globalni
klinicko-terapijski problem i usmerava interes istrazav&a novim ciljnim mestima delovanja
budwih antimikrobnih lekova. Modulatori jonskih kanglaslednjih decenija postaju sve vazniji
cilini molekuli u medicinskoj hemiji jer jonski ka, kao sastavni deo svake Zigelije, igraju
klju¢nu ulogu u njenoj deobi, proliferaciji, ekscitacijiapoptozi. Ispitivanja su pokazala da
aktivnost modulatora jonskih kanala, izitaeostalih, imaju i jedinjenja propiofenonske stuuriet

(halkoni i propafenonski derivati).

U ovoj doktorskoj disertaciji opisana je sintezat3ealkonskih jedinjenj&laisen-Schmidtovom
aldolnom kondenzacijom iz 2-hidroksiacetofenona anot ili disupstituisanih benzaldehida.
Struktura sintetisanih jedinjenja pafena je spektroskopskim metodama, snimanjem IR i NMR
spektara. Predmet daljeg istrazivanja obuhvatadnovosintetisanih halkona, 6 propafenonskih
derivata, propafenon i 6 halkonskih derivata sis&tih u okviru ranijih istrazivanja.

Primenom RP HPLC metode, eksperimentalno sudediehromatografski paramettiitto, faktor
kapaciteta K izracunat parametar lipofilnosti logkwa svih 12 halkonskih derivatbla osnovu
korelacije logky vrednosti i LogP standardnih supstanci d¢mreate su vrednosti Log P
sintetisanih jedinjenja. Primenom modifikovane ndetanukanja (,shake flask®) odreden je
distribucioni koeficijent propafenona i Sest pragainskih derivata. Eksperimentalno dobijeni
podaci Log P i Log D su korelisani sa vrednostirobignim kori€enjem razltitih programskih
paketa.

Ispitana je antimikrobna aktivnost derivata halkongropafenona na: osam standardnih
laboratorijskih sojeva mikroorganizama (6 sojevar@rpozitivnih bakterija i dva soja Gram
negativnih bakterija), 7 izolovanih bodkih i vanbolniékih MRSA sojeva i 11 sojeva Kkli¢kih
izolata P. Aeruginosa. Eksperimenti su pokazali da jedinjenja propafekengrupe pokazuju
bolju antimikrobnu aktivnost u odnosu na halkona. i) se odredio deo strukture odgovoran za
antimikrobno dejstvo halkona i uspostavila korgla@maeiu strukture i antimikrobne aktivnosti

izvedena jeQSAR analiza Za izvaienje studije odabrani su deskriptori koji opisujodanik



donorske osobine funkcionalnih grupa i deskriptkoji definiSu kiselost fenolske grupe.
Primenom genetskog algoritma racionalizovan je begkriptora i sveden na dva koja pokazuju
najbolju korelaciju sa antimikrobnom aktiviéoshalkona.

Kako su propafenon i njegovi analozi modulatorikcife jonskih kanala izvedene slocking
studije sa kristalografskim strukturama zatvoremagtvorenog bakterijskog KcsA kanala sa
cilem da se definiSu kitne interakcije. Istrazivanja su pokazala da se wezimesto
propafenona i analoga nalazi u pori kanala; da Bucre interakcije karbonilne grupe,
sekundarne alkoholne i sekundarne amino grupe s&:;Tda su zn&jne hidrofobnen-alkil

interakcije sa II€°i da fluoro grupa 50OF derivata ostvaruje elekatitu interakciju sa GAP*

Docking studijama ispitana je i interakcija propafenonsiirivata sa transportnim porinom
Pseudomonas aeruginosa. Ispitivanje je rdeno sa kristalografskom strukturom OccK4 porina.
Docking rezultati ukazuju da se vezivno mesto ispitivgadinjenja nalazi u unutrasnjosti porina,
izmeiu tri unutrasnje petlje, da najieafinitet vezivanja pokazuje 5PCH3 jedinjenje koje
ostvaruje najbolju interakciju sa hidrofobnim dzepo

Ispitan je uticaj fluoriranih propafenonskih detiyana produkciju biofilma i pigmenta
piocijanina kod 8 sojeva klitkih izolata Pseudomonas aeruginosa. Dobijeni rezultati pokazuju
da je inhibicija produkcije biofilma dozno zavismada je produkcija piogenina kod svih

ispitivanih sojeva je smanjena.

Primenom PAMPA testa i in slico simulacijom u raunarskom programu MembranePlus
ispitana je permeabilnost propiofenonskih deriv&tesperimentalno dobijeni podaci ukazuju da
je retencija halkona >99,99% Sto moze biti razldgbsg antimikrobnog efekta prenfa

aeruginosa soju.

Primenom ADMET prediktora predien je farmakokinetki i toksikoloSki profil ispitivanih
jedinjenja.

Klju ¢ne refi: propafenon, halkon, propiofenonski derivati, g og D,QSAR, Docking, jonski
kanali, porini, antimikrobna aktivnost, MRSRseudomonas aeruginosa

Nauéna oblast Farmacija

Uza nauwna oblast Farmaceutska-medicinska hemija i strukturna aaali
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INVESTIGATION OF CORRELATION BETWEEN THE CHEMICAL STRUCTURE,
PHYSICAL-CHEMICAL AND RETENTION PARAMETERSAND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF NEWLY SYNTHESIZED PROPIOPHENONE DERRIVATIVES

ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a global problem innaal treatment and it directs researchers’
attention to new target activity sites of futurdimuncrobials. Over the past decades, ion channel
modulators have become increasingly important targgecules in medical chemistry since ion
channels, being an integral part of every livindl,cplay a crucial role in cell division,
proliferation, excitation and apoptosis. Studiegehsahown that compounds with propiophenone
structure (chalcones and propafenone derivatiaesdng others, have the activity of ion channel

modulators.

This doctoral thesis describes the synthesis oflsaétcone compounds I8}taisen-Schmidt aldol
condensation from 2-hydroxyacetophenone and momodisubstituted benzaldehydes. The
structure of synthetized compounds was confirmddl gpectroscopic methods, by recording IR
and NMR specters. Subject of further research desubesides newly synthetized chalcones, 6
propafenone derivatives, propafenone and 6 chalamrevatives synthetized within earlier
research.

Application of RP HPLC method enabled the experitaledetermination of chromatographic
parameters &and ¢, capacity factor k and calculation of lipophilicpparameter Log kw for all 12
chalcone derivatives. Log P values for synthetz@uipounds were calculated on the basis of the
correlation between Log.kvalue and Log P of standard substances. Thehlison coefficient

of propafenone and six propafenone derivativesdedsrmined by applying the modifistake-
flask method. Experimentally obtained Log P and Log Dadakere correlated with values
obtained through using different software packages.

The antimicrobial activity of chalcone derivativasd propafenone derivatives was tested on:
eight standard laboratory microbial strains (6isga@f Gram positive bacteria and two strains of
Gram negative bacteria), 7 isolated hospital angincanity MRSA strains and 11 strains of
clinical isolates ofP. aeruginosa. The experiments showed that compounds from propaten
group show better antimicrobial activity in compan to chalconesQSAR analysis was

performed in order to determine the part of thacitre responsible for antimicrobial activity of



chalcones and to establish the correlation betvikerstructure and the antimicrobial activity.
Descriptors characterizing hydrogen donor properisé functional groups and descriptors
defining the acidity of phenol group were seledmdfurther study. Application of the genetic
algorithm rationalized the number of descriptord ameduced it to two of them showing the best

correlation with antimicrobial activity of chalcone

Since propafenone and its analogues are modulafoien channel functiongdocking studies
were performed with crystallographic structuresclolsed and open bacterial KcsA channel, in
order to define the crucial interactions. Reseafobwed that: binding site of propafenone and
analogues has been placed in the channel poresaations of carbonyl group, secondary alcohol
and secondary amino group with Thare crucial; hydrophobig-alky! interactions with [1E™
are significant and that fluoro group of 50F detivais engaged in electrostatic interaction with
Gly1°4.

Docking studies also tested the interaction between prapate derivatives with transport porin
of Pseudomonas aeruginosa. Study was performed with crystallographic stroetof OccK4
porin. Docking results show that binding site of investigated poonds is within the porin,
between three inner loops, and that 5SPCH3 compowhieh achieves the highest interaction

with hydrophobic pocket, shows the highest bindiffaity.

The effect of fluorinated propafenone derivativesbiofilm and pyocyanin pigment production
was investigated in 8 strains of clinical isolatésPseudomonas aeruginosa. The results show
that inhibition of biofilm production is dose-demmmt and that pyogenin production in all

investigated strains is reduced.

The permeability of propiophenone derivatives watenined by conducting PAMPA test and
in silico simulation in computer software MembranePlus. Expentally obtained data show that
chalcone retention is >99,99%, which might be teason for the weak antimicrobial effect
againstP. aeruginosa strain.

Pharmacokinetic and toxicological profile of invgated compounds was predicted by applying
ADMET predictors.

Keywords. propafenone, chalcone, propiophenone derivativesg, R, Log D,QSAR, Docking,
ion channels, porins, antimicrobial activity, MR S2seudomonas aer uginosa
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1. UVOD



1.1. Opsti deo

Velika brzina razvoja rezistencije mikroorganizama nove antimikrobne agense i
interhumano Sirenje rezistentnih sojeva danas taelgigu globalni klintko-terapijski
problem. Razvoj rezistencije mikroorganizama natge& antimikrobne lekove
zahteva sintezu novih jedinjenja kaja imati ulogu u prevenciji ili enju infekcija,
bilo kao samostalni antimikrobni agensi ili kao wadjntna terapija konvencionalnim

antibioticima.

Razvoj rezistencije na antibiotike podrazumeva @lbsposobnosti leka da ubije ili
sprei rast i razmnozavanje bakterija. Neke bakterijskste poseduju prirodnu
rezistenciju na oddene antibiotike (urdena rezistencija), dok je kod drugih
rezistencija rezultat genetskih promenad@ta rezistencija). Rezistencija bakterija na
antibiotike je pojava koja predstavlja evolutivhregnost i n&in za prezivljavanje, a
nastaje kao rezultat mutacija bakterijskih genatitanja novih gena (nggse u formi

R plazmida). Infekcije prouzrokovane rezistentnigjegsima bakterija predstvaljaju

terapijski problem i izazov, jer uai@jeno korigeni lekovi nisu efikasni.

Zbog brzog razvoja rezistencije i svéeatalije pojave multirezistentnih sojeva, svéive
je interes istraZziwa za otkréem novog cilinog mesta delovanja antimikrobnih keko
kao i jedinjenja na koje mikroorganizmi nisu razvézistenciju (1). Jedno od magh

cilinih mesta delovanja lekova su jonski kanali.

Danas je poznat veliki broj lekovitih supstanci &ajstvaruju svoje efekte menjéju
ponaSanje jonskih kanala. Modulacija jonskih kanptadstavlja moderan pristup
eksperimentalnih i Kligkih istrazivanja u neprekidnom traganju za efikpsni
lekovima (2-10). Modulatori jonskih kanala posledngecenija postaju sve vazniji
cilini molekuli u medicinskoj hemiji jer jonski kati, kao sastavni deo svake zive
¢elije, igraju kljuenu ulogu u njenoj deobi, proliferaciji, ekscitacijiapoptozi (11).
Jedinjenja koja moduliraju aktivnost jonskih kandariste se u kenju razléitin
oboljenja: aritmija, hipertenzije, epilepsije, &atg&, migrene, hroghog bola,

dijabetesa, a u novije vreme sve viSe imaju¢anpau letenju bakterijskih, gljivtnih,



parazitskih, virusnih kao i malignih i autoimunitbaljenja (12, 13). Ispitivanja su
pokazala da aktivnost modulatora jonskih kanalmeiiu ostalih, imaju i jedinjenja
propiofenonske strukture.

Propiofenon je jedinjenje relativho jednostavneuldtire koje se komercijalno dobija
reakcijom benzoeve i propionske kiseline. Koristiussintezi efedrina, arilalkena ali je i
polazno jednjenje u sintezi brojnih derivata kopkpzuju razkit farmakodinamski i
farmakokinettki profil (2, 14,15).

Propiofenonski derivati koji su bili predmet isthzgmja u ovoj doktorskoj disertaciji su

podeljeni u dve grupe: propafenonsku i halkonsku.

1.1.1. Propafenonski derivati

Prvi propiofenonski derivat za koji je ustanovljeseo modulira aktivnost jonskih kanala
I P-glikoproteina je propafenon (16). Tokom viSegogh istrazivanja sintetisano je
preko 250 derivata propafenona sa strukturnim mniadiffama u aminskom i

oksifenonskom delu molekule.
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Slika 1: a) Propiofenon (1-Fenilpropan-1-on); b) Propafenon

Propafenon (SI.1.B) jdNN naziv za derivat fenilpropiofenona, po struktur{22
hidroksi-3-(propilamino)propokki3-fenilpropiofenon koji je sintetisan osamdesetih
godina proSlog veka (16). Kada se primenjuje upigsiim dozama propafenon deluje
kao blokator natrijumovih (antiaritmik | grupe) aljumovih kanala. Aktivnost ni;
receptorima koja je prisutna kod propafenona, &bige izrazena, objaSnjava se

strukturnom skino%u sa beta-blokatorima.



Mehanizam delovanja propafenona se zasniva na mcfwktivnosti jonskih kanala i
modulaciji aktivnosti P-glikoproteina. Molekul prafenona se od devedesetih godina
dvadesetog veka koristi kao model molekul u stmuakoje protiavaju razvijanje
rezistencije na lekovémultidrug-resistant study(17). Tokom viSegodiSnjeg rada Chiba
I Ecker sa saradnicima su sintetisali i odrediulsturu i osobine za preko 200 derivata
propafenona, koriste QSARmodele. Kao model molekul propafenon je posluzza i
sintezu potencijalnih antimalarijskih lekova (18)2@ao i jedinjenja koja pokazuju
aktivnost protiv kancera (2). Tokom ranijih istnegmja utvdeno je da je histidinom
bogat protein 2 (HRP2) klfan u zivotnom ciklustPlasmodium falciparumpa su
izdvojeni propafenonski derivati koji pokazuju afet za proteine bogate alaninom i

histidinom.

U literaturi nije nden veliki broj radova koji opisuju interakciju dada sintetisanih
propafenonskih derivata sa jonskim kanalima (21,P®daci dobijeni ponda in silico
ispitivanja pokazuju da vaznu ulogu u vezivanju pafenona za receptor, pored
polarnih interakcija, imaju nepolarmen i n-katjon interakcije. Smatra se da promena u
strukturi benzilnog ostatka molekula propafenon&#&3b) dovodi do promene njegove

aktivnosti kao modulatora jonskih kanala.

1.1.2. Halkoni

O
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Slika 2. Opsta struktura halkona (1,3-Difenil- 2-properorit Benzilidenacetofenon)

Halkon je propiofenonski derivat, aromi keton, enon koji ¢ini deo strukture
velikog broja prirodnih jedinjenja poznatih pod mam halkoni. Osnovno jedinjenje
koje ulazi u sastav halkona je benzilidenacetafg®bika 2). Po strukturi, halkoni sy

B-nezasteni ketoni, derivati 1,3-diaril-2-propen-1-ona. Kai su podlozni oksidaciji,

nestabilni u prisustvu vlage, svetlosti i kiseonika



Halkoni se u billkama javljaju kao intermedijerisintezi flavonoida; nastaju dejstvom
enzima halkon sintaze ali se mogu dobiti i poltegski ili totalnom sintezom. Danas se
nageXe sintetiSu u reakciji aldolne kondenzacij€lgisen-Schmidbva reakcija).
Halkoni pokazuju raziitu bioloSku aktivnost: antiinflamatornu (14, 2@htibakterijsku
(14, 24), fungicidnu (14, 25), antiproliferativni4, 26, 27), tuberkulostatsku (14, 28).

Medutim, zbog niske selektivnosti imaju ogréemu klincku primenu (14, 29).

Slicno alkilirajucim agensima, halkoni se vezuju za nukleinske kiseli ispoljavaju
antikancerogeno, citotoksio i mutageno dejstvo (26). lako se vezuju za DNK
mikroorganizama, glavna intracelularna meta njilgpwelovanja nije molekul DNK
(30). N&in na koji halkoni ispoljavaju svoje antibakterigsk antifungalno delovanje
nije potpuno razjasSnjen. Poznato je da se halkadup za celijsku membranu
mikroorganizama, kompromituju njenu funkciju. Raztiit afinitet i mehanizam
vezivanja zacelijsku membranu, dovodi do nejednake osetljivasizlicitih vrsta
mikroorganizamdg30). QSARstudije ukazuju da enonski deo molekule (31), iftw
akceptora elektrona i vezuje se za sulfidrilne grgmzima Michaelova reakcija)
blokiraju¢i njihovu funkciju (25), kao i da ud®nje hidroksilnih grupa u strukturu
molekula halkona povava antimikrobno delovanje. Halkoni se mogu izotova
prirodnih izvora kao Sto su biljke, @ i poveée ali se i brojna jedinjenja ove grupe

mogu dobiti u laboratorijskim uslovima, metodamaskine i kombinatorne sinteze
(30).
O
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Slika 3. Opsta strukturna formula derivata halkona




1.2. Dizajn molekula leka

Osamdesetih godina proSlog veka javlja setajaa napredak u molekularnoj biologiji
(32-35), teorijskoj i eksperimentalnoj hemiji i kepjoterskoj tehnologiji Sto je
omoguilo sintezu i ispitivanje bioloSke aktivnosti novitekova. Ispitivanje i
postavljanje korelacije iznde@ molekulskih parametara koji se odnose na hemijsku
strukturu i fiztko-hemijske osobine molekula i njihove bioloSkeaimhakoloSke uloge
omoguile su:

* metode koje se bave pr@avanjem strukture liganda (studije kvantitativnih
odnosa strukture i aktivnostiQ(antitative Structure-activity relationships
QSAR, QSAR mapiranje farmakofora) i

* metode koje se bave strukturamrget molekula §tructure/target-based drug
design i obuhvataju konformacionu analizu, molekulsko d®liranje ciljnog

molekula idockingstudije).

Ispitivanje korelacije molekulskih parametara ke@ odnose na hemijsku strukturu i
fizicko-hemijske osobine molekula i njihove bioloSkearnhakoloSke aktivnosti daje
moguenost predwianja strukturnih promena molekula sa boljim farndikamskim i
farmakokinettkim osobinama u tenju odrédenog oboljenja (36). Najznajniji pomak

u brzom predwdanju uticaja promena strukture dala je upotrebagjotarskih metoda u
dizajniranju lekova (6mputer-Aided Drug DesigrCADD) i mogutnost optimizacije
osobina (35).

1.2.1. Vodeéi molekul (Lead) i farmakofora

Jedinjenja koja predstavljaju polazne osnove z&szini razvoj novih molekula se
ozna&avaju kao osnovna jedinjenjeéd compoundsa promenama u njihovoj strukturi

se izvode jedinjenja koja se nazivajpalozi

Lead molekul poseduje oddenu farmakoloSku aktivnost, a promenama u strukéuri
mogute poboljSati aktivnost, povati selektivhost, smanijiti tok&mnost i izvrSiti druge

zeljene promene (37)Lead molekuli mogu biti jedinjenja prirodnog ili sing&og



porekla, a za njihov odabir se koriste metode waspiopusnog Kight-Throughput
ScreeningHITS) ili virtuelnog skrininga ¥irtual screeningy. Lead molekul moze da se
otkrije i u toku klintkih studija (38).

Pod pojmonfarmakofora podrazumeva se deo molekulske strukture kojdgoworan
za farmakolosko dejstvo, sa spesibm graom, vezama i prostornomigntacijom.
Mapiranje farmakofore j@roces u kome skarmakofora determinise (39). Uglavnom
se pre mapiranja farmakofora definiSe veza tmetrukture i dejstva Structure
Activity RelationshipsSAR.

1.2.2. Odnos strukture | dejstva (Structure Activity
Relationships; SAR studije)

Jo$ 1863. godine je Crosdio da postoji veza iznal tokstnosti primarnih alkohola i

njihove rastvorljivosti u vodi (40). Kako se aktost molekula ogleda u njihovoj
hemijskoj strukturi (stini molekuli pokazuju stinu aktivnost) pretpostavljeno je da u
strukturi postoje delovi koji su odgovorni za &ke, hemijske i bioloSke osobine.
Kasnije je razvijen koncept koji povezuje hemijsitoukturu, osobine i farmakoloSku

aktivnost jednog molekula.

Odnos izméu strukture i dejstvaStructure-Activity RelationshjfSAR je pristup koji

se bazira na pronalazenju veze i#dmehemijske strukture i bioloSke aktivnosti
ispitivanog jedinjenja.SAR obuhvata sistematie modifikacije hemijske strukture i
pracenje njihovih efekata na merenu bioloSku aktivn¥striranje hemijske strukture u
SARstudijama obuhvata varijacije supstituenata, el strukture, varijacije prstena,
uvadenje izosternih grupa, pojednostavijenje ili rigikhaciju strukture (37). Osobine
jedinjenja koje se WARstudijamacesto koriste su hemijska reaktivnost, elektronski i

induktivni efekti i rezonantna stabilizacija.



1.2.3. Kvantitativni odnos strukture i bioloSke aktivnosti
(QSAR)

Kvantitativan odnos struktura/osobin@uantitative Structure Property Relationship;
QSPR i kvantitativan odnos struktura/aktivhosQuantitative Structure Activity
Relationships; QSAR41-43) su matem&ki modeli koji pokazuju zavisnost figo-
hemijskih osobina/biolosSke aktivnosti od struktieedinjenja (44).QSAR/QSPRuin
silico metode od ogromnog zt&ja za razvoj medicinske hemije i biohemije. lake n
uvek lako nai korelaciju struktura/aktivnost/osobine, eksponjgaha rast broja radova

koji se baveQSAR/QSPRtudijama jasno pokazuje napredak u ovoj oblasti.

Kvantitativni odnos struktura/toksiost Quantitative Structure-Toxicity Relationship;
QSTR ili kvantitativni odnos struktura/farmakokinetikg§Quantitative Structure-
Pharmacokinetic Relationship; QSPkRu sléni modeli koji koreliSu toksinost/
farmakokinettke osobine jedinjenja i hemijsku strukturu. Bez idbzna razliku u
terminologiji svi modeli su zasnovani na istom pipu koji podrazumeva da je
bioloSka aktivnost/osobine jedinjenja funkcija &ture i da se karakteristike molekula

mogu opisati raztitim molekulskim deskriptorima.
BioloSka aktivnost = f (Fizko-hemijske osobine)
Znataj primeneQSAR/QSPHRe u tome Sto:

» eksperimenti potrebni za razumevanje ckifa, hemijskih i bioloSkih osobina
jedinjenja su veoma skupi;

* In silico modeli omogudavaju bolje razumevanje interakcije ili reakcijeneiu
molekula i njihove aktivnosti;

* Pruzaju korisne informacije o bioloSkoj aktivnoktje se mogu iskoristiti za
istraZivanje lekova i pred#anjeADMET-a;

» Omogu«avaju preduanje osobina/aktivnosti jedinjenja pre njihove anat.



Matemattki QSAR/QSPRnodeli se zasnivaju na informacijama dobijenimosaovu
hemijske strukture a ne na osnovu eksperimentair@dnosti. Kvalitet modela zavisi
od razltitih faktora kao Sto su kvalitet podataka, anatieskriptora, statistke metode

i validacija.

QSAR/QSPRnetodologija se sastoji od tri koraka: prikaz maoleke strukture, analiza
deskriptora i izgradnja modela. Prvi korak obuhvattanje strukture jedinjenja u
odgovarajgem kompjuterskom programu2D struktura jedinjenja se Koristi za
dobijanje konformera najnize energije, d8 molekulski model je neophodan za

izratunavanje geometrijskih deskriptora.

Drugi korak u QSAR/QSPRstudijama je generisanje molekulskih deskriptora.
Molekulski deskriptori su numeike vrednosti koje predstavljaju odene molekulske
osobine (45-48). U pgetku su kao deskriptori koti@na samo jednostavna svojstva
molekule: rastvorljivost, Log P, jonizaciona komgtg da bi se vremenom njihov broj
povetao na visSe hiljada danas poznatih. Veoma je vatawilan odabir molekulskih
deskriptora koji¢e biti kori&eni uQSARanalizi.Cesto su deskriptori korelisani tako da
sadrze redudantnu informaciju, pa je poZeljno catalskup deskriptora koji daje

robustan model lak za interpretaciju (49).

Tre¢i korak (Slika 4) predstavlja formiranje modela mpenom odgovaragih
statistékih metoda sa ciliem da se uspostavi korelacijaeizmodabranih molekulskih
deskriptora i odréene osobine jedinjenja (npr. bioloSka aktivnostpniatografska
retencija...). Kao statistke metode koriste se: multipla linearna regresijiil(iple
Linear RegressiorMLR), metoda parcijalnih najmanjin kvadrataftial Least Square
Regression, PLS veStgke neuronske mrezeAitificial Neural Networks, ANNili

klasifikaciona i regresiona stabladssification and regression trées

Svaki QSAR/QSPRnodel se na kraju mora validiratime se potwtuje moguénost

primene u preddianju analizirane osobine jedinjenja.



Validacija QSAR/QSPRmodela predstavlja proces kojim se proverava lefalit
sposobnost predd@nja formiranih modela. Statiski parametri koji se iz@unavaju u
cilju validacije formiranih modela sSBRMSEE(Root Mean Square Error of Estimatjpn
RMSEP (Root Mean Square Error of PredictipnR? (koeficijent determinacije
formiranog modela), F-odnos, p-vrednost, internilidazioni parametar € r
(koeficijent korelacije izméu predvidenih i eksperimentalno odtenih vrednosti) i
eksterni validacioni parametd®ps vs ored RMSEE i RMSEP predstavljaju greske
predvitanja modela. © je interni validacioni parameter koji omagwa procenu
sposobnosti pred#anja predlozenog modela za jedinjenja koja stnalijedinjenjima
trening seta. Visoke vrednosti ®®e ne smatraju dovoljnim kriterijumom u proceni
kvaliteta formiranog modela. Za procenu sposobnustilviianja modela za jedinjenja
koja se strukturno razlikuju od jedinjerti@ning seta, koristi se parametBf ops vs pred
(eksterni validacioni parameter). Smatra se da thoije je vrednosRops vs predveca od
0,5 imaju dobru sposobnost pretija. Dobar model se odlikuje i visokom
vrednostima koeficijenta korelacije (r) predenih i eksperimentalno odtenih
vrednosti. F-odnos sluzi za procenu statkgti zn&ajnosti formiranih modela, dok p-
vrednost predstavlja nivo vaznosti F-odnosa. Modigi je p-vrednost niza od 0,05 se

smatraju statistki znaajnim.

!

deskriptori = korelacija strukture =——>  Matematitki
i dejstva model

Slika 4. Shematski prika@ SARispitivanja
(izvor slike:www.farmacy.untz.ba/slatkis/file.php?file=Zorica_\MujQ SARpdf)
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Tokom istrazivanjaQSAR studija, doSlo je do razvoj®SRRstudija Quantitative
Structure Retention Relationshjp&oje za odréivanje odnosa izmi strukture i

osobina jedinjenja koriste hromatografske parametre

1.2.4. Kvantitativni odnos strukture i retencije (QSRR)

QSRRse zasniva na uspostavljanju matetkaty modela koji koreliSe hromatografske
retencione parametre i odgovarsgukarakteristike jedinjenja (50). Hromatografske
tehnike su pogodne jer se odlikuju visokom preci#unoi reproduktivnodu i
omoguiavaju dobijanje velikog broja podataka pod istinspErimentalnim uslovima,

koji se mogu méusobno korelisati.

QSRR analiza uspostavlja korelaciju izthe retencionih parametara (dobijenih
metodom gasne hromatografije, visoko-efikasnsmaehromatografije ili tankoslojne
hromatografije) i deskriptora koji su izvedeni iokekulske strukture odgovardjh
jedinjenja. Veoma je poZelino d@SRRmodel koristi jedinjenja koja su deo homologe
serije, zbog postojanja dobre korelacije iZimeretencije i deskriptora koji opisuju
strukturu molekule (51). Ukoliko je broj dostupnitbeskriptora veliki, n&ege
primenjivana statistka metoda je viSestruka linearna regresigsto u kombinaciji sa

prethodnom selekcijom varijabli (npr. genetski aigon) (52-55).

Medusobna povezanost retencionih i fkn-hemijskih parametara i bioloSke aktivnosti
omogutava predwianje osobina molekula kao Sto su su particioni ikgent (Log P)
(56-59), ta&ka kljucanja (60), napon pare (61), toplota isparavanjg, (&bbs-ova

slobodna energija (63) ili hiralna selektivhost)64

Znxtaj QSRRmModela je u tome Sto:
* omoguava ekonontinost i ekspeditivnost u procesu razvoja novih malek
(65, 66);
* omogutava odrdivanje fizicko-hemijskih i bioloskih parametara za supstance

koje joS uvek nisu ispitane u eksperimentalnim visia;
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» odralivanje retencionin mehanizama na ré&gln stacionarnim fazama, Sto
omoguava dizajniranje novih stacionarnih faza kofe imati Zeljene
karakteristike (67-72);

* na osnovu retencionih podataka mogu se predvidatikbd-hemijski osobine
(51).

lako preciznost i @nost QSRR modela nije uvek dovoljno dobra za prethnje

retencije, ovi modeli se mogu Kkoristiti za razunrgearetencionih mehanizama,
opitimizaciju razdvajanja jedinjenja u smesSi, selgk najzn&ajnijih deskriptora,

odreiivanje slozenih fiziko-hemijskih osobina ili procenu potencijalne b&ke

aktivnosti (73).

Za svakiQSRRmodel neophodna je validacija. Statiktiparametri koji se nagke
koriste za validacijuQSRRmodela su: kvadrat koeficijenta korelaci, korigovani
koeficijent korelacije % (adjusted B), standardna greskssténdard error, SE i

koeficijent determinacije koji je dobijen unakrsneaiidacijom Rcv).

1.2.5. Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptor je kori rezultat logtkog i matematikog postupka koji
hemijsku informaciju o molekulu prevodi u numi vrednost 41). Molekulski
deskriptori su numeike vrednosti koje predstavljaju odemne osobine ispitivanih
hemijskih struktura i mogu se odnositi na ceo molekk deo molekula. Geometrijske,
sterne i elektronske osobine jedinjenja koje sgowdrne za bioloSka, fizka i

hemijska svojstva mogu se predstaviti pémpednog ili viSe numetkih deskriptora.

U medicinskoj hemiji molekulski deskriptori se k&ig za definisanje veze izthe
hemijske strukture i bioloSke aktivnosti, ali segudkoristiti i za preddanje i procenu
odreienih karakteristika molekula (41)rednost molekulskog deskriptora se moze

odrediti r&unski (primenom matemékog algoritma) ili eksperimentalnim putem (41).
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Dobro odabran molekulski deskriptor adekvatno peedis strukturu, koreliSe sa barem
jednom osobinom molekula, moze da razlikuje izomgmemenljiv je na delove
strukture, nije u korelaciji sa drugim deskriptoaimezavisan je i lako se iZtmava,
moze se primeniti i na strukturno&la jedinjenja, a sa promenama u strukturi i sam
pokazuje promene, i stoga moze da se primé&BAR/QSPR/QSRahalizi (48).

Najce&e kori&eni deskriptori QSAR/QSPR/QSRivalizi su:

» Deskriptori koji opisuju topoloSke osobine molek@domske veze u molekulu,
veli¢ina, simetrija, révanje, oblik molekula);

» Konstitucioni deskriptori (molekulska teZina, breijp atoma u molekulu);

» Geometrijski deskriptori (izvedeni iz trodimenzidma strukture molekula,
molekulski volumen, sterne osobine molekula);

» Deskriptori koji opisuju elektronske osobine molkki(lipofilnost, sposobnost
gradenja vodoninih veza, naelektrisanje, polarizabilnost, dipoimoment,

razlicite vrste energije).

U QSAR QSRR i QSPR modelima se koristi veliki broj deskriptora. Pasuno
odgovarajdih softvera definisano je i izkanato preko 5000 deskriptora (45). Za
postavljanje QSAR QSRRi QSPR modela i dalje predianje bioloSke aktivnosti
molekula i njegovog ponasanja u fizioloSkom sistarazno je odabrati deskriptore koji

na adekvatan ga prezentuju strukturu molekula.

1.2.5.1. Eksperimentalni i teorijski deskriptori

Molekulski deskriptori mogu biti oddeni eksperimentalno i nsg&e se odnose na
fizicko-hemijske osobine molekula (dipolni momenat, UBg polarizabilnost) ili se
mogu izr&unati teorijski, koridenjem razliitih kompjuterskih programa. Kod
eksperimentalno oddenih deskriptora moZze se javiti statikd greSka koja pate od

merenja, a koju ne sadrze teorijski deskriptork de kod teorijskih deskriptora javljaju
greSke koje potu od potrebe da se primene atéee aproksimacije kako bi se

pojednostavilo izréunavanije.
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Prednost teorijskih deskriptora je njihova dostigtnanogénost smanjenja troskova i
vremena ispitivanja (74) za razliku od eksperimieitado kojih secesto teSko moze
doti. Velika prednost eksperimentalnin deskriptora deektna korelacija izmiu

deskriptora i neke osobine molekula.

1.2.5.2. Tipovi molekulskih deskriptora

Molekulski deskriptori, koji pripadaju grupi teaskih deskriptora, se prema slozenosti
(41, 42) i prema vrsti algoritma koji se koristi gghovo izr&unavanje mogu podeliti
na OD-, 1D-, 2D-, 3D- i 4D- molekulskei deskriptore (42).

- nulti deskriptori ( OD) — su najjednostavniji bezdimenzionalni deskriptokoji se
dobijaju iz molekulske formule i ne zavise od maillske strukturgvrsta i broj atoma);

- jednodimenzionalni deskriptori (1D) — odnose se na funkcionalne grupe i segmente
koji su zn&ajni za molekul (broj primarnih, sekundarnih i igmih ugljenikovih
atoma);

- dvodimenzionalni deskriptori (2D) — nazivaju se i topoloSki deskriptori, odnose se
na veltinu, fleksibilnost i lipofilnost molekule (&N povezivanja atoma i priroda
hemijskih veza)

- trodimenzionalni deskriptori (3D) — nazivaju se i geometrijski deskriptori jer daju
informaciju o prostornoj orijentaciji i konformacijmolekula (Van der Valsove
zapremine, energije interakcije) (41-43);

- ¢etvorodimenzionalni deskriptori (4D) — odnose se na sterna svojstva molekule i

daju informacije o elektronskoj raspodeli i intecgikpolja datog molekula i okruzenja.

PrednosOD i 1D deskriptora je lako iztainavanje i tuménje, a nedostatak je veliki
broj molekula sa istim vrednostima ovih deskriptd?eemda3D i 4D deskriptori nose
viSe informacija nego jednostavni deskriptori, n&dtak je Sto njihovo korg&njecesto

rezultira nereproduktivnim modelima.

U QSRRmodelimacesto korisen parametar je Log P koji se primenjuje za didamnje

parametara lipofilnosti i za predhénje lipofilnosti jedinjenja (56,57).
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1.3. Lipofilnost

Berthelot i Jungfleisch su 1872.godine definisadirtigioni koeficijent (koeficijent
raspodele, podeoni koeficijent) kao ravnoteznu odefu supstance izrie dva

rastvarga koja se ne meSaju, na konstatnoj temperaturi M&yer (76) i Overton (77)
su prodavali postojanje veze izrde rastvorljivosti u lipidima i bioloSke aktivnosti

jedinjenja.

Lipofilnost jedinjenja u velikoj meri odaeije bioloSku aktivnost. Najée broj ¢elijskih
membrana u organizmu se sastoji od dvostrukog lgiemskog sloja koji zbog svoje
hidrofobnosti omogéava transport lipofilnin supstanci, dok je sloboddduzija
polarnin molekula kroz membranu oteZana ili onendega. Takde, lipofilnost
znaajno odréuje ligand-receptor interakcije i druge ligand-nm@kolekul interakcije
(npr. vezivanje neurotransmitera, hormona i lekmaaeceptore, kao i enzim-supstrat i

antigen-antitelo interakcije).

Za eksperimentalno odtizanije lipofilnosti nafe&e se koriste dva rastva&eakoja se ne
mesaju, prcemu je jedan rastvatasoda (ili vodeni pufer) a drugi organski rastvara
Ovakva smesSa rastv@&emoponaSa bioloSku membranu: voda (ili vodeni gusenulira
unutrasnjost kompartmentae(ije, membrane...) koja je relativno hidrofilnapkd

organski rastvatasimulira hidrofobni (lipidni) deo membrane.

1.3.1. Podeoni koeficijent P

Lipofilnost se izrazava preko podeonog koeficijeRtapredstavlja odnos koncentracije
rastvorka u vodenoj i organskoj fazi (78). Zbogikel opsega vrednosti podeonog
koeficijenta, UQSARI QSRRmodelima koristi se logaritamska vrednost, odndsog
P.

Log P = Log&

Cu

gde je Cw koncentracija rastvorka u vodenoj fazi,Ga koncentracija rastvorka u

nepolarnom organskom rastvé&sa npr. n-oktanolu. Visoka vrednost podeonog
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koeficijenta ukazuje da je molekul lipofilan i olmo, kada je vrednost podeonog
koeficijenta niska, molekul je hidrofilan (79). Lo@ opisuje lipofiinost neutralnog

oblika molekula i ne ukljéuje disocijaciju ili jonizaciju.

1.3.2. Distribucioni koeficijent D

Parametar lipofilnosti molekula koji uzima u obzirstepen jonizacije jedinjenja
(definiSe je pK) je koeficijent distribucije D. Koeficijent distilzije predstavlja odnos
koncentracija jonizovanog i nejonizovanog oblikdifgenja u organskoj i vodenoj fazi,
odnosno definiSe lipofilnost pri odtenoj pH vrednosti. lako koeficijent distribucije
bolje opisuje lipofilnost jedinjenja, iz¢avanje je veoma kompleksno zbogga se u
QSARQSRRispitivanjima visSe koristi Log P.

Vrednost Log P, kao mera lipofilnosti, trenutnonsgviSe koristi u medicinskoj hemiji i
molekularnoj farmakologiji, gde je formirana bazzdptaka Log Rrednosti na osnovu
podataka koji su dobijeni eksperimentalnim puteasorijskim izr&unavanjima (80-82).

Znataj odretivanja Log P i Log D:

Predvianjeapsorpcije

Optimalna penetracija@NS (Log P = 20,7)
Optimalnaoralna apsorpcija(CLog P=1,8)
Optimalnaintestinalna apsorpcija(lLog P=1,35)
Optimalnaapsorpcija u debelom crevijLog P=1,32)
Optimalnasublingvalnaapsorpcija (Log P=5,5)
Optimalnaperkutana apsorpcijalLog P=2,6, mala MW)

/7
0.0

/7
0.0

e

*

X3

*8

/7
0.0

\/
0.0

Predvitanje farmakokinetkih osobina i toksinosti:
% Visoka vrednost Log P tdksicni lekovi)-deponovanje u masnom tkivu

Predvitanje aktivnosti leka sa receptorom
%+ Hidrofobne reakcije sa receptorom

Izbor doziranog oblika
+ Niska vrednost Log P <Q) injekcioni rastvori
« Srednja vrednost Log P (0-8)alni preparati
« Visoka vrednost Log P (3-4)ansdermalni preparati
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1.3.3. Odredivanje Log P

Upotreba Log Pvrednosti kao parametra lipofilnosti ginje 1964.godine sa Hasch-
ovim istrazivanjima. Prvi pregled particionih kasjenata objavili su Leo, Hansch i
Elkins 1971. godine, a sadrzao je blizu 6000 vretinakljuujuéi i vrednosti za 800

jedinjenja koje su autori eksperimentalno odrg@8id).

Odrefivanje vrednosti Log P moda je eksperimenatalnim i danskim putem.
Eksperimenatalne metode odireanja Log P mogu biti direktne i indirektne. Kl&sn
nain eksperimentalnog odi&vanja Log P je metoda mkanja (84-85) i izvodi se

sistemu oktanol/voda.

Nakon razvoja UV spektroskopskih metoda, ddrenje particionog koeficijenta
predstavlja rutinski postupak za jedinjenja kojajindovoljnu rastvorljivost u vodi i

dovoljnu apsorpciju u UV oblasti.

1.3.3.1. Odredivanje lipofilnosti metodom muékanja (shake-flask)

Metoda migkanja se izvodi tako Sto se odema koltina ispitivane supstance &ka u
sistemu dva rastvata, koji se slabo meSaju. Po uspostavljanju ditkenravnoteze,

kada se slojevi razdvoje, u svakoj od faza se ath@ttentracija ispitivane supstance.

lako izvaienje metode mikanja izgleda jednostavno, prilikom praktdg rada mogu
se javiti brojni problemi kao Sto su: kontrola teamgiture, ututivanje vremena koje je
potrebno da se uspostavi ravnoteza faza, procenanaine zapremine svake od faza
podeonog sistema u kojima je mdgu detektovati supstancu i izmeriti njenu

koncentraciju (86).

Klasicna metoda mikanja se na&ese izvodi u sistemu oktanol/voda mada se mogu
koristiti i drugi rastvar&. NajceXe se koristi 1-oktanol (struktur&ini osam
hidrofobnih ugljenikovih atoma i jedna hidrofilnaimarna alkoholna grupa) jer daje

podatke koji su najblizi onima koji se dobijaju in vivo uslovima. Zahvaljujéi
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hidroksilnoj funkcionalnoj grupi n-oktanol pripadaupi amfiprotonskih rastvata, jer
u vodonénoj vezi moze da bude i donor i akceptor elektr(8¥. Zajednika osobina
bioloskih membrana i n-oktanola da sadrze polann&dionalne grupe koje mogu imati
ulogu i donora i akceptora vodonika (Sto se tiémoodnosi naOH-funkcionalne grupe
¢ini da je n-oktanol izrazito pogodan za modelovgmjecesa raspodele kroz bioloSku

membranu (88).

Kod drugih tipova bioloSkih membrana drugi sistemastvarga mogu biti pogodniji.

Leahy i saradnici su 1989.godine u svojim istradjwvaa sugerisali da membrane (ili
receptori) mogu imati drugge karakteristike u pogledu moguosti ostvarivanja

vodoniénih veza u odnosu na oktanol (89), odnosno da ostembrane koje ne
sadrze ni proton-donorske ni proton-akceptorskepgrZa membrane koje nemaju ni
proton-donorske ni proton-akceptorske karaktestikodelovanje se vrSi inertnim
rastvardima (alkani/voda podeoni sistem). Kada membrane&ajop strukturi sadrze

proton-donorske funkcionalne grupe, kao referenpmideoni sistem Kkoristi se
hloroform/voda, a kada su u membrani dominantneéoprakceptorske funkcionalne
grupe (fosfolipidna membrana) kao referentni sisteastvarda koristi se smeSa
propilen-glikol-dipelargonat (PGDP)/voda (90). Lgaé odredio particione koeficijente

za mnoga jedinjenja za sistem PGDP/voda.

Nedostatak metode rékanja je dugo vreme izdenja eksperimenta i potrebna
relativno velika kokina supstance koja se ispituje. Td&p u podeonom sistemu
oktanol/voda moZe @b do stvaranje emulzije iznde rastvaréa prilikom odreivanja
Log P jedinjenja koja imaju veliku lipofilnost (LoB > 6). Metoda nije pogodna za
jedinjenja ¢ija disosocijacija zavisi od koncentracije i moze mimeniti samo kod
nejonizovanog oblika molekula koji disosuje uz wpbti odgovarajteg pufera. Za
odredivanje lipofilnosti jedinjenja koja jonizuju, pokap slabu rastvorljivost ili slabu

apsorpciju u UV oblasti koriste se alternativne adet
Postoje jedinjenja za koja nije mdgu odrediti particioni koeficijenat primenom

tradicionalnog néina muwkanjem (91). U ovakvim stiajevima koristi se modifikovana

metoda mudkanja.
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Metoda sporog meSanja predstavlja modifikaciju ™etmékanja. Princip izvdenja

obe metode je isti, samo Sto se metodom sporogneezdegava formiranje emulzije
tako Sto se rastvatiasporo meSaju do uspostavljanja ravnoteze. lalorbtode dugo
traju, relativno su pouzdane kod odit@nja lipofilnosti neutralnih molekula kao i

jonizovanih molekula u njihovom neutralnom oblil@2j.

1.3.3.2. Odredivanje Log P indirektnim metodama

Lipofilnost molekula se, osim direktnog odreanja metodom mikanja, moze odrediti
indirektnim metodama. U indirektne metode diivanja lipofilnosti jedinjenja spadaju:
hromatografijia na obrnutim fazama, micelarna/miknakziona elektrokinetka

hromatografija, pH-metrijska metoda, metoda fifiezbe i druge metode.

a) Hromatografija na obrnutim fazama predstavlja brz i jednostavan dia da se
eksperimentalno odredi Log P s obzirom &ajenicu da ne zahteva bilo kakva
kvantitativna odréivanja. Metutim, budéi da se hromatografski sistemi razlikuju od
klasicnih podeonih sistema (metode ¢kanja), posebno ukoliko se ispitivane supstance
u velikoj meri razlikuju od referentnih, nekad jetgebno primeniti multivarijantne
tehnike izrgunavanja u kombinaciji sa molekulskim deskriptorif@&a metoda se nije
pokazala efikasnom za odreanje lipofilnosti hlorovanih ugljovodonika i, uéte
gledano, supstanci sa niskim vrednostima Lo@d?ed toga, radni opseg pH-vrednosti

na silikagelu je ogratdén na pH 2-7,5.

Primenu reverzno-fazne tankoslojne hromatografije opisali Martin i Syngle joS
1941.godine. Oni su otkrili daRF vrednost dobijena metodom tankoslojne
hromatografije, gde je hidrofilna, polarna stacio@afaza, zamenjena hidrofobnom,
nepolarnom stacionarnom fazom, moze da se dovedgeau sa particionim
koeficijentom (93). Ispitivanje lipofilnosti kork&njem hromatografskih tehnika se
nastavilo istraZivanjima Conseden-a (94) koji jerdio odnos izméu retardacionog
faktora dobijenog u uslovima particione hromatoggafparticionog koeficijenta. Bate-
Smith i Westall (95) su uveRy vrednost i utvrdili linearnu zavisnost izchehemijske

strukture jedinjenja i ponaSanja u hromatografsktemu.
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Rv = Iogl_ RF

Retardacioni faktor jedinjenja se definiSe kao adpata koji je preSla supstan@ (
puta koji je preSao rastvaré), Sto se moze predstaviti na sléideacin:

Rwv = |09E
a

VrednostRy je jednaka logaritmu odnosa rastojanja idmeone supstance i fronta
rastvarda (Sto je mera interakcije supstance sa lipofilrgtationarnom fazom) i puta
koji je presSla ispitivana supstanca (Sto je meta goji prelazi supstanca sa hidrofilnom
mobilnom fazom). Nepolarne supstancéejaeaguju sa stacionarnom fazom, imaju nize

RFi viSe Ry vrednosti.

Rwu vrednosti su u direktnoj korelaciji sa lipofilresjedinjenja. 1965.godine je prvi put
objavlien rad gde je bioloSka aktivhost leka kaeatia saRy, vrednogu, kao
parametrom lipofilnosti (96). Do danas je publikoveeliki broj radova u kojima je

opisana dobra korelacija iz Ry i Log P vrednosti (97, 98).

Reverzno-fazna tankoslojna hromatografija (RP TLC)
Primenom RP TLC analize mozZze se postaviti zavisnesteiu Ry vrednosti i
zapreminskog udela organske komponeq)e(z ekstrapolacijiry vrednosti na nultu
koncentraciju organske komponen&{), odnosno ndistu vodu):

Ru =Rw’ +mo
gde jemnagib prave, &,’vrednost ods&a.
Vrednosti Ry’, i m predstavljaju parametre lipofilnosti jedinjenjan (vrednost je
povezana sa spedifiom hidrofobnom povrSinom rastvéeg (99).
U poraienju sa klagihom metodom mikanja, prednosti RP TLC tehnike su: mala
potrebna koliina ispitivanog jedinjenja, ispitivana supstancamera da budeista,
moguwnost odrdivanja lipofilnosti Sirokog raspona, nije neophodmalretivanje

koncentracije jedinjenja.
Reverzno-fazna visoko-efikasnéana hromatografija (RP HPLC)

U HPLC metodi kao stacionarna fazadedfe se koriste alkil modifikovani silikagel
(npr. RP-2, RP-8 i RP-18) ali i druge vrste henijstodifikovanih silika (npr. CN- i
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NHz-modifikovan silikagel), dok se kao mobilna fazgce&ie koristi smeSa vode (ili
pufera) i organskog rastva&ea(tzv.modifikatorg, koji mogu biti u razBitim odnosima.
Organski modifikatori su n&&e metanol, acetonitril i aceton, neStaeedioksan i
tetrahidrofuran. U najy@m broju sldajeva koristi se metanol jer u pogledu dko-

hemijskih osobina pokazuje nafteslicnost sa vodom (100).

Odrativanje lipofilnosti molekula primenom HPLC hromatafske metode je opisano
u brojnim radovima. Bez obzira n@sto dobru korelaciju izndet hromatografskih
retencionih parametara i Log P jasno je da hrommatski procesi ne mogu u potpunosti
zameniti klasini pristup odrdivanja Log P vrednosti. Vazno je napomenuti da u
hromatografskim metodama eventualna ravnoteZzadantwe faze povkd sa sobom
razlicite metumolekulske interakcije: rastvorena supstanca-@tacna faza, rastvorena
supstanca-mobilna faza, mobilna faza-stacionarza, fenobilna faza-mobilna faza i
medusobne interakcije fleksibilnih fragmenata stacioeafaze (101) Sto moze da bude
razlog Sto se ponekad dobijaju p@mlo umerene zavisnosti izde retencionih

parametara i Log P vrednosti.

b) Micelarna/mikroemulziona elektrokineticka hromatografija koristi povrsinski
aktivne supstance, u koncentraciji blizu njihovatikne micelarne koncentracije.
Precizna je za merenje Logreutralnih molekula, dok kod molekula koji disosui
daje t&ne Log Pvrednosti (98).

¢) pH-metrijska metoda podrazumeva izvienje dve uzastopne titracije. Prva titracija se
izvodi sa 0,5mol/drh KOH do postizanja visoke pH-vrednosti, potom selaje n-
oktanol i dvokomponentna smesa ponovo titrira m6l/dn? HCI do pdetne pH
vrednosti. Lipofilne supstance pokazuju razliku & prve i druge titracione krive, a
iz titracione krive mogu sectati dve konstante: pKiz prve, i K4 iz druge titracione
krive. Velika razlika u vrednosti konstanti ukazuja visoku lipofilnost. pH-metrijska
metoda je sporija od HPLC metode ali se moze kbrikho zamena za metodu
muckanja u ispitivanju jonizovanih molekula (molekubra biti jonizovan i imati pKu

odgovarajdem pH-opsegu) (102).
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d) Metoda filter probe je slicna potenciometrijskoj metodi, razlika je u tome S®
ispitivane supstance detektuju spektrofotometrijdletoda je vrlo brza i tma, a
nedostatak je Sto se ne moze primeniti kod molekalarednostima Log Ranjim od
0,2.

1.3.3.3. Odredivanje Log P ra¢unskim putem

Pored eksperimentalnih metoda za ddr@nje Log Pcesto se koriste éanske metode.
Danas postoji najmanje dvadeset softverskih progrkaji se koriste za izéanavanje
lipofilnosti molekula, a metode na kojima se zaapivodeljene su na: fragmentacione
metode CLOG P, KLOG P, ACD/Log P, AB/LOG) Roje uzimaju u obzir doprinos
pojedinih fragmenata u molekulu i korekcioni fakteled intramolekulskih interakcija
(103, 104); atomske metod8MILOG P, TSAR, CHEMICALC, Prolog P, Dragdoje
podrazumevaju doprinos pojedémeh atoma (105) i metode koje se zasnivaju na
molekulskim svojstvimaASClog P, A log Bskod kojih se izréaunavanje bazira naD
strukturi molekule ili na empirijskim zavisnostima.

Metoda kompjuterskog iz¢éanavanja Log P ima veliku prednost u odnosu na
eksperimentalna odtevanja kada je potrebno brzo odrediti parametaofiiposti za
veliki broj jedinjenja i kada je potrebno iztmati Log P za molekule velike lipofilnosti.
Nedostatak ove metode je pojava greSke kada seoradilekulima sloZzene strukture,
¢iji se pojedini fragmenti ne mogu éiau bazi podataka, kao i nepreciznost merenja za
cviter-jonske, tautomerne, naelektrisane molekuttkakture (jer je metoda predena
za merenja koja se odnose na neutralne molekuoie)akule koji grade jake vodaimie

veze.

1.3.3.4. PrimenaQSRR u proceni lipofilnosti molekula

Raspodela molekula iznie dve téne faze koje se ne meSaju (koja je prisutna u
reverzno-faznom hromatografskom sistemu) u svajéfisi ima proces raspodele, na
slican n&in kao Sto i dinantki procesi apsorpcije, distribucije, iziwvanja lekova kao i
njihove interakcije sa receptorima, u svojoj osniovaju proces raspodele (106, 107).
Upravo taginjenica daje mogtnost korigenjaQSRRmModela u brzoj i efikasnoj proceni
lipofilnosti (hidrofobnosti) ksenobiotika (108).
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U HPLC i TLC sistemu retencija se oduge u dvokomponentnoj mobilnoj faziji
sastav moze da varira, pa je ekstrapolacija daagdmi postupak standardizacije
hromatografskih parametara (oba retenciona paran{eétng k, i Ru®) se dobijaju
ekstrapolacijom). Log ki Ry’ predstavijaju retenciju supstanceistoj vodi cime se
uticaj organskog rastvata svodi na minimum. U upotrebi su dva modela kokgzuju
medusobnu zavisnost retencionih parametara i sastavhilm faze: linearni i
kvadratni. U sldaju da mobilnu fazdini smeSa metanol/voda, oba modela (i linearni i
kvadratni) daju sline rezultate i ekstrapolisane vrednosti ne pokaaiptisteki
zn&ajnu razliku. Nasuprot tome, kada se mobilna fazstogi od acetonitrila i vode,
izmedu izr&unatih vrednosti dobijenih primenom kvadratnognehrnog modela se
javlja statistéki znatajna razlika (109). Imajii u vidu da se u v@ni slucajeva najbolje
korelacije izméu Log Pi Log ky postizu primenom linearnog modela, sa mobilnom
fazom metanol-voda, za odieanje lipofilnosti molekula kao mobilna faza tege se
koristi smeSa ova dva rastvasagde udeo organske komponente varira &m&0% i
80%.

1.4. Molekulsko modeliranje ciljnog makromolekula

Precizno definisanje strukture proteina (koje uklje poznavanje trodimenzionalne
strukture) je otezano usled slozenosti u postupcim@lovanja, pré&iscavanja,
solubilizacije i kristalizacije proteina. Zbog toga kristalografska struktura proteinskih
molekula dostupna za relativno mali broj proteinaji kulaze u sastawelijske
membrane, ukljgujuéi jonske kanale (110). Poznate su kristalografskaeksire dva
bakterijska jonska kanala za kalijum, i jednog jkatiovog kanala kod sisara (32, 33,
111).

Postojanje kanala s#stim evolutivnim poreklomomoguwava modeliranje koje se
zasniva na homologijihomologi modelijer veina kanala iste familije imacavanu
topologiju. Homologija podrazumeva kvalitativno siganje odnosa dva ili viSe

proteinskih kanala, préemu jecesta sknost u trodimenzionalnoj strukturi, a tokom
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evolucije mé&u homologim proteinima se viSe zadrzala prostotn&ktura od sekvence
(112, 113).

U homologom modelovanju idetitie aminokiselinske sekvence se preklapaju, Sto je
jednostavan postupak kada je stepen homologij&k\{jseko 30%), ali kada je stepen
homologije nizak procedura je slozenijéesto se javlja greSka u konstrukciji modela
(113).

1.4.1. Metoda molekulskog uklapanja

Metoda uklapanja (molekulskiocking predstavlja kompjutersku simulaciju interakcije
izmedu receptora ili neke proteinske makromolekulga(je kristalografska struktura
poznata) i ispitivanog ligand®ockingse izvodi “vezivanjem” molekula koji se ispituje
u razléitim polozajima, odnosno prostornim orijentacijaneg razléite regione u
ciljnom molekulu, i trazi se najbolje molekulskeeppznavanje. Cilj je aravnotezno
stanje, odnosno geometrijsku konformaciju u kopjgnergija vezivanja minimalna.
Ispitivanje interakcija ciljnog molekula i préavane strukture moze da podrazumeva
rigidni docking i fleksibilni docking, sa tri mogda sl&aja: rigidni ligand/rigidni

receptor, fleksibilni ligand/rigidni receptor, flekilni ligand/fleksibilni receptor (114).

Broj stepeni slobode u rigidnodockinguje Sest méutim, u fleksibilnomdockingutaj

broj se povéava. V€&i broj stepeni slobode ima za posledicu pgarge broja potrebnih
kompjuterskih proréuna zbogiega se primenjuju algoritmséarch algorithmgkoji na

oshovu procene energerske povoljnosti, za daterdagiju liganda (115) pomazu u
definisanju optimalne interakcije. Molekulskiocking treba da odgovori na pitanja
kakva je struktura kompleksa vezanog liganda i w@aekula, kakva je energija
vezivanja kompleksa, koji je kompleks najstabilniji koje promene u strukturi
proteinske komponente doprinose boljoj interakdigénost dobijenih podataka zavisi

od metodologije primenjenadpckinga(115, 116).

Kompjuterski programi koji se n#g&e koriste za molekulski docking siock i

AutoDock za molekulsko uklapanjeRentacle za odréivanje povoljnosti interakcija
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izmedu receptora i molekuldyamdza MonteCarlo metodu (MC) i metodu molekulske
dinamike (MD), kao i FRED, Glide, Molegro e-Hits Surfleks PLANTS
GRAMM,FlexX

1.5. Razvoj rezistencije na antibiotike

Razvoj i uva@enje novih generacija antibiotika prati pojava seantnin bakterijskih
sojeva koji danas predstavljaju Zagn klincko-terapijski problemBakterije se vrlo
brzo razmnoZzavaju i efikasno prilatgvaju novom okruzenju razvijajuodbrambene
mehanizme protiv materija koje su za njih Stetnéediale genetke promene im
omoguavaju stvaranje novih, za njih korisnih proteinaji knogu dovesti do enzimske
razgradnje ili modifikacije antibiotika ili uticatina propustljivost bakterijskih

membrana.

Bakterijska rezistencija se vrlo brzo prenosi saistentnin na osetljive sojeve
zahvaljujuti razmeni genetkih elemenata u bakterijskoj populaciji koja se i@lv
razlicitim mehanizmima (konjugacija, transdukcija, tramsfacija i transpozicija). Ovaj
vid Sirenja rezistencije se oztfeva kao horizontalno prenoSenje, dok vertikalnnpee

rezistencije predstavlja prenos gena rezisteneijbakterijsko potomstvd (7).

Kako antibakterijski lekovi ne mogu razlikovati pgene bakterije od nepatogenih
bakterija (koje pripadaju normalnoj flori) rezist#a se razvija i u normalnoj

bakterijskoj flori,cime se stvaraju rezervoari gena rezistencije wgiir

Mehanizmi rezistencije na antibiotike su komplekgazl¢iti i joS uvek nedovoljno
prowieni. Za bolje razumevanje mehanizama razvoja esmge potrebno je
poznavanje fiziologije bakterijskéelije kao i farmakoloSkog dejstva antimikrobnih

lekova.
Bakterija moze razviti rezistenciju na nekolikatima. Prema poreklu rezistencija moze

biti urodena i stéena (negenatka i genetika). Geni odgovorni za rezistenciju mogu

biti smeSteni na hromozomu, ili izvan hromozoma, pi@zmidu i na transpozonu.
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Plazmidi nose ekstrahromozomsku DNK, a njihovo @asiie i replikacija se deSava
nezavisno od hromozoma. Rezistencija koja se prepotem plazmida jecesto
multipla, jer se plazmidi lako prenose sa jedngg $@ drugi, sa vrste na drugu vrstu,
¢ak i sa jednog roda na drugi. Transpozoni su setirdK koji se lako prenose sa
jednog plazmida na drugi, kao i sa plazmida na lommm i obratno. Integroni su
genetski elementi koji nose kasete gena rezisesnzgstupljeni su natwo kod multi-

rezistentnih sojeva bakterija.

Mehanizmi rezistencije obuhvataju: enzimsku razgpad modifikaciju leka, izmenu
ciljnog enzima, promenu propustljivosti oméaabakterijskecelije, izmenu strukture
ribozoma, izmenu uobajenih metabotkih puteva. Smanjena intracelularna
koncentracija antibiotika je posledica smanjenemgabilnosti ¢elijske membrane,
porinske rezistencije koja se ogleda u izmeni pstpwosti porinskih kanala ili
smanjenju njihovog broja (kod Gram negativnih bajdgi aktivnog efluksa (nagse

uz poma speciftnih transportnih proteina). Inaktivacija antibiaikse javlja kao
posledica sposobnosti mikroorganizama da produkmzime koji razaraju strukturu
antibiotika. Na primer, beta-laktamaze radyija vetinu beta-laktamskih antibiotika,
peniciline, cefalosporine, aztreonam; Gram-negatibbakterije produkuju enzime Kkoji
vrSe acetilovanje, adenilaciju i fosforilaciju amglikozida, ili hloramfenikol acetil-
transferazu koja inaktivira hloramfenikol. 1zmen#jnog proteina obuhvata izmenu
penicilin vezujéeg proteina (PVP proteina)-smanjenje afinitetdibja, izmenu DNK
giraze, ribozoma (n&Xe izmenom na 30S ili 50S subjedinici ribozoma), RNK
polimeraze. 1zmena metahidbg puta se doga usled promene na metalsklim

enzimima kao Sto su sintetaze, giraze, reduktaze.

1.5.1. MRSA (Meticilin-rezistentan Staphylococcus aureus)

Staphylococcus aureuyg jedan od najzastupljenijih mikroorganizama kaveka i
nage&ih patogena koji dovodi do infekcije koZze i mekikiva. S. aureusmoze
uzrokovati i sistemske infekcije kao Sto su pneuiapnosteomijelitis, sepsa,

endokarditis i meningitis.
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Patetkom klincke primene penicilinacak 94% sojevaS. aureusje pokazivalo
osetljivost na ovaj antibiotik, ali je vgosle nekoliko godina razvijena rezistencija kod
polovine sojeva (118). Rezistencija soje&¥aaureuge posledica sposobnosti baketrija
da proizvode enzim beta-laktamazu, koja inaktiaraibiotik razlazdi beta-laktamski
prsten koji je neophodan za ispoljavanje antibgkterg dejstva. Meticilin je antibiotik
koji je u paetku klinicke primene pokazivao aktivnost na rezistentne sdfevaureus
Vremenom su nastali novi sojeSi aureusoji su rezistentni na meticilin tj. meticilin-
rezistentniS. aureusMRSA (119). Danas je MRSA jedan od najvaznijihzizaca
intrahospitalnih infekcija Hospital-acquired MRSA, HA-MRBAali su MRSA sojevi
izolovani i kod pacijenata koji dolaze iz vanbdke sredine gommunity-acquired
MRSA ili community-associated MRSA, CA-MRSKMultirezistentni sojevi MRSA
poseduju gene koji kodiraju rezistenciju i na drwgdibiotike i danas predstavljaju
zn&ajan klincki problem. Veliki terapijski izazov predstavlja jpga vankomicin-
intermedijarno osetljivod. aureugVISA) (120) i vankomicin-rezistentno§. aureus
(VRSA) (121). Rezistentni sojevi se odlikuju spasoftu sinteze novog penicillin
vezujuteg proteina-PVP2a, koji ima nizak afinitet za bletdéamske antibiotike (122-
125). Sinteza PVP2a je kodirame@ genom, koji se nalazi na hromozor8uaureusi

mecregionu poznatom i kao stafilokokna hromozomskatemec(SCQneq (126).

S. aureugposeduje veliki broj faktora virulencije koji dovedlo inhibicije komponenti
komplementa i antimikrobnih molekula (127, 128)ajmuticaj na migraciju i funkciju
leukocita (127, 129), izazivaju destrukciju leukac{129) i imaju ulogu u kolonizaciji

¢elija i tkiva domaina.

U lecenju infekcija uzrokovanih MRSA sojevima tage se upotrebljavaju antibiotici
iz grupe glikopeptida, kao 5to su vankomicin i tgkanin. Metutim, pojavili su se
glikopeptid-intermedijarno osetljivi sojevs. aureus(GISA) (120, 130, 131). \&éna

CA-MRSA pokazuje osetljivost na vankomicin, teikapin, gentamicin, klindamicin,
trimetoprim-sufametoksazol, doksiciklin, minociklirnloramfenikol, fluorohinolone,
rifampin i linezolid (132). Izbor antibiotika u denju infekcije zavisi od teZine i

lokalizacije infekcije. Najotporniji na antibiotikeu HA-MRSA sojevi koji pokazuju
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multirezistentan fenotip. Infekcije izazvane oviojevimaS. aureudece se primenom

kombinovane antibiotske terapije.

1.5.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginoga jedan od nagXih izazivaia infekcija koje se javljaju u
bolnicama. Ovaj mikroorganizam se odlikuje denom rezistencijom na mnoge
antibiotike i ima veliku sposobnost razvoja multisgentnih sojevaPseudomonas
aeruginosarazvija rezistenciju raglitim mehanizmima: smanjenjem propustljivosti
¢elijske membrane, aktivnim izbacivanjem antibiotika ¢elije (efluks), sintezom
enzima koji naruSavaju strukturu antibiotika i izmoen ciljnog mesta delovanjéime se
smanjuje efikasnost antibiotikaP.aeruginosa ima izuzetno malu propustljivost
spoljasnje membrane, svega 8% propustljivosti mambEscherichia colicime je

spreen ulazak antimikrobnih lekovadeliju (133).

Pod pojmom "efluks" podrazumeva se aktivho izbagwanolekula iz celije (134)
Izbacivanje se deSava uz padrmumpe kojwine kompleksni transmembranski sistemi
sastavljni od tri dela: transportni protein smesieelijskoj membrani, porin smesten u
spoljasnjoj membrani i protein smeSten u periplaskam prostoru koji povezuje porin
i transportni protein. Ovakva gta obrazuje kanal koji se pruza kréitavu debljinu
membrane bakterijsk&elije, omoguéavaji izbacivanje lipofilnih i amfifaténih lekova

iz periplazmatskog prostora i citoplazme u spojjasredinu. Aktivhim efluksom se
smanjuje koncentracija antibiotika, Sto za posledma cesto istovremenu rezistenciju

na razltite grupe antibiotika i pojavu multirezistentnihjesam (135).

RezistencijaP. aeruginosana fluorohinolone nastaje zbog promene na ciljmogstu
delovanja antibiotika, odnosno zbog izmene na DNt&zjy i topoizomerazi 1V, dok
mehanizam rezistencije na aminoglikozide (gentamicibramicin, amikacin) ukljtuje

promene unutar 3subjedinice ribozoma (136, 137).

Pod pojmom multirezistentnih soje.aeruginosase podrazumeva rezistencija na

barem jedan antibiotik iz tri ili viSe grupa angpglomonasnih antibiotika. Razvoj
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multirezistentnih sojeva n&@&e nastaje usled akumulacije mutacija koje dovode do
aktivnog efluksa, promene permeabilnagsiijske membrane i sinteze beta-laktamaza
(138, 139).

Vazne karakteristikeP. aeruginosa su velika metabatka prilagodljivost koja
omoguava prezivljavanje u razitim sredinama i sposobnost stvaranja biofilma feji
u velikoj meri zasluzan za razvoj rezistencigseudomonas aeruginosvara dva
pigmenta: plawiasti pigment, piocijanin koji je po struktiuderivat fenazina i Zutozeleni
pigment, pioverdin, koji se sastoji od dihidroksibiinskih derivata i specifnih
peptida. Sposobnoft. aeruginosada stvara egzopigmente je jedna od najajmaih
osobenosti ovog patogena. PigmeRti aeruginosana razltite na&ine westvuju u
nastanku i odrZzavanju lezija u inflamiranom tkivi4Q). Piocijanin ometa cilijarnu
funkciju epitela i katalizuje nastanak toksih radikala (vodonik-peroksid, hidroksilni
radikali, superoksid). Piocijanin ima snazno intohio dejstvo na proliferaciju
limfocita, a vezujdi se za jone gvaia omogdava opstanak patogena. Stvaranje

pigmenata je fenotipska karakteristika i ukazujeiva patogenosti pojedinog soja.

Infekcije izazvaneP. aeruginosase javljaju najeXe kod pacijenata sa neutropenijom,
imunokompromitovanim pacijentima sa lokalnim infg&ma, hirurSkim ranama i
opekotinama. Pacijenti na meh&oj ventilaciji su najugrozeniji, dok se kod osatm
normalnim imunoloskim odgovorom teske infekcigazvane ovom bakterijometko
razvijaju (141). Visoka stopa smrtnosti (10-60%sluiaju teskih infekcija nastaje kao
posledica oslabljenog imunoloskog sistema dona i mnogobrojnih faktora

virulencije, kao i rezistencije patogena na dostupntibiotike (141-144).

U terapiji infekcija izazvanihP. aeruginosa koriste se penicilini (piperacilin,
karbenicilin), cefalosporini lll. i IV. generacijéceftazidim, cefoperazon, cefepim),
karbapenemi (imipenem, meropenem i doripenem), Im@ktam-aztreonam i
fluorohinoloni (ciprofloksacin, norfloksacin, levofloksin) (145, 146). Upotreba
aminoglikozida (amikacin, gentamicin, netilmicinpbtamicin) je ogradena na

kombinovanu terapiju u éenju ozbiljnih infekcija.
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1.6. Modulacija aktivnosti jonskih kanala

Aktivnost velikog broja lekova i fizioloSkih transtara se zasniva na promeni
ponaSanja jonskih kanala deliji. Modulacija aktivnosti jonskih kanala je sawen
pristup eksperimentalnih i Kligkih istraZivanja u stalnom naporu za dizajnirargéil
lekova. Kao strukturne komponente svake Ziekie jonski kanali imaju vaznu ulogu u
njenoj deobi, proliferaciji, ekscitaciji i apoptozviodulatori jonskih kanala sve viSe
postaju ciljni molekuli u medicinskoj hemiji, i kaakvi se mogu Koristiti u tenju
brojnih oboljenja: hrorinog bola, dijabetesa, migrene, ataksije, epilepsijgmija,
hipertenzije, a sve veznaaj dobijaju i u lgenju bakterijskih, gljivnih, parazitskih,
virusnih kao i malignih i autoimunih oboljenja. Nefi broj modulatora jonskih kanala
koji je danas u upotrebi razvijen je pre poznavag@ekulske strukture jonskih kanala,
njihovih podtipova, ekspresije i funkcije, kao bge u samom patoloSkom procesu. Sa
napredovanjem n&aih saznanja u ovoj oblasti, dalja sinteza moduajonskih kanala
cesto podrazumeva usmerenost ka éeinem podtipu kanala, ukfujuci njihovu

direktnu blokadu ili promenu u njihovoj ekspresijunkciji.

1.6.1. Jonski kanali, grada i funkcija

Jonski kanali su integralni membranski proteinii kmjolaze kroz lipidni slojcelijske
membrane i grade pore kroz koje mogudéprioni. Imaju veliku ulogu u fiziologiji
¢elijske membrane i nalaze se u svim organizmiméey@d virusa i bakterija, preko
biliaka do sisara (Slika 5). Kroz jonske kanalelgze joni N&, K*, C&" i CI" u pravcu

elektricnog ili gradijenta koncentracija (11)z vetu ili manju selektivnost.
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Slika 5. Prikaz strukture jonskog kanala
(izvor slike: http://chsweb.Ir.k12.nj.us/psidelskifapter%204-5.htm)

Zavisno od sposobnosti da reaguju na nadrazajpalasnje sredine, jonski kanali se

generalno mogu podeliti u dva tipa:

1. Aktivni (osetljivi, senzitivni) koje odlikuje selektivnogDvi jonski kanali mogu biti
u otvorenom i zatvorenom stanju zavisno od memii@ngotencijala, sinagtkih
transmitera, receptorskih agonista ili antagonistzlicitih fizickih podsticaja. Aktivni
kanali mogu biti:
. voltazno-zavisni (napon - zavisni) jonski kanali koji su osetljivia
promene napona, odnosno, elaktdg signala;
. ligand-zavisni jonski kanali, koji su osetlivi na delovanje
ekstracelularnih i intracelularnih liganda;

. mehano-senzitivni jonski kanalikoji su osetljivi na mehatke uticaje.

2. Pasivni (neosetljivi, nesenzitivni) koji ne reaguju na reghje iz spoljaSnje sredine,

neselektivni su, uvek otvoreni kadgelija u mirovanju i nazivaju smembranske pore.

Za funkcionisanje jonskih kanala veoma je vazndidiga distribucija jona sa jedne i

druge stranéelijske membrane. U unutrasnjoéglije dominiraju anjoni i kalijumovi

31



joni, dok se sa spoljasSnje stradelijske membrane nalaze pretezno joni hlora i
natrijuma. Razlika u naelektrisanjima sa dve stram@mbrane generiSe membranski
potencijal (MP).Celije u stanju mirovanja (kada na njih ne deluj@#)irposeduju
membranski potencijal mirovanja (MPM) a membréakje je propustljivija za jone K
nego za jone Na Promena u propustljivosti membrane za ddre jone (pouxanje
propustljivosti za jone Na dovodi do nastanka elekinog signala koji se naziva
akcioni potencijal (AP). Tehnika koja je oma@ga razumevanje i detaljan uvid u
promene u propustljivosti membrane, kao funkcijembheanskog potencijala i viemena
jestemetod nametnute voltafeoltage clamp Modifikacija metode nametnute voltaze
na deléu membrane patch clamp (149) je omogéila da se sagleda aktivnost
pojedin&nih jonskih kanala i jonskih struja u njima. Istkai koji su dali veliki
doprinos na polju praiavanja akcionog potencijala koristeéehniku nametnute voltaze

I za svoj rad dobili Nobelovu nagradu su Alan HadzkEndru Haksli. Oni su prvi
testirali i potvrdili hipotezu da akcioni potendijmastaje zbog voltazno-zavisne
promene u propustljivoséelijske membrane za jone NeK*. Eksperiment je izvien
merenjem akcionog potencijala elektrodama za naneetaoltaze u dzinovskom

neuronu lignje (150).

Dalja istrazivanja su pokazala da dgemarkmutanta vinske musice kodira+ kanal, kao

i da kod kEmenjaka postoje ekvivalenti gedal Shawi Shab(koji kodiraju voltazno-
zavisne K kanale) (151-153). Prvi prokariotski*Kkanal ¢ija je struktura otkrivena
zahvaljujuii  kristalografiji X-zracima (34) bio je kalijumov anal bakterije
Streptomyces lividankoji je ozn&en kao KcsA (154). Kao pojednostavljen model
voltazno-zavisnih kalijumovih kanala koji su odgaviaza prenos impulsa kroz nervne i
miSicne celije eukariota, KcsA je objasnio ¢ia transporta jona kroz kanal,
funkcionalne osobine kanala, selektivnog filteraltaznog senzora gateing sistema

koji determiniSe otvoreno i zatvoreno stanje karia%b,156).
Proces otvaranja i zatvaranja jonskog kanala podnaza konformacionu promenu,

bilo u delu kanala ili generalizovanu promenu siioé kanala. U skaju da alosterna

promena aktivira kanal, dolazi do promene membraggtotencijala i koncentracije
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jona u ¢eliji. Razlicite konformacije kanala se odlikuju raztom propustljivogu za

odreiene jone.

Klasifikacija jonskih kanala se moze izvrSiti nanosu njihove uloge u organizmu
(modulacija aktivnosti raalitim ligandima i uloga u elektrofiziologiji) i nasmovu

njihove strukture (tipovi protomera i &iost aminokiselinskih sekvenci).

Osnovne fizioloSke uloge jonskih kanala su:

1) uspostavljanje membranskog potencijala mirovgiM&M) i sprovaienje AP-a u
svim ¢elijama;

2) regulacija intracelularnih procesa tj. signadakoje je odgovoran jon &a(misicna
kontrakcija, sekrecija hormona, osldbaje neurotransmitera, promene u ekspresiji
gena);

3) regulacijacelijskog volumena (11)

Struktura jonskih kanala (Slika 6) uldjuje cetiri elementa koja su neophodna za
ostvarivanje ovih funkcija:

1. alosterno mesto vezivanja - ekstracelularni domestrukturi sa mestom koje
prima stimulus, $to dovodi do konformacione promene

2. jonsku poru kroz koju prolaze joni, Sto izazivamenu MP i koncentracije jona
u celiji;

3. deo kanala koji moze da otvori ili zatvori poru kémtzv.vrataili kapija(gate).
Jonski kanal ima najmanje jedno otvoreno i jednodia zatvorena stanja.
Promena kanala iz jednog u drugo stanje se nazmasformacija kanala
(channel gatiny pa postoji zatvoreno, otvoreno i inaktivisanmngeanala;

4. senzorli jonski filter koji detektuje promenu elekénog potencijala ili hemijski

signal.
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Slika 6. Prikaz funkcionalne organizacije jonskog kanala.

(izvor slike: https://courses.washington.edu/conj/membraok&mahtm)

Kanali se sastoje od ri@Se cetiri zasebne subjedinice, od kojih svaka ima od do
Sest transmembranskih segmenata. Na preseku ksmalaze udti u centru pora kroz
koju cirkuliSu joni i koja je ispunjena vodom. KmniZoblik pore obrazuju simetmo
raspordene proteinske podjedinice (11). Konformacione pmoenkoje prate prelazak
kanala iz zatvorenog u otvoreno stanje Sire otvoreppomeranjem polarnijin
aminokiselinskih ostataka ka spoljasnjem delu kangboveéavaju protok jona kroz
kanal. Jainu jonske struje i tok oddelju gradijent koncentracije jona i razlika u
naelektrisanju (MP). Kombinacija ova dva efekta maia je kaoeektrohemijski
gradijent. U mirovanju, voltazno-zavisan kanal gévbren i joni ne mogu prolaziti. Kao
odgovor na neuronsku stimulaciju, membranski pojgimaste, Sto rezultira otvaranjem
voltazno-zavisnog jonskog kanala. Inicijalna promenmembranskom potencijalu se
detektuje poméu voltaznog senzora, Sto dovodi do komformaciomemene u kanalu,
dozvoljavaj¢i prolazak jona. Kanal ostaje otvoren kratko a mapodleze daljoj
konformacionoj promeni, pdemu se inaktivira. Kanale ostati inaktivan i otporan na

promene membranskog potencijala kratko vreme, pgorsto se vrati u aktivno, ali
zatvoreno stanje u mirovanju.
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Slika 7. Prikaz tri mogda konformaciona stanja jonskih kanala.

(izvor slike: https://wikispaces.psu.edu/display/230/Membranegift@l, +lon+Transport+and+Nerve+Iimpulse)

Sprovodljivost svakog kanala moZze se ¢mr@ati Omovim zakonom: :
i=VIR
gde jei [pA] sprovodljivost kanala, V [mV] membranski patgjal, a R [2] otpor koji

nastaje pri prolasku jona kroz kanal.

1.6.2. Kanali u bakterijskoj éeliji

Molekulski mehanizmi u jonskim kanalima razjaSnjesu pomou prikaza
trodimenzionalnih struktura prokariotskiii Kanala, Nakanala, glutamatnih receptora,
premda njihove uloge kod raglih prokariotskih vrsta u velikim delom su ostale

nepoznate.

A. K" kanali
Jonski kanali za kalijum su velika porodica jonskhnala koji imaju zajeddku
osobinu da propustaju jone kalijuma i ne dozvoljavarolaz drugih jona, naédo

natrijuma.

Jonski kanali za kalijum su ukfjani u gotovo sve aktivnosti u organizmu. Nalaze se
membranamaielija glatkin mis¢a, miocita, skeletnih mi&, endokrinog pankreasa,
hipofize, bubrega, jetre, nervniréelijama gde testvuju u kontroli membranskog

potencijala, ekscitacijtelije, sekreciji insulina, oslokdanju transmitera itd. Kalijumovi
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kanali pokazuju stinost kod svih vrsta, posebno u oblasti pore kan&kkaie,
kalijumovi kanali pokazuju sihost sa drugim katjonskim kanalima (NeC&")-i
ekstracelularni i intracelulari ulaz u kanal okrjuZzuazne aminokiseline (negativno

nalektrisane) koje privig katjone.

KcsA kanal

Sve do 1998. model jonskih kanala se zasnivao patédeama koje su se oslanjale na
biofizicke i biohemijske analize. Roderick MacKinnon i shriai su objavili
1998.godine rezultate kristalografske analize priokskin K™ kanala Streptomyces
lividans (KcsA). Slienost KcsA proteina i kanala eukariotskidelija, posebno
ekscitabilnin¢elija, omogudila je kori&enje ove strukture za préavanje i razumevanje
aktivnosti jonskih kanala na molekulskom nivou. Zaoj pionirski rad u oblasti
istrazivanja jonskih kanala za kalijum Roderick Mamon je 2003.godine dobio
Nobelovu nagradu. Danas, znanja o struktufikahala potiu uglavnom iz studija ovog
jednostavnog bakterijskog kanala. Velika mistejgjaskih kanala za kalijjum je da su
istovremeno visoko efikasni i diskriminatorski j&nskanali; propustaju jona u
sekundi zadrZzavau visoku selektivnost (157). Vazne osobine KcsA d&ansu: a)
selektivnost za kalijumove jone; b) pH osetljivokapije i c) voltazno-zavisna

inaktivacija kanala.

Strukturno, KcsA kanal je homotetramer kagae 4 identine subjedinice simetimo
raspordene oko pore kanala. Kanal ima izgled obrnute kape&sirim delom okrenutim
prema ekstracelularnom prostoru i uzim delom uptétemi. Centralnu poru kanatine
dva transmembranska heliksa (TM1, TM2; 1-52 i 89-afninokiseline, sledstveno) pri
¢emu je unutrasnji (TM2) heliks okrenut ka centralpori dok je spoljasni (TM1)
okrenut ka fosfolipidnoj membrani. Ova dva TM helksu povezani ulaznom petljom i

simetrtno su rasporeni oko centralne pore.
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Ekstracel. petlja

Transmemb.
deo pore

] pHsenzc

Citoplazmi

Slika 8. (A) Transmembranske subjedinice i (B) Prikaz stutdk KcsA kanala
(izvor slike (A): http://slideplayer.com/slide/8998698/)
(izvor slike (B): http://pubs.rsc.org/en/content/artithal/2015/cp/c5¢cp02681d?page=search)

Region pore kanal&ini 30 aminokiselina koje se mogu podeliti u trilad€Slika 9):
selektivni filter koji se nalazi blizu ekstracelnag prostora (F), Supljina koja je u
centru pore(cavity, C) i kapija gate G) koja se nalazi na “citoplazm&iom” kraju
kanala. Ekstracelularna polovina receptora je odgw za selektivnost jonskog kanala
dok citoplazmatini deo predstavllja “ulazna vrata”. Ovakva organiga jonskog
kanala je ndena i kod prokariota i kod eukariota.

Ekstracel

Membrane

Intracel.

A B
Slika 9. Struktura KcsA kanala i pore: (A) dve &etiri subjedinice KcsA kanala; (B)
pora kanala na kojoj se vide filter (F), Supljilg) { kapija (G) (158)
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Duzina pore kanala je 45 A dok se dijametar meajduginom. Sa intracelularne strane
¢elijske membrane pora gioje kapijom (G) koja se u sredirdielijske membrane
zavrSava Supljinom (C). | kapija i Supljina su digno Siroki prostori kroz koje mogu da
produ hidratisani K joni. Unutar Supljine nalazi se voda koja oméaua energetski
povoljno okruzenje za Kjone uprkos hidrofobnoj unutradnjosti membranés(istvo
vode smanjuje elektrostakio odbijanje dva katjona unutar pore). U ekstrdeshom
prostoru Supljina se “suzava” u selektivni filt&ji je dijametar toliko mali da mogu
proéi samo dehidratisani Kjoni. Unutra3njost pore i Supljine su hidrofobegioni dok

je selektivni filter okruzen atomima koji su odgomb za selektivnhost kanala za

kalijumove jone.

Selektivni filter

Selektivni filter ima prénik od 3 A i nalazi se ispod ekstracelularnog, gidela
jonskog kanala. Selektivni filter sadrzi sekvenenirekiselina: treonin (THF), valin
(Val™®), glicin (Gly’"), tirozin (Tyr'® i glicin (Gly’®) koja je karakteristha za K

kanale.

\ g Gly79

5, () é/
Tyr78

5, @ Y

3 ; U% Gly77
’ Val76
S, A 4
D /o Thr75
S \j\o

Slika 10. Struktura selektivnog filtera KcsA'Kkanala (159)
(izvor slike: http://jgp.rupress.org/content/142/4/451/F1.expargioif).

Prolaz kalijumovih jona kroz selektivni filter zapoje kada se protonuje
transmembranski T2 heliks na intracelularnom kpate $to dovodi do konformacionih
promena i otvaranja kanala. Inaktivacija kanalatajasinterakcijom aminokiselina u
selektivnom filteru Sto destabilizuje konformaciwja odgovara otvorenom kanalu.

Ovaj n&in zatvaranja kanala podsena inaktivaciju voltazno-zavisnih kanala.

Grada selektivnog filtera obezligje selektivnost kanala za kalijum. Selektivni€filt

svih kalijumovih kanala sadrze sekvencu Thr-Val-GigGly, koja je obavezna. Kako
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je kalijumov kanal tetrameretiri ovakve sekvence grade poru kanala. Kiseonikov
atomi karbonilnih grupa pomenutih aminokiselinaeskati su ka unutrasnjosti filtera.
Zbog razlike u elektronegativnosti, kiseonikovi mtoC=0O grupa su parcijalno
negativno naelektrisani, &hio kiseonikovim atomima u molekulu vode. Posledniji
kiseonikov atom na kraju pore péiod deprotonovane hidroksilne grupe€mmg lanca
treonina (Thr).

Selektivni filter ima 4 mesta vezivanja' fona koji se ozngvaju od S1 do S4, pev
od ekstracelularne strane kanala. Svako mesto amja\je kavezkogacine 8 atoma
kiseonika rasporenih u obliku temena kocke. Unutar filtera, za svakugo mesto
vezuju se joni kalijuma dok se za druga dva mestaiju molekuli vode. Molekuli vode
se nalaze izmt jona K u selektivnom filteru ali joni ostaju dehidratisara svom
putu kroz kanal.

o d -

,r-&z < ".‘jl
i =
Jon kalijumi
J Q—!.T Voda
2
~
Y 4

Slika 11. Selektivni filter jonskih kanala za kalijum
(Izvor slike: http://philipwfowler.me/2013/10/)

U celijskim teznostima joni su okruzeni molekulima vode koijne tzv. hidratacionu
sferu (vodeni omotg. Velicina hidratacione sfere zavisi od energije solvggakao i
koordinacionog broja jona.

Slika 12. Hidratisani joni K i Na* u ekstracelularnom prostoru

(izvor slike: http://www.zoology.ubc.ca/~gardnetian_potential.htm)
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Da bi prosli kroz jonski kanal joni moraju biti ddmatisani. Dehidratacija je energetski
zavisan proces i zbog toga se prolaz kalijuma Wm@mal deSava mehanizmom koji
smanjuje potrebu za energijom. Sposobnost filtesa ulloni molekule vode oko
kalijumovog jona bez utroSka energije predstaudjielgivno katalizovan transport jona.
Dehidratacija jona kalijuma se deSava na ulazulekseni filter, na mestu koje je

oznaeno kao SO.

Selektivnost filtera za jone kalijuma se objasSnjavgenicom da prénik filtera (oko 6
A) i rastojanje izméu atoma kiseonika (oko 3 A) odgovaraju ¥ei K™ jona i K-O
rastojanju. Sa druge strane, jon"Na manji a rastojanje N&D je krae $to zna da
prolaz hidratisanog jona natrijuma zahteva déijgageometriju i koordinacioni broj.
Drugim r&ima, rastojanje izmiu kalijuma i kiseonika u filteru odgovara rastojan;
kalijuma i kiseonika iz molekula vode kojima je jakruzen pre ulaska u filter,
odnosno, kalijum prolazi kroz filter bez otporanJwtrijuma ne moze péokroz filter i

zbog toga ostaje u vodenom rastvoru.

3 " é 5 J’k WL J@ :L
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Slika 13. Hidratisani joni K i Na" u delu selektivnog filtera Kkanala

(izvor slike: http://www.nobelprize.org/nobel_pr&Zehemistry/laureates/2003/popular.html)

Kalijumov jon se “uklapa” u unutrasnjost selektignfitera tako precizno da je energija
dehidratacije kompenzovana stabilizacionim efekkambonilnih grupa, Sto omogava

brz protok kalijumovih jona.

U filteru se mogu nalaziti istovremeno najviSe Kalijumova jona. Kada je prisutan
samo jedan jon interakcija je suviSe jaka i onendeguje brzi transport, Sto je u
saglasnosti sg&injenicom da brzina provodljivosti kroz filter zaviod koncentracije

jona. Kada drugi jon kalijumade u selektivni filter javljaju se odbojne sile izdugona
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u filteru i “novog” jona kalijuma. Odbijanje jonatbg naelektrisanja sgi@va da jedan
od njih bude duze vremena vezan za karbonilne giopex 10-100 ns)Xime se
obezbduje konstantan tok jona kroz kanal u definisanoavpu. Jéina sile odbijanja
odgovora privlanoj sili prvog jona i filtera Sto omogava da prvi jon prée u Supljinu
gde se stabilizuje hidratacijom. Drugimcirma, kada se K veze za poziciju SO,
kalijumov jon iz pozicije S4 prelazi u Supljinu gde ponovo hidratiSe sa molekulima
vode. Hidratisan Kjon u Supljini ima stinu geometriju i koordinacioni broj kao §on

u filteru.

pH osetljivost KcsA

pH zavisna provodljivost KcsA navodi na zakfik da do otvaranja kanala dolazi tek
kada je protein izloZen kiseloj sredini. Postojeiima dokazi da se pH senzor nalazi u
citoplazmattnom domenu kanala. NMR istrazivanja pokazuju dagepromenu pH
vrednosti osetljiv C-terminalni kraj TM2 kao i arokiseline Tyf®, Gly’®, Glu™* i Asp™

u selektivnom filteru. Na fizioloSkom pH kapija kala je zatvorena iako kanal pokazuje
manje fluktuacije u strukturi. Kada se u kiselopdini protonuje TM2 dolazi do
“uvrtanja”’ spirala oko ose kanakime se menja konformacija pore iz zatvorene u
otvorenu. Kada joni pdu kroz kanal, voltazno-zavisnim mehanizmom dolaai d
interakcije GIU'i Asp®™ u selektivnom filteru, promene provodljivosti iepeiza kanala u

inaktivno stanje Sto pod& na inaktivaciju voltazno-zavisnih kanala (160).

3 , e pd
/ - N o i
| III.:I_ III: e —- f|
|| Protonovanje 1} ' Voltano- _
u kiseloj *  zavisna H*
sredin kapija
Zatvorer Otvoren Inaktivan

Slika 14.Otvaranje KcsA kanala u kisleoj sredini; inaktanje kanala voltazno-

zavisnim mehanizmom

(izvor slike: https://en.wikipedia.org/wiki/KcsA_passium_channel#/media/File:Channel_Conformatigi.jp

Mehanizam voltazno-zavisnog zatvaranja kapije oigag& se promenom orijentacije
Glu" prema intracelularnom prostoru pore kanala $tadodo raskidanja veze Gl

Asp® koja je inicijalno odgovorna za stabilizaciju detenog filtera. Orijentacija
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aminokiselina u selektivnom filteru igra zt@nu fizioloSku ulogu u modulaciji

transporta kalijuma u uslovima ravnoteznog stanja.

Odretivanje kristalografske strukture KcsA kanala impdaveliki znaaj u otkrivanju
mehanizma transporta jona kroz kanal, razumevaspowmih funkcionalnih osobina
pore kanala, selektivnog filtera, voltaznog senzomata koja reguliSu otvoreno i
zatvoreno stanje kanala. Svi do danas poaatali za kalijunmogu se svrstati tetiri
velike grupe:

1) Kalcijum-zavisni K kanali, koji se otvaraju u prisustvu jona kalcigm

2) Voltazno-zavisni, koje otvara depolarizadigiske membrane;

3) Tandemski kalijumovi kanali;

4) Ulazno-ispravljaki K™ kanali (Kir).

1) Kalcijum-zavisni K kanali

Sastoje se od dve radte subjedinice, alfa i beta. Alfa podjedinica gtramer koji
gradi poru kanala, senzor napona, kao i regiorljiwsea koncentraciju jona kalcijuma.
Voltazni senzor se nalazi na S4 transmembranskgmome koji sadrzi aminokiselinu
Arg osetljivu na promenu naelektrisanja zbimga ovaj region reaguje &lo kao i
drugi voltazno-zavisni kalijumovi kanali. Osim ddg@dzacije, za otvaranje kanala
neophodna je povana koncentracija Gajona u citoplazmi. Beta subjedinica kanala
ima regulatornu ulogu. Postoje 4 vrste beta subjedli 1, 2, 3 i 4. Beta 1 i beta 3 su
inhibitorne, dok su beta 2 i beta 4 ekscitatornetie reguliSu otvaranje i zatvaranje
kanala.

2) Voltazno-zavisni K kanali

Voltazno zavisni K kanali (Kv) se sastoje oketiri identine alfa subjedinice i beta
subjedinice koje se nalaze na citoplazeradj strani membraneSvaka subjedinica se
sastoji od 6 transmembranskih proteina koji se @veju od S1 do S6. Selektivni filter
na svakoj subjediniatini petlja izmetu S5 i S6, dok je S4 region verovatno voltazni
senzor.Osnovna razlika u odnosu na KcsA kanale je ¢imaotvaranja kapije: KcsA

kanale otvara snizenje pH (kisela sredina), doKws&anali aktiviraju depolarizacijom
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membrane.Do danas je poznato 40 humanih alfa subjedinicaaiob-zavisnih

kalijumovih kanala koje su grupisane prema funkciji

3) Kalijumovi kanali sa dve pore

Dobili su naziv zbog toga Sto se alfa subjedin@staji od 4 transmembranska proteina
pri ¢emu svaka sadrzi dve pore. Rad kanala reguliSeekdracija kiseonika u krvi, pH,
mehantko istezanje i G-proteini. Ovo su konstitutivho @teni kanali koji imaju veliku

bazalnu aktivaciju. Odgovorni su za potenatglija u stanju mirovanja.

4) Ulazno-ispravljaki K* kanali (Kir)

Osnovna karakteristika ulazno-ispravkih K™ kanala je da imaju ve& provodljivost za
kalijumove jone koji ulaze geliju u odnosu na one koji izlaze ¢elije. Kir kanali se
nalaze u viSe tipovéelija, ukljucuju¢i makrofage, srce, bubrege, leukocite, neurone,
endotelnetelija. U miocitima Kir kanali se zatvaraju poslepdéarizacije usporavagil
repolarizaciju membrane i produZzavdjakcioni potencijal. U endotelniréelijama ovi
kanali su ukljgeni u sintezu NO, dok u bubrezimaestvuju u sekreciji kalijuma ili,

alternativno, u ponovnom preuzimanju.

| pored zna&ajnih otkrica koja su doprinela razumevanju strukture, funkadije
selektivnosti jonskih kanala za kalijum treba ¢sda su ova pratavanja zasnovana na
ispitivanju kristalne strukture zatvorenog KcsAo(§eé i razumljivo jer je zatvoreno
stanje kanala favorizovano na fizioloSkom pH).dut&m, dinaméko ponaSanje KcsA
kanala je otezano s obzirom da je kristalna strak&taténa, prostorno i vremenski
drug&ija od dinamékog stanja. Da bi se razumela veza idmenolekulske strukture i

fizioloSkog ponaSanja potrebno je bolje razumevadmamike kalijumovih kanala.
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1.6.3. Bakterijski porini

Porini su familija proteina koji se nalaze na sp&fjoj membrani Gram-negativnih
bakterija. Porini obrazuju kanale ispunjene vodoomiogéavaju difuziju hidrofilnih
jedinjenja u periplazmatni prostor tj. deluju kao molekulski filteri za mafilna
jedinjenja. Neki porini omogiavaju prolaz raztitih jedinjenja (odrdéene velkine
molekula) mehanizmom pasivne difuzije, dok su drspgciféni za supstrat i sadrze
mesto vezivanja unutar pore (selektivni porini)jui&e prowavani “supstrat spectfni”
porin je LamB koji je odgovoran za difuziju maltozenaltodekstrina u unutraSnjost
E.coli. Kako su porini spoljasnji membranski proteinij sluze i kao receptorsko mesto
za fage. Maltoporin je jedan od mnogih porina lsgdrzi sekvencu za prepoznavanje

bakteriofaga.

Izrazita karakteristika porina je visok nivo ekspj@ Sinteza porina zavisi od
bakterijske vrste i uslova sredine i kod nekih bsja moZe dosti vrednost od 1Ddo
10° kopija poceliji. Regulacija moZe biti ushodna i nishodnauvilja se kao odgovor na
prisustvo ili odsustvo ragiitih molekula u medijumu kao Sto su maltoza, dekstr
saharoza, fruktoza, antibiotici, teSki metali, dé¥enti, Zzdne soli, aromatha
jedinjenja ili kao odgovor na razite uslove sredine, kao Sto je uticaj pH, jonskenga
i temperature. Kako bi prezivele, bakterije su ii@zrazlicite mehanizme izbegavanja ili
prevazilazenja antibakterijske aktivnosti, konstantratéi svoje okruzenje putem
fenotipskih modifikacija koje su odgovor na adaptacPorini imaju sposobnost da
uticu na vise bioloSkih funkcija, Sto omagava brzu adaptaciju i prezivljavanje
bakterijskih ¢elija. Kada postoji ogragenje u hranljivim materijama i promena u
osmolarnosti medijuma, promenom u ekspresiji porlBeam-negativhe bakterije

prilagadavaju propustljivost svoje spoljasnje membrane.
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0| Parma

Transporini protein

Slika 15. Strukturacelijske membrane Gram-negativnih bakterija
(izvor slike: http://eidiparra.blogspot.rs/2013_02_01_archive)html

Porine je prvi put okrakaterisao Nake 1976.godiRwi otkriveni porini OmpC i OmpF
identifikovani su kod Gram-negativne baktergecherichia coli(161) ali je nekoliko

godina kasnije utdeno postojanje porina i kod Gram-pozitivnih balgerDanas je
poznato da specdini i nespeciféni porini postoje uelijama i prokariota i eukariota
(162).

UopSteno govor@, porini imaju slénu strukturu. U zavisnosti od féo-hemijskih

osobina i konformacionih karakteristika bakterijgkorini mogu biti monomeri ili

trimeri. Primeri monomera su OmpB.coli i OprF Pseudomonas aerugingsdok je

OmpF E.coli primer trimera (Slika 16). Trimeri nastaju povemijem monomera u
kompaktnu i stabilnu strukturu koja disosuje samod pdrasinim uslovima

(temperature iznad 7@, natrijum dodecil sulfat) (163).

teimer monomer

Slika 16. Kristalna struktura OmpF poriracoli
(izvor slike: http://www.rs.noda.tus.ac.jp/~biosEBEU/yama/public_html/study/folding/md/porin/poritnt)
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OmpF Quter MembraneProtein F) E.coli je tipican opsti porin (trimer) koji se koristi
za prodavanje i razumevanje strukture spewiih porina. Monomer OmpEini 16
transmembranskih, antiparalelnih beta lanaca kajdgp-cilindri¢nu strukturu -lanci

su amfipattni, sadrze polarne i nepolarne aminokiselineduts@ane vodonine veze i
grade unutrasnju poru-kanal ispunjen vodom. Kamal veliki pré&nik od 0,8 do 1,1 nm

i neselektivan je za male jone. Bmk kanala ogragiava prolaz molekula koji imaju
masu véu od 600 Da. Kako naj¢ebroj metabolita ima manju masu oni prolaze kroz

porine, koji se zbog tog&esto nazivaju i difuzionim porama.

B-lanci sadrze kratke, uvijene segmenter(s,T) kojima su vezani za periplazmati
prostor dok dugi lanci na spoljasnjoj strani membrgrade petljeLoop, ). Struktura
B-cilindra se zavrSava peptidnim mostom koji gradireo Ala i Phe na C terminalnom
kraju poslednjeg, 16 lanca. Struktura cilindra nmmoeeca je dodatno stabilizovana

gradenjem petlji i vodoninih veza.

Slika 17.0OmpF porin: strelice prikazujirlance i ozn&ene su brojevima od 1 do 16.
Velike petlje Loop) su ozn&ene od L1 do L8 dok su kia uvijanja Turng ozna&ena

od T1 do T8. L3 se nalazi unutar cilindra.

(izvor slike: http://www.whatislife.com/reader/channelsfuias.html)

Stabilnost porina trimera se postize interakcijownomera i to grdenjem vodoninih
veza, kao i hidrofobnim interakcijama. Za dgaje trimera najzriajniji je C terminalni
kraj i 16 p-lanac. Povezivanje monomera se ostvaruje i prekoi IL5 i dodatno

stabilizuje interakcijama L2, L3 i L4.
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Mnoge funkcije porina zavise od petlji. Neke petjeade hidrofilni “kiSobran” preko
kanala i Stite ga. Ili, petlja 3 (L3) koja se nalaxkanalu gradi suzenje na polovini visine
kanala. Ovo suZenje grade aminokiseline Pro, Gie, Bly kao i Asp®i Glu** i ima

ulogu u ogrartiavanju veléine molekula koje prolaze kroz kanal.

Postoji 4 vrste porina: opsti (nespedii), speciféni (prema supstratupated porini i

efluks porini.

1.6.3.1. Porini Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginogauslovno patogena, Gram-negativna bakterija j@jgeoma
raSirena u prirodi. Lako se priladmva promenama u spoljasnjoj sredini i predstavlja
trec¢i intrahospitalni patogeni mikroorganizankseudomonas aeruginospokazuje
veliku intrizicku rezistenciju prema brojnim antibioticima i aefiéicima. Mehanizam
rezistencije se moze objasniti genetskim nioggtima (autori koji su sekvencirali
genomPseudomonas aerugino$¥A01 pokazali su da ovaj genom sadrzi 6,3 miliona
parova baza i kodira preko 5570 gena), malom ptdpussSéu spoljasnje membrane
(oko 8 % u odnosu n&. coli) i postojanjenB-laktamaze u periplazmatiom prostoru.
Posledica male propustljivosti spoljaSnje membrzatgeva specijalne puteve supstrata
da bi prosli membranu. Novija istraZivanja pokazdmP. aeruginosasadrzi: OprF
opsti porin, OprD familiju specinih porina (1%lanova), OprM familiju efluks porina

(18¢lanova) i familijugatedporina (3%lanova).

Opsti porin-OprF

OprF je glavni spoljasnji membranski protéh aeruginosakoji je dosta protavan
zbog uloge koju ima u rezistenciji na lekove. Tonmjeltifunkcionalan protein koji je
neophodan za raselije u uslovima malog osmolaliteta medijuma i Kejizn&ajan za
odrzavanje oblika bakterijskéelije. Mnoge studije su pokazale da je u pogledu
strukture i funkcije OprF slan OmpAE.coli. OprF sadrzi tri domena: (a) N-terminalni
domen (prvih ~160 aminokiselina) kogmi 8 anti-paralelnih lanaca (niti) koji grage
cilindri¢cnu strukturu, (b) petlju (od 161 do 209 aminokise)i koja sadrzi poli-prolin-

alanin region koji se ponavlja i (c) C-terminalmrden (od 210 do 326 aminokiseline)
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koji gradi nekovalentne veze sa peptidoglikanom eriglazmi. OprF porini su

nespeciftni i pokazuju malu selektivnost prema katjonima.

Speciféni porini-OprD

Najbolje opisani specifni porin je LamBE. coli, koji u strukturi sadrzi specéno
mesto za vezivanje maltoze i maltodekstrina. Kimstastruktura LamB pokazuje da je
ovaj porin sléan nespeciinom porinu OmpF sa malim razlikam@cilindar je 18-
lancani (razlika u odnosu na 16-kami) i sadrzi oko 30 % viSe aminokiselina. Mesto za
vezivanje supstrat&ine petlie 4, 5 i 6 koje su neSto duze nego kod Pmp

Pseudomonaposeduje tri dobro opisana spemf porina: OprB, OprP i OprD.

OprD je specifini porin koji vezuje bazne aminokiseline, dipeptkigi sadrze bazne
aminokiseline, imipenem i odgovaragi cviter jonske karbapeneme (ukijguci i
meropenem). Ispitivanja OprD porina kod kojih jelarfena petlja 2 i 3 su pokazale
osetljivost na imipenem dok uklanjanje petlji 5, i7 8 povaava osetljivost

Pseudomonashaa vei broj antibiotika.

Familija Gatedporina-FpvA

Za aerobni metabolizam mikroorganizama veliki cajaima gvo#e. Zbog toga su
bakterije razvile brojne mehanizme za oben@nje dovoljnih kolkina gvoza
ukljucéuju¢i sintezu i sekreciju jedinjenja (siderofora) kajaaju veliki afinitet za
gvozie sa kojim grade kompleks. &ni korak u preuzimanju ovog jona je vezivanje
siderofore za spoljasnji receptorski protein. Vanie jedinjenja bogata gvd&m za
receptor i oslobdanje energije putem unutrasnjeg membranskog petdionB
(zajedno sa ExbB i ExbD) izaziva konformacione peom otvaranje kapijegéte i

prolaz jedinjenja bogata gvé&m kroz spoljaSnju membranu.

P. aeruginosaproizvodi sideroforu, pioverdin, jedinjenje kojadszi 6,7-dihidroksi
hinolin vezan za deliniho ciklicni oktapeptid. Ovo jedinjenje ima visok afinitet E&’*
i predstavlja dominantnu sideroforu za vezivanjoaga iz transferina ili seruma.

Postoji odrdena hemijska heterogenost i speécifist koja se ogleda u tome Sto svaka
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bakterija ima tendenciju da koriste svoje sidemfloima specitine receptore/porine na

povrSini membrane. Receptor za piover@iraeruginosa?A01 je FpvA.

Spoljainja
membrana

Periplazmaticni
prostor

— Unutradnja
membrana

EX\bB, ExbD, TonB
Slika 18.Prikaz TonB-receptor interakcije

(izvor slike: http://www.bioc.aecom.yu.edu/labs/girviabiBiophys/membranes.html)

Efluks porini

Ovi porini imaju najvéi zn&aj za intrizEku antibiotsku rezistencijl. aeruginosa
Najznaajniji efluks porini Pseudomonasapripadaju familiji RND (esistance-
nodulation-divisio. Ovaj efluks sistem se sastoji iz tri dela: tgorsera, linkera i
spoljasnje membranske pore koja obezpe da se “izb&ena” jedinjenja ne viaju u
citozol i ne zadrZzavaju u periplazmi. Postbfi tipova RND efluks sistema ukéujuci

npr. MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprMMexPQ-OpmE,
MexMN-OprM i MexVW-OprM koji se razlikuju prema sapatima. MexAB-OprM je
konstitutivno eksprimiran kodPseudomonas aeruginosaodgovoran je za intrizku

rezistenciju na fluorohinolone i patogenBsteudomonasgél64).
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Slika 19. Prikaz efluks pumpe MexAB-Opriesudomonas aeuroginogkss)

1.7. Invitro ispitivanje permeabilnosti membrana

Koris¢enjem razkitih in vitro metoda moze se steznatajan uvid u uticaj fiziko-
hemijskih parametara ispitivane supstance na peoe@sorpcije, kao i na sistemsku

apsorpciju posle lokalne aplikacije.

Jasno je din vitro metodologija ne moZze simulirati procese metabdizdistribucije i
prokrvljenosti, Sto je nedostatak ali, s drugerstraobezbéuje moguénost kontrolisanja

eksperimentalnih uslova, uz variranje membrandinjenja koja se analiziraju.
Procesi difuzije kroz bioloSke membrane su deteisami fizicko-hemijskim osobinama
ksenobiotika, kao Sto su rastvorljivost i molekalsknasa, particioni i difuzioni

koeficijenti.

1.7.1. Testovi permeabilnosti na paralelnim veSté&kim
membranama (PAMPA)

Paralelni test permeabilnosti na veé&ien membrana Rarallel Artificial Membrane

PermeabilityAssay— PAMPA) je metoda kojom se odige permeabilnost supstance
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putem pasivne difuzije iz donorskog u akceprorsji &roz veStdku membranu (166,
167). PAMPA test se izvodi na mikrofilterskoj pidoja se sastoji od 96 odeljaka i
sadrzi dva prostora(donorski i akceptorski) kojiramdvojeni veSigkom membranom.
U donorski sloj se stavlja rastvor ispitivane sapst u puferu koji moze, i ne mora, da
uklju¢i meSanje. Nakon perioda inkubacije meri se duadi supstance u svakom od
slojeva. Stepen permeabilnosti supstance iz doogrgkostora u akceptorski prostor
odreiuje se na osnovu izmerene Kole leka u oba sloja, ngg&e primenom UV-VIS,
HPLC i MS-HPLC metode (168).

I Akceptorski sloj
A Y

— — )
[ J N\ ]
7 \ Y
Membrana Donorski sloj
Mesalica

Slika 20. Popré&ni presek mikrofiltracione pl@ koja se koristi u PAMPA ispitivanju

(izvor slike: http://www.pion-inc.com/Services/Reability)

PAMPA metoda za brzo skeniranje kao vé&ta membranu koristi silikon i
izopropilmiristat (169, 170). VeStke membrane impregnirane rastvorom fosfolipida ili
heksadekana omogavavaju da PAMPA test daje podatke koji uspostajdjanaajnu
korelaciju sa gastrointestinalnom apsorpcijom jggija u humanom organizmu (171).

U ciliju poveanja korelacijein vitro i in vivo rezultata, modifikuje se sastav lipida
membrane i pH vrednost, a podaci dobijeni u PAMRAtdvima ukazuju na dobru
reproduktivnost sa podacima koji se odnose na @aststinalnu resorpciju (171),
prolaz kroz krvno-mozdanu barijeru (172) i kozupgldega PAMPA ima zn&j i u
ADME skriningu.
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2. CILJ RADA
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Ciljevi ove doktorske disertacije su:

1. Sintetisati derivateorto- ili para-monoalkilsupstituisane ili monohalogenovane
derivate 1-(2-hidroksifenil)-3-fenil-2-propen-1-gnagreiistiti jedinjenja i odrediti
strukturu;

2. Odrediti parametre lipofilnosti (Log P, Log Dhtetisanih halkona i fizko-hemijsku
karakterizaciju ranije sintetisanih propiofenons#drivata (6 derivata propafenonaii 6
derivata halkona);

3. Ispitati antimikrobnu aktivnost propiofenonskderivata bujon-mikrodilucionom
metodom na standardnim laboratorijskim sojevimanGpmzitivnih i Gram-negativnih
bakterija;

4. Ispitati in vitro antimikrobnu aktivnost sintetisanih jedinjenja mee odabranim
klinickim izolatima MRSA sojeva i rezistentnim sojevifdiaeudomonas aerugingsa

5. IzvestiQSARanalizu antimikrobne aktivnosti derivata halkorwalrediti korelaciju sa
deskriptorima koji opisuju vodonik donorske osobirfankcionalnih grupa i
deskriptorima koji definiSu kiselost fenolske grupe

6. Molekulskim docking studijama antimikrobne aktivnosti identifikovatilju¢ne
interakcije derivata propafenona i kristalografsiteikture zatvorenog i otvorenog K
kanala;

7. Docking studijama ispitati interakciju propafenonskih #lata sa OccK4 porinom
Pseudomonas aerugingsa

8. Ispitati uticaj orto fluoriranih propafenonskih derivata na produkchiofilma
Pseudomonas aeruginosa

9. Ispitati uticaj orto fluoriranih propafenonskih derivata na produkcpigmenta
piocijaninaPseudomonas aeruginosa

10. QSARstudijama identifikovati deskriptore propiofenoifsiderivata zn&jne za
inhibiciju rasta MRSA sojeva;

11. Ispitati permeabilnosti propiofenonskih deravat veSigkim membranama;

12. Proceniti farmakokinetki i toksikoloSki profil jedinjenja koja pokazujuajbolju

antimikrobnu aktivnost primenom pake@®MET Predictor
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Sinteza propiofenonskih derivata iz grupe halkona

| njihova strukturna analiza

3.1.1. Reagensii rastvardi

2-hidroksiacetofenon, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);
2-metoksibenzaldehid, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);
2,6-dimetoksibenzaldehid, (Sigma-Aldrich Chemie Gtjib
4-fluoro-2-metilbenzaldehid, (Sigma-Aldrich Chen@enbH);
4-triflourometilbenzaldehid, (Sigma-Aldrich ChentanbH);

hlorovodonéna kiselina 35% p.a., natrijum-hidroksid p.a. (L&btdr, Neratovice,
Ceska):

metanol Chromasolv HPLEstoce (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);
metanol p.a. (Lach-Ner, Neratovicggska);

mravlja kiselina 98% (Lach-Ner, Neratovicgeska);

dejonizovana voda HPL@stoce (Niederelbert, Nendaa);

etanol 96% (Merck, Darmstadt, Ne¢ka);

acetonitril (Sigma-Aldrich Chemie GmbH );

destilovana voda (Farmaceutski fakultet, Beograd);

toluen p.a. (Lach-Ner, Neratovidéeéka);

deuterisani hloroform (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);

tetrametilsilan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);

silikagel 60 za hromatografiju na tankom sloju,igiel pore 100 A (Merck, Darmstadt,
Nemaka);

whatmaf? indikatorski papir, pH opseg 0-14 (Sigma-Aldricheinie GmbH);
filter papir (Sigma-Aldrich Chemie GmbH));

dimetilsulfoksid (Sigma-Aldrich Chemie Gmb).

55



3.1.2. Oprema i aparati

FT-IR spektrofotometar Nicolet iS10 (Thermo FisBerentific Inc., SAD);

NMR BRUKER 400 (Bruker, Nent&a);

UHPLC-MS-MS aparat, tei hromatograf spregnut sa triplkvadripolskim masen
detektorom (Thermo Fisher Scientific Inc. SAD);

Analiticka vaga, AdventurerTM -Pro (Ohaus Corporation, SAD)

Magnetna mesSalica, Tehtnica Rotamix SHP-10 (Zekez8lovenia);

Rotacioni vakuum upari¢a ROTAVAPOR-R (Biichi, Svajcarska);

Vakuum pumpa, KifLab, Laboport (KNF NeubergerGmileniNtka);

UV lampa, UV-CABINET Il (Camag, Svajcarska);

TLC ploce silikagel G4 20x20 ( Merck, Darmstadt, Newtia);

Hromatografska kada (Camag, Svajcarska).

3.1.3. Priprema rastvora koriSéenih u sintezi

60% rastvor natrijum- hidroksida u vodi
Odmeri se 120 g natrijum-hidroksigaa. i prenese u suv erlenmejer zapremine 250 mL.
Postepeno se dodaje 180 mL destilovane vode deitjie, mesa staklenim Stapm do

rastvaranja i zatim doda preostalih 20 mL vode.geea se pripremex tempore.

1M rastvor hlorovodonine kiseline
U odmerni sud od 100 mL prenese se oko 50 mL vddda 0,85 mL 35 % HCI i

vodom dopuni do oznake.

3.1.4. Opsti postupak sinteze mono- i disupstituisanin 12¢

hidroksifenil)-3-fenil-2-propen-1-ona (halkona)

U suv balon sa okruglim dnom zapremine 100 mL eserse 10 mL 96%,8s0H, uz
neprekidno meSanje doda se 1,40 g (0,012 mol) @ksiacetofenona i ona koiha

mono ili disupstituisanog benzaldehida koja odgovaral y@olu istog. U reakcionu
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smesSu se, uz neprekidno meSanje, u malim porcigoda 20 g 60 % rastvora NaOH.
Tokom dodavanja rastvora NaOH u ¢ptku bezbojna reakciona smeSa postaje
nepostojano Zuto obojena, a zatim prelazi u naastdZ da bi po dodatku celokupne
koli¢ine rastvora NaOH dobila postojanu krv-crvenu bbjamogena smeSa se meSa na
sobnoj temperaturi tokom 6o U reakciji nastaje natrjumova so mono- ili
disupstituisanog 2-hidroksi halkona u vidu narastlzg taloga ili suspenzije. SmeSa se
razblazi dodatkom ledene vode i zakiseli hladnomH® do postizanja pH smeSe oko
3, Sto se proverava univerzalnom lakmus hartijardvaja se talog Zute boje koji se
procedi preko filter papira na vakuumu i ispiradadm vodom do neutralne reakcije
(na lakmusu).Sirovi halkon se ostavi da se suSi na vazduhu, na tamnestum
Pretiscava se preparativnom tankoslojnom hromatografij@rsitikagelu, sa toluenom
kao mobilnom fazom. Izdvojene zone halkona na htografskoj pl@i se ekstrahuju
acetonom, filtriraju preko filter papira, a acetaklanja uparavanjem pod snizenim
pritiskom. Dobija secist trans izomer halkona u obliku Zutog kristalnog praska
(potvrideno™H NMR; Jyini 1 = 15-16 Hz).

3.1.5. Strukturna analiza sintetisanih halkona

IR spektri sintetisanih halkona snimljeni su nalRTaparatu Nicolet iS10. Spektri su
snimljeni metodom priguSene refleksije uz primenTRA modula SMART iTR
opremljenog dijamantskim kristalom. Spektri su dbrani primenom raunarskog
programa OMNIC 8.0.

NMR spektri ¢H, *C) su snimljeni na aparatu NMR BRUKER 400. Uzointetisanih
supstanci rastvoreni su u CRCla hemijska pomeranja odena su u odnosu na

tetrametilsilan (TMS) kao interni standard.

MS-MS fragmentacija izvrSena je na UHPLC-MS-MS asisti opremljenim UHPLC
tecnim hromatografom ACCELA i triplkvadripolskim MS-MSletektorom. Kao
mobilna faza kori&na je smeSa metanol : 0,1% mravlja kiselina (997/¢) Masena
spektrometrija izvedena je primenom elektron spa@izacije u pozitivnom ili

negativnom modu. Nakon optimizacije metode napdetektoru je podeSen na 5000 V,
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temperatura u izvoru na 378 °C, temperatura kapiter 152 °C. Pritisak azota (gas
nos&) podesSen je na 30 bara. Koliziona energija je favana od 0 do 60 eV u 10

koraka.

3.2. Fizi¢ko - hemijska karakterizacija

propiofenonskih derivata

3.2.1. Reagensii jedinjenja korigena u ispitivanju

Oktanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);

Metanol, HPLCEistoce (Sigma-Aldrich Chemie GmbH);

Natrijum-dihidrogenfosfat, Na}PO, - H,O (Merck, Darmstadt, Nenika);
Natrijum-hidrogenfosfat, N&IPO, - 7HO (Merck, Darmstadt, Nenka);
4-hidroksibenzaldehid ( Merck, Darmstadt, Néke;

Salicilaldehid (Merck, Darmstadt, Netia);

Eugenol, 2-metoksi-4-alilfenol (Merck, Darmstaderaka);

mentol (Merck, Darmstadt, Nertla);

2,3,4,5,6 pentahlorofenol (Sigma Aldrich, Steinh@&lemaka);

1PF (E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-hidroksifenil)prop-2-en-&n) Farmaceutski fakultet,
Beograd;

1IMF ((E)-3-(3-fluorofenil)-1-(2-hidroksifenil) prop-2-en-@n) Farmaceutski fakultet,
Beograd;

10F (E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-hidroksifenil) prop-2-en-@n) Farmaceutski fakultet,
Beograd

1POH (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(4-hidroksifenil)prop-2-en-dn) Farmaceutski
fakultet, Beograd;

1IMOH  ((E)-1-(2-hidroksi-fenil)-3-(3-hidroksi-fenil)-prop-2n-1-on)  Farmaceutski
fakultet, Beograd;

100H (E)- 1,3Bis-(2-hidroksi-fenil)-prop-2-en-1-on) Farmaceutskkdétet, Beograd,;
1PCH3  (E)-1-(2-hidroksifenil)-3p-tolilprop-2-en-1-on)  Farmaceutski  fakultet,
Beograd;
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1IMCH3 (E)-1-(2-hidroksifenil)-3m-tolilprop-2-en-1-on)Farmaceutskifakultet,
Beograd;

10CH  3(E)-1-(2-hidroksifenil)-3-o-tolilprop-2-en-1-on)  Faaneutski  fakultet,

Beograd;

100CH3 (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(2-metoksifenil)prop-2-endn)  Farmaceutski

fakultet, Beograd;

5CF3 (3-(2-trifluorometilfenil)-1-[2-(2-hidroksi-@ropilamino-propoksi)-fenil]-propan-
1-on-hidrohlorid), Farmaceutski fakultet, Beograd;

50F (3-(2-fluoro-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilammo-propoksi)-fenil]-propan-1-on-

hidrohlorid), Farmaceutski fakultet, Beograd,;

5PF  (3-(4-fluoro-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamo-propoksi)-fenil]-propan-1-on-

hidrohlorid) Farmaceutski fakultet, Beograd,;

5PCH3 (3-(4-metil-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propitaino-propoksi)-fenil]-propan-1-on-
hidrohlorid) Farmaceutski fakultet, Beograd;

50CH3 (3-(2-metil-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propitaino-propoksi)-fenil]-propan-1-on-
hidrohlorid) Farmaceutski fakultet, Beograd,;

50cl (3-(4-metil-fenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamo-propoksi)-fenil]-propan-1-on

hidrohlorid) Farmaceutski fakultet, Beograd.

3.2.2. Oprema i aparati

Hromatografska kolon&orbax Eclipse XDB-C18t,6 x 150mm, 5um kolona (Agilent
Techologies, SAD);

Tecni hromatograf: HP 1200 Hewlett Packard;

Detektor: Diode-array SL G1315C;

Binarna pumpa: HP 1100, model G 1312 A;

Injektor: Rheodyne, Rheodyne USA sa petljom ogdl20

Termostat za kolonu: HP 1100, model G 1316 A,

pH metar sa kombinovanom staklenom elektrodom, MatePHM220, Radiometer;
Ultrazvweno kupatilo: Sineks Laboratory N° 25860 Mod UCI-75;

Sistem za filtriranje: Whatman 47mm Glass-nech;

Membranski nos&filtri: 0,45um Whatman international Ltd Maid Stone, England;
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MikroSpric: Hamilton, Australia zapremine 3@
Membranski filtri za uzorak: Machrey-Nagel GmbH&&b.Germany 64125mm;

TKA sistem za pré&Sc¢avanje vode (Niederelbert, Netka).

3.2.3. Kompjuterski programi
ChemStation Origin Thttps://www.agilent.coin

Chem Office Ultra 7.0¢thttp://www.cambridgesoft.com
Excel(Microsoft Office 2003, Cambridge Soft, SAD

3.2.4. Odredivanje Log P vrednosti propiofenonskih

derivata halkonske grupe
Priprema rastvora ispitivanih jedinjenja

Ispitivani halkoni i standardna jedinjenja pripremau kao metanolni rastvori u

koncentraciji od 0,1 mg/mL i injektovani u kondinican HPLC sistem u triplikatu.
Priprema mobilnih faza

Kao mobilna faza kor&&na je smesSa rastvasavoda-metanol u odnosima 75:25; 70:30;
65:35; 60:40 i 55:45 (v/v).

Hromatografski uslovi

Kolona: Zorbax Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150mm, 5um
Temperatura kolone: 3@

Brzina protoka: 1,2 mL/min.

Injektovana zapremina: 20uL

UV detekcija: 210 nm i 300 nm
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Odredivanje lipofilnosti

Za odrelivanje lipofilnosti izvedena je izokratska hromatafgka analiza ispitivanih
jedinjenja i standardne supstance u svih pet dafimh hromatografskih sistema. Za
svako ispitivano jedinjenje zabelezena su retercioremena ), kao i retenciono
vreme mobilne fazept(za svaki hromatografski sistem) i izwati retencioni faktori
(k) kao i logaritamske vrednosti retencionih faktditog k). Dobijene vrednosti su
korelisane sa udelom organskog rastvara mobilnoj fazi ¢) kori&enjem linearne
regresije. Ekstrapolacijom dobijene prave na 0%audeetanola dobijena je vrednost
retencionog faktora za hromatografski sistem u kommobilnu fazu predstavljala voda
(Log ky). Dobijene Log k vrednosti standardnih supstanci korelisane suesatiurnim
vrednostima za Log P (78). Linearnom regresijomskarisana je standardna kriva
zavisnosti Log P od Log.k Iz standardne krive, iztanate su Log P vrednosti

ispitivanih halkona na osnovu prethodno dobijenily k, vrednosti .

3.2.5. Odredivanje Log D vrednosti propiofenonskih

derivata propafenonske grupe
Rastvor fosfatnog pufera pH 7,4
Odmeri se 0,6 g kalijum-dihidrigenfosfata (KPs), 6,4 g natrijum-hidrogenfosfata
(N&HPOy - 12H0), 5,85 g natrijum-hlorida (NacCl), prenese u odmeud od 1000
mL i rastvori u 300 mL vode. Nakon rastvaranja, edm sud se dopuni vodom do
oznake.
Priprema rastvora ispitivanih jedinjenja
Odmeri se 2,5 mg ispitivanog jedinjenja, prenesedmerni sud od 25 mL, doda 17 mL

fosfatnog pufera pH 7,4, nmikka u ultrazvdnom kupatilu tokom 15 min i sud istim

rastvargem dopuni do oznake ( ¢c= 0,1 mg/mL).
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Priprema mobilnih faza

Kao mobilna faza koré&na je smeSa rastvéea
1. voda-metanol u odnosu 80:20 (v/v);

2. voda-acetonitril u odnosu 80:20 (v/v).

Hromatografski uslovi

Kolona: Zorbax Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150mm, 5um
Temperatura kolone: 3@

Brzina protoka: 1,2 mL/min.

Injektovana zapremina: 20uL

UV detekcija: 254 nm

Postupak odrdivanje distribucionog koeficijenta

Distribucioni koeficijent je odrden primenom modifikovane metode ékanja E€hake-
flask). Graduisanom pipetom se odmeri i u balon sa dknugnom prenese 10 mL
puferovanog rastvora ispitivanog jedinjenja i 10 oktanola. Sadrzaj u balonu se meSa
na magnetnoj mesSalici tokom 12 h, a zatim se odtavi da se slojevi odvoje.

Primenom HPLC metode (poglavlje 3.4.3.) ahlje se koncentracije ispitivanih
jedinjenja u polaznim puferizovanim rastvorima (Alyodenom sloju nakon meSanja
(A2), a zatim izréuna razlika dobijenih vrednosti (A1-A2) koja je poscionalna

koncentraciji leka zaostalog u organskom rastuara

62



3.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

propiofenonskih derivata

3.3.1. Oprema i aparati

Inkubator MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, €OELL 48, Nemaka;
Mikrotitraciona pl&a (sterilna) sa 96 mesta sa ravnim dnom (Starss&dd);

UV/VIS spektrofotometar Cintra 20 (GBC Scientifiqigpment Pty Ltd., Dandenong,
Australija), prograntpectral Ver. 1.70

Analiticka vaga Adventurél-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, SAD).

3.3.2. Reagensi i jedinjenja kori¥ena u ispitivanju

Jedinjenja kori&na u ispitivanju antimikrobne aktivnosti navedsoau poglavlju4.2 i
4.3.;
Dimetilsulfoksid (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Coanpy Inc, SAD);

Hloroform p.a. (Lach-Ner, Neratovic€eska).

3.3.3. Ispitivanje aktivnosti propiofenonskih derivata na

rast ATCC sojeva bakterija
Sojevi mikroorganizama

U ispitivanju antimikrobne aktivnosti propiofenoriskderivata kori€eno je devet
standardnih sojeva bakterija:

a) Gram-pozitivne bakterijeMicrococcus luteugATCC 4698), Micrococcus flavus
(ATCC 10240), Staphylococcus aureufATCC 2593), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Enterococcus faecaliTCC 29212),Bacillus subtilisS;]ATCC 6633);
b) Gram-negativne bakterij&scherichia coli(ATCC 25922),Klebsiella pneumoniae
(NCIMB 9111),Pseudomonas aeruginoaTCC 27853).
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Hranljive podloge
Muller-Hinton bujon za bakterije, Torlak, Srbija
Ra‘unarskiprogrami

Microsoft Office Excel 200@Vlicrosoft Corporation, SAR
ChemOffice Ultra 7.0.QCambridgesoft, Kembridz, MA, S§D
Accelrys Draw 4.4173);

AutoDock v 4.0.1. (174);

Avogadro 1.1.1 (175);

Autodock Vina 1.1.2. (176);

Autodock Tools 1.5.877);

Statistical analysis software package - SPSS 8tt{478);
RapidMiner 5.2179) i RapidMiner version 5.4180);
MOPAC 2012181, 182).

Priprema kultura mikroorganizama

Aktivne kulture mikroorganizama kotiénih u ispitivanju pripremane su u 10 mL
Miuller-Hinton bujona. Nakon inkubacije tokom 24 h 87°C, kulture su razblaZene
odgovarajdim svezim medijumom, tako da su dobijene suspemqié&ke gustine od 2

x 10 CFU/mL. Ovako dobijene kulture kot&ne su za inokulaciju. Finalna

koncentracija bakterija iznosila je 1,5 XX TGFU/mL.

Priprema rastvora ispitivanih propiofenonskih dexia

Osnovni rastvori ispitivanih jedinjenja pripremasu u DMSO u koncentraciji od 1
mg/mL. Radna razblazenja pripremljena su sa Muéllaton bujonom u opsegu

koncentracija od 6,25-10(g/mL za dihidroksi halkone (10OH, 1POH i 1MOH) i
31,25-500ug/mL za halogenovane i alkilovane halkone i degvaiopafenona.
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Odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost propiofenonskih derivata ifapa je bujon-mikrodilucionom
metodom prema preporukama CLSI (183).

U mikrotitracionu pléu sa 96 mesta dodato je po 100 razblazenja ispitivanog
jedinjenja (u triplikatima) i po 10QL bakterijske suspenzije. Kao pozitivha kontrola
postavljena su dva triplikata bakterija u medijurbaz dodatka propiofenonskih
derivata. Bakterijskim suspenzijama je dodat inttikaasta 2,3,5-trifenil-tetrazolijum
hlorid (TTC) (0,05%). TTC je redoks indikator, kage koristi za detekcijéelijske
respiracije a time i za diferenciranje metadialiaktivnih od metaboéki neaktivnih
¢elija. Pod uticajentelijskih dehidrogenaza dolazi do enzimske redukEi€ (koji je
bezbojan) do 1,3,5 trifenilformazana (TFF) koji gevene boje. Enzimska redukcija

TTC je predstavljena na Slici 21.

@ donor elektrona (NADH) HN
N—N ~
I, \ sukcinat dehidrogenaza |
N>
=N N§N
cr

TTC (bezbojan) TFF (crvene boje)

Slika 21. Enzimska redukcija trifenil-tetrazolijum hloridag uticajemcelijskih

dehidrogenaza

Nakon 24 h kultivacije u termostatu na 35°C, u bemm uslovima, o¢itana je
minimalna inhibitorna koncentracija (MIK). Minimadn inhibitorna koncentracija
predstavlja najnizu koncentraciju propiofenonskegiéta pri kojoj nije uden vidljiv

rast mikroorganizma. Svaki eksperiment je ponovjeputa.
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3.3.4. QSAR analiza antimikrobne aktivnosti

propiofenonskih derivata iz grupe halkona
Priprema struktura i régunanje molekulskih deskriptora

Pre izvalenja QSARstudije sve strukture su nacrtane u progra@@hemDraw X.X u
obliku MOL fajlova prenete u progravegaZZ (ver. 2.4.00206) gde su strukturama
pridodati vodonikovi atomi. Kor&enjem SP4 polja sila odteni su Gasteiger
naelektrisanja i vrste atoma. U 3000 koraka, prionemolekulsko mehatke metode
zasnovane na AMMP konjugovanom gradijentnom alguariizvrSena je optimizacija
svih struktura molekula. Najoptimalnije konformacipdabrane su primenom semi
empirijske  AM1 metode koja je implemenritana MOPAC 7.1 programu.
Optimizovane strukture su spakovane u jedan SDKé&a ulazni fajl za izréunavanje
velikog broja2D i 3D molekulskih deskriptora u prograRaDEL-Descriptor suitéver.
2.12) (184).

QSAR analiza

Patetna statistika analiza izréunatih deskriptora i antimikrobne aktivnosti hallkon

obavljena je u programBPSSa dalja analiza izvedena je u progrRapidMiner 5.2

Izbor statisitki najzn&ajnijin PaDEL deskriptora kojima se moze opisati aktivnost
izvrSena je u nekoliko koraka: odabrani deskripsari u obliku fajla .csv ekstenzije
preneti i analizirani u progranmfRapidMineru kome su deskriptori sa nultom vredto

i velikom standardnom greSkom uklonjeni, a ostategkriptora za koje je vrednost SD
bila manja od 5% uzeti u dalju analizu veze struktu antimikrobne aktivnosti.
Deskriptori koji su méu sobom pokazali veliki stepen slaganja tj. za keje vrednost
korelacionog koeficijenta bila ¢a od 0,95 uklonjeni su iz b&nog seta tako da je
konaan broj deskriptora primenom genetskog algoritma)(&seden na dva. Ve&ina
populacije je bila 100, a maksimalan broj pokudajakviru generacije bio je 200.
Kvalitet i sposobnost predianja formiranihQSARmodela analizirana je metodama

viSestruke regresione analize (MLR) kao i metodarakusne validacije.
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3.3.5. Molekulske docking studije antimikrobne aktivnosti

propiofenonskih derivata propafenonske grupe
Priprema ispitivanih jedinjenja za docking simujadkanal-ligand interakcija

Strukture ispitivanih jedinjenja pripremljene su ri€éenjem programskog paketa
Accelrys Draw 4.2i Avogadro 1.1.1i optimizovane meha&ko molekulskom
(MM/MMFF94) metodom (185, 186, 187). Ovako dobijestrukture su dalje
optimizovane semiempiriiskom metodom PM7 (188) kggm inkorporirana u
programskom paketMOPAC 2012 Na osnovu poznavanja vrednosti pKa propafenona
(pKa=9,63) i ponaSanja na fizioloSkom pH, azototéna propafenona i njegovih
derivata su pre optimizacije protonovani. Optimaoe strukture jedinjenja, zajedno sa

strukturom proteina su pripremljene za analizuagprmuAutodock Tools 1.5.6.
Modelovanje KcsA kanala

U modelovanju ligand-kanal interakcije kdmha je kristalografska struktura
zatvorenog i otvorenog Kkanala deponovana u baRiotein Data Bank(189) pod
Siframa 1J95 (zatvoreni) i 3FB7 (otvoreni) (190)" Kanal je kokristalisao sa
tetrabutilamonijumom (TBA) i 4 Kjona u centralnoj pori, kao ligandima. Kaéhjem
programa Chimera ligandi molekuli vode su izdvojenikanala kako bi se dobio

slobodan kanal.

Docking simulacija interakcija propafenona i derigasa zatvorenom i otvorenom

konformacijom KcsA kanala

Ispitivane strukture jedinjenja su zajedno sa stma proteina pripremljene za analizu
u programuAutodock Tools 1.5.6(177, 191).Docking je izveden uAutodock Vina

1.1.2. programu (176) istrazivanjem celokupnog konformmaog prostora sa
citoplazmatske strane centralne Supljine u poriakanU okviru definisanog prostora
centrirana je trodimenzionalna reSetka ik 24 x 24 x 24 A. Verodostojnost lokacije

definisane aminokiselinske sekvence, kao mesta varja, testirana je sa
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optimizovanom strukturom liganda TBA sa kojim jenkhkokristalisao. Nakon toga se
pristupilo izvatenju docking eksperimenata. Kao odgovaréjwezivni model ispitane
su konformacije liganada nage populacije sa najmanjom energijom vezivanja.
Izratunavanja su izvedena poto PARADOX softvera $cientific Computing

Laboratory of the Institute of Physics, Belgra8ehija).

Veli¢ina populacije je bila 200, a maksimalan broj eatskjh provera 2,5 x f0Na
osnovu 50 slkajnih pokuSaja wdocking eksperimentima dobijena je najverovatnija

konformacija i orijentacija ispitivanog jedinjenjavezivnom mestu pore kanala.

3.3.6. Ispitivanje in vitro efekta propiofenonskih derivata na

rast MRSA sojeva
Poreklo i izolacija MRSA sojeva

Klini ¢ki izolati MRSA sojeva su prikupljeni u periodu ghuara do juna 2015. godine
u mikrobioloSkim laboratorijama u Srbiji. Sakupljggjedan MRSA soj po pacijentu.
Za svaki prikupljen soj evidentirani su osnovni poid o pacijentu, zdravstvenoj
ustanovi u kojoj je pacijent ¢en i mikrobioloSkoj laboratoriji koja vrSi analiazizorka.
Za svaki uzorak iz koga je izolovan MRSA soj defam je né&in identifikacije soja i
ispitivanja osetljivosti na antimikrobne agense.kdla izolacije, sojevi su poslati
Institutu za mikrobiologiju i imunologiju Medicinsly fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Svi sojevi MRSA stuvani na -70°C u triptikaza-soja bujonu (TSB, LabM
Itd., Velika Britanija) sa dodatkom 12,5% sterilnglicerola. Pre eksperimenata sojevi
su odmrznuti i presejani na triptikaza-soja agaBAT LabM Itd.) i kultivisani u
aerobnim uslovima tokom 18-24 h na 35°C. Kao pwaz#i kontrola rezistencije na
meticilin u eksperimentima je koé&&n kontrolni soj meticilin-rezistentno§. aureus
ATCC 43300 (KWIK-STIK™, Microbiologics, SAD).
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Tabelal.Poreklo izolovanih bolgkih i vanbolnEkih MRSA sojeva

Broj soja Uzorak poreklo sojeva
3 sputum van bolgki
5 hemokultura bolrki
6 trahealni aspirat van bodhki
8 bris rane van boluki
10 bris uretre bolrki
12 bris rane bol®ki
13 urinokultura bolriki
ATCC 43300 standardni soj

Klini ¢ki izolati MRSA su identifikovani PCR metodom detg&m nuci med gena.
Ispitivanje je izvrSeno da bi se potvrdila fenokipsdentifikacija izolata kao MRSA.
Prisustvonuc gena (gena za termonukleazu) koji je spéaifi za vrstuS. aureus
ispitano je PCR metodom prema protokolu Brakstsatt.i (192). Kao pozitivha kontrola
je kori¥en S. aureusNCTC 8325, a kao negativna kontrdka sciuriNCTC 12103.
Prisustvomed gena je ispitano PCR metodom u skladu sa protwkdBignardi i sar.
(193). Kao pozitivha kontrola koKién je sojS. aureusC1 a kao negativna s§j. aureus
NCTC 8325.

Hranljive podloge

Mozdano-stani infuzioni bujon Brain heart infusion brothBHI, Lab M Limited,

Velika Britanija).

Ra‘unarski programi

Marvin Sketch 5.5.1.programawww.chemaxon.com/products.hyml
Chem3DUltra7.0.@orograma;
(http://www.cambridgesoft.com/Ensemble_for_CheniiStrgmDrawy;
CS Gaussian 98 (Gaussian 98 (Revision A.7)), (194);

Pentacle 1.0.7http://www.moldiscovery.com/soft _pentacle.php
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Priprema rastvora propiofenonskih derivata

Osnovni rastvori ispitivanih jedinjenja pripremljesu u koncentraciji od 1 mg/mL u
steriinom DMSO kao rastvara. Radna razblazenja ispitivanih jedinjenja pripagan su
razblazivanjem osnovnog rastvora sa mozdatamsm infuzionim bujonom do
koncentracija koje su za propafenonsku grupu bitgpsegu od 1 do 6dg/mL, a za

halkonsku grupu jedinjenja od 1 do 50§'mL.
Ispitivanje osetljivosti MRSA sojeva na propiofesianderivate

Osetljivost MRSA sojeva na propiofenonske derivatelralena je bujon-
mikrodilucionim testom.

U mikrotitracionu pléu sa 96 mesta sa ravnim dnom dodato je pol8tazblazenja
halkona u triplikatima i po 2QL bakterijske suspenzije gustine 0,5 po McFarland
standardu. Kao pozitivna kontrola su postavljena ttiplikata bakterija u BHI bujonu
bez dodatka ispitivanih jedinjenja. Svakom razhfige dodato 1QuL/mL TTC. Pod
uticajemc¢elijskih dehidrogenaza dolazi do enzimske redukTij&€ (koji je bezbojan)
do TFF (koji je crvene boje). Enzimska redukcijaCTJe predstavljena na Slici 21
(poglavlje 3.3.3.). Nakon kultivacije u trajanju @&# h, u termostatu na 35°C i u
aerobnim uslovimadtana je minimalna inhibitorna koncentracija (MIKao vrednost
MIK je uzeta najmanja koncentracija ispitivanogipgenja u kojoj je boja medijuma

ostala nepromenjena (Zuta). Svaki eksperimentijeyjen tri puta.

3D QSAR analiza inhibicije rasta MRSA sojeva

3D QSARstudije ispitivanih jedinjenja izvedene su u peoguPentacle 1.0.6

Set podatakainilo je 16 propiofenonskih derivata za koje supEddmentalno odidene
MIK vrednosti i iz kojih su izraunate pMIK vrednosti (pMIK=log(1/MIK [mol/drf)
za svih osam MRSA sojeva koji su kée#i u formiranju3D QSARmModela.

pKa vrednosti ispitivanih jedinjenja za dominantablike pri fizioloSkom pH=7,4

izraunate su primenonMarvinSketch 5.5.1.(programa. Najstabilnije konformacije
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ispitivanih jedinjenja izvedene su primenom progaa@aussian PM3 semiempirijskom
metodom inkorporiranom u Ch&bD program. Grupa od 13 ispitivanih jedinjenja
upotrebljena je za formiranjeening set, a preostala 3 jedinjenja kégfa su kao test
set jedinjenja za validacijBD QSARmModela.

3D QSARanaliza je izvedena polageod izra&unavanja trodimenzionalnih mapa
energija GRID based Molecular Interaction Fields-MIF&koje kvantifikuju cetiri
mogLta tipa interakcija ciljnog mesta dejstva i ispitie@ molekula: DRY (hidrofobne
interakcije), O (sp karbonilni kiseonikov atom, kao akceptor vodmom veze), N1
(neutralni planarni NH, kao u amidima, donor vodoei veze) i TIP interakcija
(deskriptor koji definiSe oblik molekula). Jedino rastojanje u mreZi je podeSeno na
0,5 A, a CLAC korekcija geometrije na 0,8 A.

Energija pomenutih interakcija sa ciljnim molekulgenraunata u svakoj t&i mreze
kao zbir Lennard-Jones energij&;), energije vodornih veza FEnp), energije

elektrostatikih interakcija Eg)), i entropije (S):

Z XyZ:ZEn +ZEeI +ZEhb+S

Program Pentacle automatski prevodi mape interakcija u deskriptoaezavisne od
preklapanja mapa ispitivanih jedinjenj&Rid INdependent Descriptor&SRIND i
GRIND2. GRIND pristup ima za cilj da iskoristi podatke sadrzandlb prevodéi ih u
novi tip promenljivecije vrednosti ne zavise od orijentacije molekulezaDcilj se
postize primenom algoritma za optimizaciju koji kd&onkciju procene fcoring
function) koristi intenzitet polja i uzajamna rastojanjanaiu izabranih ¢vorova.
Dobijene vrednosti promenljive predstavijaju matricdeskriptora koja se moZze
analizirati primenonPCAi PLSregresione analize. U ovoj studifCAje upotrebljena
za analizu stinosti i razlika izméu ispitivanih jedinjenja, dok jé°LS kori&ena za
formiranje3D QSARmModela (195).

Procena kvaliteta3D QSARmodela i njegova sposobnost pretanja izvrSena je

jednostavnom metodom unakrsne validadgaye-one-outross-validation LOQ koja

se bazira na isklgivanju jedne Y vrednosti iz skupa podatakay) i formiranju nove
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regresione funkcije sa preostalih n-1 podatakaaclarava se g; -odstupanje
isklju¢enog podatka, prema jediia:

€i) = Ydata,i— Ymodel (iy
Ponavljanjem ovog postupka za svaku Y vrednostkizpa dolazi se do unakrsno
validirane vrednostR? koja se ozn&va kao Bi predstavlja izrazom:

PRESS
SST

gde je PRESS(Predicted Sum of Squajesuma kvadrata predienih koeficijenata

Q*(Y) =1-

korelacije:
PRESS-Y " €,

aSSToSum of Squares Tojalkupna suma kvadrata:

n N 2
SSTe= Zi=l(ydatai h ydmi)
Pored vrednosti Q(Y) i PRES&a procenu validnosti seta koristi se i vredngetsaka
RMSEE( Root Main Squared Error of EstimatipnRMSEP(Root Main Squared Error

of Prediction:

PRESS
n

RMSEE RMSER-

PLSmodeli sa vrednostimazg)ez 0,5 smatraju se dovoljno pouzdanim za préaje i

prera&unavanje zavisno promenljivih.

3.3.7. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti propiofenonskih
derivata na Klinickim izolatima Pseudomonas

aeruginosa
Poreklo klintkih izolata Pseudomonas aeruginosa

Ispitivanje aktivnosti propiofenonskih derivata izgno je sa jedanaest kiikih sojeva

Pseudomonas aerugino§aabela 2).
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Tabela 2.Poreklo klintkih sojevaPseudomonas aeruginosa

Broj soja poreklo

urinokultura

urinokultura

bris uha

sputum

urinokultura

bris uha

bris uha

urinokultura

O O N| O g &~ W N|

bris uha

bris uha

=
o

-
-

sputum

Hranljive podloge

Mozdano-stani infuzioni bujon €ng Brain heart infusion brothBHI, Lab M Limited,

Velika Britanija).
Ra‘unarski programi

U ispitivanju su kori&eni ra&unarski programi navedeni u poglaviju 3.3\olekulske

dockingstudije antimikrobne aktivnosti propiofenonskitridata propafenonske grupe).

Priprema osnovnih rastvora propiofenonskih derivata

Postupak pripreme rastvora opisan je u poglavlj3.63.Ispitivanje aktivnosti

propiofenonskih derivata na rast MRSA sojeva.

Ispitivanje osetljivosti Pseudomonas aeruginosa
Osetljivost sojevaPseudomonas aeruginosaa propiofenonske derivate je ispitana

bujon-mikrodilucionim testom. Postupak je opisanpaglaviju 3.3.6 (Ispitivanje

aktivnosti propiofenonskih derivata na rast MRS4esa).
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3.3.8. Molekulske docking studije

Pripremaispitivanih jedinjenja za docking simulaciju kad@and interakcija
Postupak pripreme iden#in je postuku pripreme opisanom u poglavlju 3.3.5
(Molekulske docking studije antimikrobne aktivnosti propiofenonskihridata
propafenonske grupe).

Modelovanje OccK4 (ranije OpdL) transportnog porifseudomonas aeruginosa

U modelovanju ligand-kanal interakcije kaeha je kristalografska struktura porina
Pseudomonas aerugino$3pdl PDB ID: 2YOH (196) koja je dobijena iz baReotein

Data Bank(189).

Docking simulacija interakcija propiofenonskih derta propafenonske grupe sa
OccK4 (ranije OpdL) porinom Pseudomonas aeruginosa

Postupak simulacije idedtin je postupku simulacije opisanom u pogladj8.5

(Molekulske docking studije antimikrobne aktivnosti propiofenonskihridata

propafenonske grupe).

3.3.9. Ispitivanje uticaja orto fluoriranih propafenonskih
derivata na produkciju biofiilma Pseudomonas

aeruginosa sojeva
Ispitivana jedinjenja

50F:3-(2-fluoro-fenil)-1-(2-(2-hidroksi-3-propilaminorppoksi)-fenil)-propan-1-on
hidrohlorid,;
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5CF3: 3-(2-trifluorometil-fenil)-1-(2-(2-hidroksi-3-propamino-propoksi)-fenil)-propan
-1-on hidrohlorid.

Poreklo klintkih sojeva Pseudomonas aeruginosa

Podaci su navedeni u poglavlju 3.3.7 (Ispitivarfgvaosti propiofenonskih derivata na

klini¢kim izolatimaPseudomonas aerugingsa

Hranljive podloge

Triptikaza-soja bujon (TSB, LabM ltd., Velika Baitija) sa dodatkom 1% glukoze;
MozZdano-stani infuzioni bujon €ng Brain heart infusion brothBHI, Lab M Limited,
Velika Britanija);

Triptikaza-soja agar (TSA, LabM ltd., Velika Britig).

Priprema rastvora orto fluoriranih propafenonskilkrivata

Osnovni rastvori ispitivanilorto fluoriranih propafenonskih derivata pripremljeni g
DMSO u koncentraciji od 1 mg/mL. Od osnhovnih rastv@ripremljeno je 5 radnih
razblazenja u opsegu koncentracija od 31,2 do H)nL korist&i TSB bujon (sa

dodatkom 1% glukoze) prema Knobloch-u i saradnigjh®).

Postupak ispitivanja produkcije biofilma u prisustvorto fluoriranih derivata

propafenona

Sposobnost produkcije biofilma je ispitana u mikrationim pl&dama sa 96 mesta
prema protokolu Stepan@a i saradnika (198). Jedna kolonija prekam® kulture
Pseudomonas aeruginossojeva je resuspendovana u fizioloSkom rastvorui rad
dobijanja bakterijske suspenzije koja odgovara MiFa standardu 0,5~{0°
CFU/mL).
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U mikrotitracionu pléu je dodato po 18@L svakog razblazenja, u triplikatima. U
svako polje ploe je dodato po 2QL prethodno pripremljene bakterijske suspenzije.
Pozitivna kontrola svakog soja su bakterije kuttanie samo u medijumu bez prisustva
ispitivanih jedinjenja. Dva triplikata samog medija su predstavljala negativhu

kontrolu svake plee.

Nakon 24 h ili 48 h kultivacije na 35°C u aerobnisiovima, plée su odlivene, tri puta
isprane sa 30QL temperiranog fosfatnog pufergliosphate-buffered saline, PBSH
7,2) i osuSene na vazduhu. &dosu fiksirane tokom 20 minuta sa 140 metanola po
polju plote, osuSene i obojene sa 140 rastvora 2% kristal violeta (Himedia) tokom
15 min. ViSak nevezane boje je ispran taka vodom a boja vezana za adherentne
bakterije je oslobdena sa 15QL 96 % etanola tokom 20 minuta. Qfit& gustina je
procitana na 570 nmICN Flow Titertek Multiscan Plushakonc¢ega su izréunate
srednje vrednosti triplikata za sve testirane sojawegativne kontrole. Da bi se odredila
kategorija produkcije biofilma, za svaku mikrotitranu plc@u je definisana ,cut off*
vrednost (ODc) kao srednja vrednost apsorbance tiaedm kontrola uvéana za
vrednost 3 SD (srednja vrednost OD negativne kntrB8SD). Nakon dobijanja

vrednosti ODc rezultati su prétnati prema sledej Semi (199):

OD < ODc - nema produkcije biofilma (kategorija 0)

ODc < OD< 2 x ODc - slaba produkcija biofilma (kategorijdi )

2 X ODc < OD< 4 x ODc — umerena produkcija biofilma (katego#jai ++)
4 x ODc < OD - izrazena produkcija biofilma (katego3 ili +++)

Svaki eksperiment je ponovljen tri puta tokom #astopna dana.

Da bi se ispitalo da li je inhibicija formiranjadfilma pod uticajemorto fluoriranih
derivata trajni efekat, MRSA sojevi su nakon 24uttikacije u medijumu sa ispitivanim
jedinjenjima presejani na TSA i nakon 24 h je pan@spitana sposobnost formiranja

biofilma (kao Sto je prethodno opisano). Svaki &kBpent je ponovljen tri puta.
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3.3.10. Ispitivanje uticaja orto fluoriranih propafenonskih
derivata na produkciju piocijanina kod Pseudomonas

aeruginosa sojeva

Ispitivana jedinjenja
50F
5CF3

Poreklo klintkih izolata Pseudomonas aeruginosa

Poreklo klintkih izolata je navedeno u poglavlju 3.3.7 (Ispitig aktivnosti

propiofenonskih derivata na klifkim izolatimaPseudomonas aerugingsa

Aktivne kulture mikroorganizama koti8ne u ispitivanju pripremane su u 10 mL
Mdller-Hinton bujona. Nakon inkubacije tokom 24 h B87°C, kulture su razblaZene
odgovarajdim svezim medijumom tako da su dobijene suspemgj&ke gustine od 2

x 10° CFU/mL Ovako dobijene kulture kotigne su za inokulaciju.

Hranljive podloge

Muller-Hinton bujon za bakterije, Torlak, Srbija

Priprema rastvora orto fluoriranih propafenonskderivata

Osnovni rastvori ispitivanitorto fluoriranih derivata pripremljeni su u 5% DMSO u
koncentraciji od 1 mg/mL. Od osnovnih rastvora miplijena su dva radna razblazenja
u koncentracijama od 500 i 2%@/mL u 5% DMSO.

Postupak ispitivanja fluoriranih derivata na prodziji piocijanina(200)

Pripremljena radna razblazenja dodata su u 5 miviaekie bakterijske kulture i

inokulati inkubirani na 37C tokom 24 h. Tretirane kulture se meSaju sa htwrodm
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(3 mL) a zatim se izdvojeni hloroformski sloj tretisa 0,2 M HCI (1 mL). Absorbancija
hloroformskog sloja se meri na 520 nm (201). Ekspent se izvodi u triplikatu i

ponavlja dva puta. Vrednosti se izraZzavaju kao ed@id520/0D600)x100.

3.4. Ispitivanje permeabilnosti propiofenonskih
derivata na vesSta&kim membranama (Parallel
Artificial Membrane Permeability  Assay,
PAMPA testovi)

3.4.1. Aparatii oprema

HPLC instrument ACCELA 1000, Thermo Scientific, SAD

Tripl-kvadrupolski maseni analizator TSQ QUANTUM AESS MAX, Thermo
Scientific, SAD;

Mikrofiltracione plase MultiScreeA® HTS sa hidrofobnom polivinilidenfluoridnom
PVDF membranom sa porama dimenzija 048 (Millipore Corporation, Molsheim,
Francuska);

Varijabilna automatska pipeta Labopette 100-1Q40 (Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt, Nemika);

Varijabilna automatska pipeta Labopette 2p20(Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Nemalka);

Analiticka vaga METLLER (Cirih, Svajcarska);

Analiticka vaga Adventuré!-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, SAD);

pH metar Radiometer model PHM 240 pH/ION-meter (Baeter, Kopenhagen,
Danska):

Kolona Zorbax Extend-{g kolona 150 mm x 4,6 mm, dijametastica 3,5um (Agilent
Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD);

TKA sistem za pré&S¢avanje vode (Niederelbert, Netka).
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3.4.2. Reagensi

Natrijum-hidrogenfosfat (N&IPQO, ), Merck KGaA, Darmstadt, Nenska;
Kalijum-dihidrogenfosfat (KHPQ,), Merck KGaA, Darmstadt, Nenika;
Dimetilsulfoksid C,HsOS) p.a., Merck KgaA, Darmstadt, Netka;
Destilovana voda (}D);

Lecitin 99%, Sigma Aldrich, Nent&a;

Dodekan 99% (€H26), Acros Organics, SAD;

Metanol HPLC grade (C#DH), J.T. Baker, Holandija.

3.4.3. Hromatografski uslovi

Mobilna faza: metanol : 0,1% mravlja kiselina u vodv);
Protok mobilne faze: 200L/min;

Temperatura kolone: 50 °C;

Temperatura uzorka: 10 °C;

Injektovana zapremina J4L.

3.4.4. Uslovi za masenu detekciju

Napon na jonskom izvoru 4000 V;

Temperatura ispariva 300 °C;

Temperatura kapilare 300 °C;

Pritisak linearnog gasa nasa50 jedinicanits);

Pritisak kruznog gasa nasal0 jedinicaynits);

Primenjena je HESI jonizacijdlgated electron spray ionizatipo pozitivnom modu, a
detekcija analita je vr3ena pemjem molekulskih [M+H]jona u SIM modu $ingl ion

monitoring.
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3.4.5. Kompjuterski programi

MembranePlus

MarvinSketch 4.1ChemAxon, Mdarskg.

3.4.6. Priprema rastvora

Rastvor fosfatnog pufera pH 7 (20mM)

Odmeri se 1,167 g natrijum-dihidrogenfosfata (Mag, - HO) i 3,093 g natrijum-
hidrogenfosfata (N&IPQ, - 7HO) i rastvori u odmernom sudu od 1000 mL u vodi.

Nakon rastvaranja odmerni sud se dopuni do crtewod
Rastvor DMSO (5%)

50 g DMSO rastvori se u odmernom sudu od 1000 méastvoru fosfatnog pufera pH

7. Odmerni sud se dopuni do crte rastvorom fostamdera pH 7.

Rastvor lecitina (1%)

100 mg lecitina se prenese u odmerni sud od 10 raktvori u dodekanu. Odmerni sud

se dopuni do crte.

Osnovni rastvori ispitivanih jedinjenja (100M)

Odmeri se t&no masa koja odgovara 10 mM ispitivanog jedinjepj@nese u odmerni
sud od 10 mL i rastvori u 7 mL DMSO. Odmerni suddepuni do crte 5% rastvorom
DMSO.

Radna razblazenja ispitivanih jedinjenja (100)

U odmerni sud od 10 mL prenese se po 1@#novnog rastvora ispitivanih jedinjenja
(200QuM) i sud dopuni 5% rastvorom DMSO u fosfatnom pufairu7,4 do oznake.
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3.4.7. lzvodenje PAMPA eksperimenata

Ispitivanje permeabilnosti izvedeno je na mikro&ttionim pl@dama sa 96 odeljaka
MultiScreed™ HTS izratenih od hidrofobne polivinilidenfluoridne (PVDF) mérane
sa porama dijametra 0,48m. Svaki odeljak donorske @e impregnira se sa fiL
rastvora lecitina u dodekariuostavi 60 min do potpunog isparavanja rastard)
svaki odeljak akceptorske e, automatskom pipetom se prenese po B0G%
rastvora DMSO i poklopi donorskom glam, ¢ime se stvara PAMPA sendviU
odeljke donorske pte automatskom pipetom se prenese @00 radnog razblazenja
ispitivanih jedinjenja (10QM). Ispitivanje permeabilnosti za svaku supstareuSeno

je u triplikatu.

Da bi se spr@lo isparavanje PAMPA donorska mikrotitraciona qaose prekriva
odgovarajdim poklopcem Inkubacija traje 20 sati na sobnoj temperaturi, ineganja.
Po zavrSetku eksperimenta mikrotitracione ¢plose razdvajaju, a koncentracije
ispitivanih jedinjenja u donorskim i akceptorskimedjcima se odruju primenom LC-
MS-MS metode, porenjem dobijenih povrSina pikova posle 20 h sa poaria

pikova u nultom vremenug,tza svako ispitivano jedinjenje.

Dobijene vrednosti se koriste za igmaavanje retencije propiofenonskih derivata u
membrani (%R), parametara permeabilnosti kroz mambr (G (t)/Cp(0) %) i
koeficijenta permeabilnosti P primenom jedn&na:

_ S0V, G
Co(0)  V, C,(0)

2303V, { v, ] [ {VﬁVD ) CA(t)}
P=- Jlog|1- :
A=t )LV, +V, V,(1-R) | C,(0)

gde su: X — zapremina akceptorskeelije, Vp — zapremina donorskéelije, A —

povrSina membrane t — vreme inkubacijgs — vreme postizanja ravnoteznih uslova.
Vreme za koje se postignu ravnotezni uslovi, odoostabilizacija uspostavljenog
gradijenta jedinjenja iznd@ donorske i akceptorskelije je kratko u odnosu na vreme

inkubacije i iznosi oko 20 minuta (202).
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3.4.8. Simulacija permeabilnosti u ratunarskom programu

MembranePlus

Hemijske strukture pripremljene su u programlarvinSketch4.1, snimljene pod
ekstenzijom sdf i kopirane u progravitembranePlusZa izvatenje simulacija kori&ni
su prorguni za osnovne fizko-hemijske parametre izlanate poméu ADMET

Predictormodula koji je sastavni dddembranePlugprograma.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. Sinteza Sest propiofenonskih derivata iz grupe

halkona

U prvoj fazi sinteze, aldolnom kondenzacijom (GdaisSchmidtovom kondenzacijom) u
prisustvu relativno jake baze (60% NaOH) iz 2-hkdiacetofenona i mono- ili
disupstituisanih benzaldehida dobijaju se mono- dikupstituisani 2hidroksi-1,3-

difenil-2-propenoni (Slika 22).

0 H

0 R

R4 R4 L Rz
CHs  60% NaOH ‘ ‘
4 ——-—

Ra OH OH R4 Rs,

Rs 2-hidroksiacetofenon mono- i disupstituisani

mono- i disupstituisani 2-hidroksi halkon
benzaldehid

Slika 22. Sinteza mono- i disupstituisanih halkona

Hemijska struktura novosintetisanih halkona predgaa je u Tabeli 3.
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Tabela 3. Strukturne formule sintetisanih mono- i disupssitamih 1-(2-hidroksifenil)-

3-fenil-2-propen-1-ona

0o Ry
(U710
OH Ry Rs
Jedinjenje R1 R2 R3 R4
1MF -H -F -H -H
1MCH3 -H -CH; -H -H
100CH; -OCH;s -H -H -H
1PCF; -H -H -CR -H
H2,60CHj3 -OCH; -H -H -OCH;
H4F2CH; -CHj3 -H -F -H

Bazno katalizovana aldolna kondenzacija koja séj@aa sobnoj temperaturi (25 °C) u
vodeno-etanolnom rastvoru kao proizvod daje sa@mos izomer a,p-nezasienog
ketona, §to je potdeno NMR spektroskopijom™l NMR Jyini 1 = 15-16). Enonska
struktura u molekulu halkona (Tabela 3) koja poyezdva benzenova prstena
predstavlja kombinovanu hromoforu koja uslovljavaatdhromno pomeranje
apsorpcionih maksimuma benzena prema vidljivoj stbl@pektra te su dobijeni
halkonski proizvodi zuto obojeni. Enonska struktwramolekulu halkonaini ova
jedinjenja hemijski nestabilnim i zato se nakontese i préiScavanja morajwuvati

zaStteni od svetlosti i kiseonika.

Struktura sintetisanih jedinjenja je patena snimanjem NMR spektara (Prilog).

Spektralni podaci za sintetisane halkone su:

IMF  (CisH1oFOy):  (E)-3-(3-fluorofenil)-1-(2-hidroksifenil)2-  propen-@n, Zut
kristalan prasak; prinos: %R (ATR) (cm'l): v = 1644,8; 1583,5; 1486,3; 1449.4;
1439,4; 1367; 1346,7; 1319; 1288; 1221,4; 114702316; 1001; 968,8; 860,9; 847;
801,5; 750,9; 663,3'H NMR data (5, ppm):12,72 (s, 1H), 7,93 (dd, 1H;=B,20,
%=1,60), 7,90 (d, 1H, J=15,40), 7,67 (d, 1H, J=15,4456-7,26 (m, 4H, ArH), 7,18-
6,91 (m, 3H, ArH);**C NMR data (5, ppm):193,45; 165,52; 163,63; 160,61; 143,91;
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143,86; 136,90; 136,63; 130,68; 130,51; 129,661,212 124,74, 121,37; 119,88,
118,93; 118,68; 117,93; 117,51, 114,84; 114E8-MS: [M-H] " m/z 241,067.

IMCH3 (CieH1302):  (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-m-tolil-2-propen-1-on, Zut iktalan
prasak; prinos: %R (ATR) (cm™): 3015,3; 2919,4; 1641,6; 1573,8; 1485,7; 1439,8;
1362,8; 1234,2; 1200; 1154; 1026; 973,6; 858,4; §89,1; 665,1'H NMR data (3,
ppm): 12,85 (s, 1H), 7,94 (d, 1H, J=15,80), 7,96 (dd, &<7,86, J=1,68), 7,68 (d,
1H, J=15,20), 7,54-7,46 (m, 1H, ArH), 7,37-6,91 @Hi, ArH), 2,41 (s, 3H)}*C NMR
data (8, ppm):193,80; 163,61; 145,71; 138,74; 136,36; 134,54,881129,67; 129,22;
128,93; 125,98; 120,02; 119,84, 118,82; 118,6@B@ESI-MS: [M-H] " m/z 237,093.

100CH3(Cy6H1303):  (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(2-metoksifenil) 2-propen-Ivp Zut
kristalan praSak; prinos: R (ATR) (cm'l): 1637,1; 1599,4; 1570; 14872; 1463,2;
1338,9; 1301,8; 1250D; 1161,4; 1107,8; 1022,7; 865,5; 804,2; 726,7, &6 NMR
data (6, ppm): 12,97 (s, 1H), 8,27 (d, 1H, J=15,80), 7,95 (dd, 4=8,00, J=1,80),
7,82 (d, 1H, J=15,60), 7,65 (dd, 1H73,40, J=1,80), 7,50-7,36 (m, 2H, ArH), 7,04-
6,90 (m, 4H, ArH), 3,94 (s, 3H)*C NMR data (5, ppm):194,29; 163,56; 159,01;
141,13; 136,16; 132,22; 129,69; 129,62; 123,54;,M20120,68; 120,15; 118,75;
118,51; 111,27; 55,5&SI-MS: [M-H] “m/z 253,088.

1PCR;(Cy16H11F302):  (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(4-(trifluorometil)fenil)-2oropen-1-on,
7ut kristalan prasak; prinos: 25,584R, (ATR) (cm™): 3438,9; 1645,1; 1586,1; 1205,6;
1154,7; 1487,1; 1443,4; 1341,9; 1315,5; 1287; 1A19037,1; 971,7; 864,8; 757,4;
648,3;"HNMR (5, ppm): 12,65 (s, 1H, -OH), 7,94 (m, 2H, ArH=6, B)78-7,67 (m,
5H,ArH:2, 3, 5, 6, a), 7,55 (t, 1H, J=8, ArH: 4)08 (d, 1H, J=8, ArH: 3), 6,99 (t, 1H,
J=8, ArH: 5); ®CNMR (5, ppm): 193,34; 163,71; 143,31; 136,76; 129,67;,828
126,02; 125,98; 122,58; 119,87; 118,99; 118E3-MS: [M-H] m/z 290,095.

H2,60CH; (Ci7H1604): (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(2,6-dimeoksifenil)-2-propel-on.

Zut kristalan praSak; prinos: 86.729% (ATR) (cm-1): 3015,3; 1636,5; 1575,5;
1258,2; 1481,6; 1320,8; 1195,9; 1155,2; 1016,2;B66INMR (5, ppm): 12,46 (s, 1H,
-OH), 8,42 (d, 1H, J=16, b), 8,16 (d, 1H, J=16,%92 (d, 1H, J=8, ArH: 6), 7,49(t,

86



1H, J=8 ArH: 4), 7,34(t, 1H, J=8 ArH: 5), 7,02 (H, J=8, ArH: 3), 6,94(t, 1H, J=7,6,
ArH: 4), 6,61(d, 2H, J=8, ArH:3 i5), 3,94 (s, 6HCH3); BCNMR (8, ppm): 195,44;
163,57; 160,63; 136,46; 135,78; 132,05; 129,79;,7122120,54; 118,59; 118,43;
112,82; 103,82; 55,9€&SI-MS: [M-H] " m/z 282,900.

H4F2CH3(Ci6H13FOy):  (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(4-fluoro-2-metilfenil)- Propen-1-
on, Zut kristalan prasak; prinos: 93,15%R (ATR) (cm™): 3015,3; 1636,5; 1575,5;
1258,2; 1481,6; 1320,8; 1195,9; 1155,2; 1016,2; B66INMR (5, ppm): 12,79 (s, 1H,
-OH), 7,92 (d, 1H, J=8, ArH: 6), 7,71 (d, 1H, J#8H: 4), 7,54 (d, 1H, J=16, a), 7,26
(s, 1H, ArH: 3), 7,05 (d, 1H, J=8, ArH: 6), 6,988,(m, 4H,ArH:3, 3, 5, 5), 2,50(s,
3H, -CH3); *CNMR (5, ppm): 193,60; 163,66; 141,85; 136,42; 129,90; 629
128,64; 128,55; 120,93; 120,00; 118,87; 118,96;94;7117,63; 113,78; 113,56; 19,96;
ESI-MS: [M+H]" m/z 254,900.

4.2. Rezultati eksperimentalnog odrdivanja

lipofilnosti

Lipofilnost je odrelena za 18 priopiofenonskih derivata koji su prerrak&urnoj

slicnosti podeljeni u dve grupe: halkonsku i propafeskon U okviru halkonske grupe
odrdena je lipofilnost Sest ranije sintetisanih i Sesvosintetisanih halkona. U okviru
propafenonske grupe odena je lipofilnost Sest ranije sintetisanih dervptopafenona

I sam propafenon kdeadmolekul.

4.2.1. Rezultati odredivanja lipofilnosti halkona
Lipofilnost halkonacije su strukturne formule prikazane na Slici 23 eddrana je

primenom RP HPLC metode pféemu stacionarnu fazu predstavlja C18 modifikovani

silikagel.
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1PF o)

(E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-hidroksifenil)-2- propen-@a (E)-3-(3-fluorofenil)-1-(2-hidroksifenil)-2- propen-an

10F 0 1POH o

(E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(4-hidraksifenil)-2-propen-1-on

1MOH o 100H

(E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(3-hidroksifenil)-2-propeh-on

1PCH3 (0] 1MCH3 o

CHj

(E)-1-(2-hidroksifenil)-3p-tolil-2-propen-1-on (E)-1-(2-hidroksifenil)-3m-tolil-2-propen-1-on

10CH3 (0] 100CH3 O

(B)-1-(2-hidroksifenil)-3e-tolil-2-propen-1-on (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(2-metoksifenil)-2-propendn
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10CF3 ] 10CI 0]

(E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(2-trifluorometilfenil)-2-pppen-1-on
(E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(2-hlorofenil)-2-propen-1ro

Slika 23. Strukturne formule ispitivanih halkona

Kod C-18 stacionarne faze na povrSini postoje nefikogane silanolne grupe koje
interaguju sa molekulima organskih modifikatoranmbilne faze (vodokine veze,
dipol-dipol interakcije). Mogénost uspostavljanja ovih interakcija zavisi od
elektronskih svojstava i mognosti graenja vodoninih veza upotrebljenog organskog
modifikatora (203). U nizu organskih modifikatorajikse koriste u odid#vanju Log ky
pokazalo se da metanol ima najmanju elucionut ma oktadecil-modifikovanom
silikagelu, kao i najmanju néosorpcije te je shodno tome i karh u radu. Da bi
ispitali uticaj sastava mobilne faze na retenagdimjenja variran je zapreminski udeo
metanola kao organskog modifikatora. Za svaki odmeganol/voda (75:25; 70:30;
65:35; 60:40 i 55:45 (v/v)), HPLC sistem je prethodkondicioniran u trajanju od 30
minuta, a zatim su injektovani pripremljeni metamotastvori ispitivanih halkona i
standardnih jedinjenja. Za svako ispitivano jedijgezabelezeno je retenciono vreme

(t), i za svaki sastav mobilne faze retenciono vresstvaraa, b.
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Tabela 4.Retenciono vreme ispitivanih halkona

[0) 0,75 0,70 0,65 0,60 0,555
to 0,791 0,812 0,829 0,823 0,842
tr

1PF 5,511 7,797 13,125 23,810 45,623
1IMF 6,107 8,780 14,986 27,333 51,243
10F 6,626 9,797 16,975 31,287 59,437
1POH 6,643 10,498 19,755 40,286 84,043
1MOH 9,370 14,458 26,504 51,128 100,000
100H 2,817 3,861 6,099 10,336 18,300
1PCH3 8,575 13,317 24,089 45,408 87,089
1IMCH3 2,575 3,448 5,286 8,650 14,683
10CH3 9,443 14,881 27,330 52,630 103,092
100CH3 2,976 3,906 5,158 8,717 14,000
10CF3 5,785 9,465 15,346 28,715 54,549
10ClI 8,137 14,192 23,452 45,259 94,713

Dobijeni rezultati (Tabela 4) pokazuju da retendgaitivanih jedinjenja opada sa
povetanjem udela organske komponente u mobilnoj fazurézinosti ti to izracunate
su vrednosti faktora kapaciteta k, kao i logariteensvrednosti Log k, prema
jedna&inama:
k= (t-to)/to,

Log k = log (tto)/to
gde jet, retenciono vreme ispitivane supstanck,ratenciono vreme rastvaia
Primenom linearne regresije ispitana je zavisnadtijenih Log k vrednosti od udela
organskog rastvaga u mobilnoj fazi ¢).

Log k = Log ky, +be
gde je Log ki odse&ak pravep nagib prave, ® udeo organske komponente u mobilnoj

fazi.
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Parametar lipofilnosti Log Kk odreien je ekstrapolacijom dobijenih zavisnosti na 0%
zapreminskog udela metanola tj. dobijena je vredntaktora kapaciteta za
hromatografski sistem u kome bi mobilnu fazu pradgla voda. U tabeli 5 prikazane

su Log k vrednosti ispitivanih halkona.

Tabela 5.Vrednosti Log k ispitivanih halkona

Jedinjenje Log ky Jedinjenje Log Ky
1PF 4,365 1PCH3 4,849
1IMF 4,427 IMCH3 3,628
10F 4,455 10CH3 4,999
1POH 5,127 100CH3 3,281

1MOH 4,963 10CF3 4,565
100H 3,849 10CI 4,976

Log ky vrednosti dobijene ekstrapolacijom ne zavise od prirode msga komponente,
posto one predstavljaju retencijwistoj vodi. Takae, pored nespecinih interakcija
ispitivanih supstanci sa funkcionalnim grupama war§ini upotrebljene stacionarne
faze, na retenciju u zdajnoj meri uttu jake specitine interakcije izméu ispitivanih
jedinjenja i komponenata mobilne faze (npr. momst grdenja vodoninih veza
povetava rastvorljivost jedinjenja u mobilnoj fazi i osljava slabiju retenciju). Razit
stepen interakcija ispitivanih jedinjenja sa staelmom, odnosno mobilnom fazom pri
upotrebi raziitih organskih rastvata utie na razlike u Log k vrednostima, a time i na
Log ky vrednosti. Da bi se odredile Log P vrednosti igaitih halkona, pod istim
hromatografskim uslovima odtene su Log k vrednosti pet standardnih supstanci koje
su hemijski skne halkonima (Tabela 6). Vrednosti Log P odabrastéindardnih

jedinjenja su preuzete iz literature.
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Tabela 6.Struktura standardnih jedinjenja hemijskésih halkonima

strukturne formule standardnih supstanci

H3C
TR CHs
HsC

HO St1 mentol

/O /CHz

OH

HO St2 eugenol St3 2-hidroksi benzaldehid
OH

o cl cl

Cl Cl

HO Cl
St4 4-hidroksi benzaldehid St5 pentahlorofenol

Log P odabranih standardnih jedinjenja je:

St1 (2-izopropil-5-metilcikloheksanol; mentol); Log P3:31
St2 (2-metoksi-4alilfenol; eugenol); Log P = 2,99

St3 (2-hidroksi benzaldehid; salicilaldehid); Log R©7
St4 (4-hidroksibenzaldehid); Log P = 0,94

St5(2,3,4,5,6 pentahlorofenol); Log P = 5,01 (203).

Eksperimentalno oddene vrednosti retencije i Logykstandardnih
prikazane u Tabeli 7.

jedinjenja su
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Tabela 7.Retenciono vreme i Log,kstandardnih jedinjenja

0] 0,75 0,70 0,65 0,60 0,55
to 0,791 0,812 0,829 0,832 0,824
t
Stl 2,459 3,360 4,884 7,413 11,812
St2 1,627 1,970 2,535 3,418 4,734
St3 1,803 2,046 2,493 2,898 3,586
St4 1,044 1,071 1,122 1,189 1,283
St5 3,720 5,086 7,392 11,220 17,879
Log kv
Stl St2 St3 St4 NT
3,311 2,467 1,667 0,381 NT

NT-nije testirano

Odreiene Log k vrednosti za standardne supstance su korelisameedaostima Log
P. Linearnom regresijom konstruisana je standakdma:

Log P = 0,839 Log k+ 0,689; r’=0,9923, S.E.=0,154
Na osnovu dobijene linearne jedimee i odrelenih Log k, vrednosti, izréunate su Log
Pexp vrednosti ispitivanih halkona (Tabela 8).
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Tabela 8.Vrednosti Log P halkona dobijene eksperimentalputem i raztitim

racunskim postupcima

jedinjenje Log Pexp |CLOQ P|Log Pyanin | ALOGPs | ACLogP | AB/LOGP
1PF 4,30 4,10 4,43 3,94 3,27 3,76
IMF 4,35 4,10 4,43 3,95 3,27 3,76
10F 4.47 4,10 4,43 4,02 3,27 3,76
1POH 3,44 3,29 4,01 3,23 2,91 3,09
1MOH 3,54 3,29 4,01 3,23 2,91 3,09
100H 3,62 3,29 4,01 3,23 2,91 3,09
1PCH3 4,85 4,46 4,76 4,00 3,52 4,12
IMCH3 4,88 4,46 4,76 3,98 3,52 4,12
10CH3 4,75 4,46 4,76 4,00 3,562 4,12
100CH3 4,28 3,88 4,04 3,94 3,10 3,67
10CF3 4,98 4,84 5,17 4,30 3,97 4,67
10CI 4,89 4,67 4,81 4,24 3,82 4,28
jedinjenje miLogP ALOGP | MLOGP | KOWWIN | XLOGP2 | XLOGP3
1PF 3,91 3,64 4,05 4,15 4,03 3,99
IMF 3,89 3,64 4,05 4,15 4,03 3,99
10F 3,69 3,64 4,05 4,15 4,03 3,99
1POH 3,27 3,17 3,09 3,47 3,04 3,53
1IMOH 3,25 3,17 3,09 3,47 3,04 3,53
100H 3,51 3,17 3,09 3,47 3,04 3,53
1PCH3 4,20 3,92 3,91 4,50 4,31 4,25
IMCH3 3,97 3,92 3,91 4,50 4,31 4,25
10CH3 4,18 3,92 3,91 4,50 4,31 4,25
100CH3 3,58 3,42 3,34 4,04 3,79 3,86
10CF3 4,42 4,38 4,54 4,92 4,80 4,77
10ClI 4,20 4,10 4,18 4,60 4,40 4,51
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Eksperimentalno oddene Log Pvrednosti ispitivanih halkona nalaze se u opsegu od
3,44 (halkorlPOH) do 4,98 (halkoriOCF3). Halkon1OCF3 u orto polozaju prstena
B ima trifluorometil grupu koja je u nizu uvedendlkil, oksialkil i halo grupa,
najlipofilnija i najvoluminoznija grupar0,847 i Vv = 39,800 A) (203). Supstitucijom
vodonikovih atoma metil grupe (Vv = 21,300 A) atomai fluora povéava se
voluminoznost i sterni efekti, Sto & na geometriju molekula. Prisustvo hlor@no
poloZaju prstena B (halkdtOCIl) ne menja geometriju molekule, alidgina lipofilnost

i elektronsku gustinu. Doprinos hlora lipofilnogtalkona je manji u podenju sa
trifluorometil grupom, ali daleko & u poreienju sa metil, metoksi i fluoro grupama
(203), pa je halkoriOCI lipofilniji od svih ostalih halkona (osiOCF3). Doprinos
metil grupe lipofilnosti halkona (halkodiOCH3, IMCH3 i 1PCH3J) zavisi od njenog
poloZaja u prstenu B i najviSe je izrazena kadagél grupa umetapoloZaju prstena B
(203). Supstitucija vodonika fluorom koji imari++o (halkoni 10F, 1MF i 1PFH
povetava lipofilnost (203). S obzirom na elektronegabishF, moglo bi sedkivati da
je C-F fragment molekula ghe polarizabilnosti kao C-O ili C-N fragmenti i ja
dobar akceptor vodonika (Sto d¢eina grdenje intra ili inter molekulskih vodorinih
veza) ali, za razliku od C-heteroatom fragmen&sa fragment je loS akceptor
vodonika, pa je njegov doprinos lipofilnosti halkowei u poretenju sa metoksi
grupom (halkorlOOCH3) (203).

Halkoni sa dve fenolne grupe u strukturi (halkd@OH, 1IMOH i 1POH) imaju nize
Log P vrednosti jer prisustvo fenolne grupe neponolutice na lipofilnost halkona.
Lipofilnost halkona se smanjuje u zavisnosti odogala fenolne grupe u prstenu B.
Najmanije lipofilan je halkorlPOH sa fenolnom grupom para poloZaju prstena B.
Prisustvo fenolne grupe para polozaju omogéava konjugaciju elektronskog para
fenolne grupe sa fenopropenonskim sistemom, Stee¢pwa kiselost vodonikovog
atoma para fenolne grupe koja lako gradi vodone veze i doprinosi povanju
hidrofilnosti halkonalPOH. Fenolne grupe wrto i meta polozajima ne stupaju u

konjugaciju pa je time kiselost njihovih H atomanjza

Brojna istrazivanja su pokazala statiktiznatajnu vezu izméu retencionih parametara

(Log k) serije srodnih supstanci dobijenih primenom remerfazne hromatografije i
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kompjuterski izrdunatih Log Pvrednosti (203). Da bi se ustanovilo da li definisa
hromatografski sistem moze da se upotrebi za dgbijgparametara koji opisuju
lipofilnost, Log P vrednosti dobijene eksperimentad putem su upodene sa
izracunatim Log Pvrednostima, dobijenim primenom radiih teorijskih algoritama
(zasnovanih na razitim metodama fragmentacije) koji su inkorporirankomercijalne
softvere (CLog P, Log W2nin, ALOGPs, ACLogP, AB/LogP, miLogP, ALOGP,
MLOGP, KOWWIN, XLOGP2 and XLOGP3) (203) (Tabela 9).

U Tabeli 9date su jednane koje opisuju zavisnost izrte eksperimentalno odienih i

izracunatih Log Pvrednosti i odgovaraju statisttki parametri.

Tabela 9.Jednéine korelacije izméu eksperimetnalne i teorijskih vrednosti za Log P

ispitivanih halkona

I-Og F)exp: a LOg Piheoretical + b

a b r r? F p-value
CLogP 1,0060 0,2598 0,9845 0,9693 316,0[7/420,2903
LogPvarvin 1,3040 | -1,5005] 0,9151 0,8374  50,75/76 0,0992
ALOGPs 1,3728 -0,906¢ 0,9463 0,895 85,6300 0,144
ACLogP 1,4658 -0,5222 0,9217 0,849 56,4512 0,442

AB/LogP 1,0649 0,3222 0,9689 0,9387 153,10440,3508
miLogP 1,3555 | -0,8417 0,9298 0,8646 63,8428 0,2273
ALOGP 1,3460 -0,5830 0,9471 0,8970 87,0991 0,2994
MLOGP 0,9984 0,6011 0,8755% 0,7665 32,8181 0,3850
KOWWIN 1,1327 -0,3495 0,9807 0,961y 251,3155 0,2697
6
3

4
5

XLOGP2 0,9234 0,7358 0,9786 0,957 225,94910,0129
XLOGP3 13322 | -1,0163 0,9414 0,886 77,9913 0,1278

Rezultati u Tabeli 9 ukazuju da Log Wednosti izrdunate upotrebom razliih

algoritama u razitom stepenu koreliSu sa eksperimentalno dobijem@dnostima.

Iz dobijenih rezultata moze se zakifu da je najbolja korelacija (r=koeficijent
korelacije) postignuta sa ClogP vrednostimadaretim pomoéu programa ChemOffice
(r= 0,9845), dok je najmanja korealcija postignatavrednostima Log P dobijenim

koris&¢enjem programa ChemAxon (r= 0,9151), Sto ukazujaldaritam inkorporiran u

96



program ChemOffice moze da se primeni zacunavanje Log P vrednostitidroksi

halkonaciji je prsten B mon@rto, metaili para supstituisan.

4.2.2. Rezultati eksperimentalnog odrdivanja koeficijenata

distribucije za propafenonske analoge

Ppropafenonski analozi (Slika 24) su organske h@e&undarni amini) koje su u
vodenom rastvoru delirmo jonizovane tj. za razliku od halkona oni se aiofoSkim

uslovima (pH 7,4) pojavljuju u dva oblika: molekkitsn i jonizovanom obliku.

Jonizovani oblik je rastvorljiv u vodi, ne difund@ukroz dvoslojnu lipidnu membranu i
preko jonske veze interaguje sa aminokiselinskitaasa na receptorskom mestu.
Molekulski, nejonizovan oblik je nerastvoran u vadodgovoran je za prolaz kroz
membranu. U organizmu postoji ravnoteZza jonizovaraigika koji obezbéuje

rastvorljivost i vezivanje za receptorsko mestoejonizovanog koji je odgovoran za

transport kroz bioloSke membrane.

U radu je opisno eksperimentalno atlvanje distribucionog koeficijenta propafenona i

6 propafenonskih analoga. Ispitivani propafenoaskilozi su prikazani na slici 24.
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propafenon, pKa=9,47
O

CH
0 3
O/\/\ N N
H 1-[2-(2-hidroksi-3-propilamino-propoksi)-fenil]-

OH propan-1-on

3-(2-fluorofenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamino
-propoksi)-fenil]-propan-1-on

5CF3, pKa=9,45
O FsC

o/\D/\N/\/CHB
H
OH

3-(2-trifluorometilfenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propdmino
-propoksi)-fenil]-propan-1-on

5PF, pKa=9,47
o F

O/\D/\N/\/CHS
H
OH

3-(4-fluorofenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamino
-propoksi)-fenil]-propan-1-on

50Cl, pKa=9,44

50CHS3, pKa=9,48 (O H3C

O Cl

(0]

3-(2-hlorofenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamino
-propoksi)-fenil]-propan-1-on

OH

3-(2-metilfenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamino
-propoksi)-fenil]-propan-1-on

5PCH3, pKa=9,49

3-(4-metilfenil)-1-[2-(2-hidroksi-3-propilamino
-propoksi)-fenil]-propan-1-on

Slika 24. Strukturne formule ispitivanih propafenonskih aug

Kako je reakcija disocijacije ravnotezan processtwaljenost odréenog oblika

propafenonskih analoga, a time i njihova raspokiribucioni koeficijent, D) izméu

dva rastvaréa zavisée od njihove pKvrednosti i pH sredine.

[nejonizovani oblik!L Wt + [jonizovani bk ]
-oktano

1-oktanol

D= — —
[nejonizovani obllk]voda

+ [jonizovanblik] v

oda
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Distribucioni koeficijenti su odi@ni primenom modifikovane metode &kanja
(shake-flask Ispitivano jedinjenje se dodaje u balon, u koseevé nalaze odréene
zapremine dva rastvaia koji se ne meSaju: 1-oktanol i pufer pH = 7,4o0Kaganski
rastvaré koriris¢en je 1-oktanol koji ima osam hidrofobnih ugljeniito atoma i jednu
hidrofilnu primarnu alkoholnu grupu i dobro oponassiove koji vladaju u bioloskim
membranama (lipidni sloj membrane). Rezultati dafijsa ovim rastvatem su
najblizi onima koji se dobijaju in vivo uslovima. Pufer pH = 7,4 odgovara uslovima
koji vladaju u krvnoj plazmi.

Nakon izvalenjashake-flaskmetode odréene su koncentracije propafenona i analoga
RP HPLC metodom. Stacionarnu fazu u RP HPLC sistainio je silikagel
modifikovan oktadecilsilil grupama, dok je kao mlahki faza korien dvokomponentni

sistem: voda/ metanol i voda/acetonitril u zapreskiim odnosima 80/20 (v/v).

Dobijeni rezultati retencionih vremena i povrSinkgya za ispitivane rastvore prikazani
su u tabelama 10 11.
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Tabela 10.Retenciona vremena, povrsina pikova, D i Log Dowaesti za sistem

metanol/voda 20/80 (v/v)

jedinjenje | retenciono Al A2 Al-A2 D Log D
vreme (mAUS) | (mAUS) | (mAUS)
tr (min)
propafenon 3,06 1073,9 67,70 1579,[7 23,33 1,3
5PF 2,92 643,05 15,75 627,3 39,83 1,60
50F 3,03 1478,85 38,50 1440,3b 37,41 1,5[7
5CF3 3,42 1424,85 7,25 1417.,6 195,53 2,29
50CH3 3,56 1000,7 17,30 983,4 56,84 1,75
5PCH3 3,75 619,55 22,00 597,5% 27,16 1,48
50CI 3,61 1454,25 14,20 1440,06 101,41 2,01

Al-povrsina pika jedinjenja u polaznom puferovanastvoru

A2-povrSina pika jedinjenja zaostalog u vodenonjusi@kon mudkanja

A1-A2 -razlika proporcionalna povrsini pika jedinja zaostalog u 1-oktanolu
D-distribucioni koeficijent, D=(A1-A2)/A2

Tabela 11. Retenciona vremena,
acetonitril/'voda 20/80 (v/v)

povrSina pikova, D i Log Bdwosti za sistem

jedinjenje | retenciono Al A2 Al-A2 D Log D
vreme (mAUS) | (mAUS) | (mAUS)
tr (min)
propafenon 2,71 1400,6 56,7 1343,9 23,70 1,37
5PF 2,38 479,1 13,4 465,7 34,75 1,54
50F 2,47 1192,2 37,9 1154,3 30,46 1,48
5CF3 2,67 1169,7 7,6 1162,1 152,91 2,18
50CH3 2,78 867,5 11,4 856,1 75,1( 1,88
5PCHS3 2,86 561,8 8,3 553,5 66,69 1,82
50CI 2,77 1169,7 11,4 1158,3 101,60 2,01

Al-povrSina pika jedinjenja u polaznom puferovanastvoru

A2-povrSina pika jedinjenja zaostalog u vodenonjusi@kon muakanja

A1-A2 -razlika proporcionalna povrSini pika jedinja zaostalog u 1-oktanolu
D-distribucioni koeficijent, D=(A1-A2)/A2
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Odabrani organski modifikatori pripadaju r&#im grupama Snyder-ovog trougla i
odlikuju se razBiitim osobinama. Acetonitril je aprdétii rastvard koji ne ostvaruje
vodoniine veze, ima slabu solvatacionu, alkweluacionu mé (S= 3,1) od metanola
koji je protiéni rastvard, gradi vodonine veze i dipol interakcije, ali mu je eluaciona
mo¢ slabija od acetonitrilaY= 3,0) (eluacione ni odnose se na RP-C18 stacionarnu
fazu). Navedene razlike organskih modifikatora alecsu na razlike u dobijenim
vrednostima retencionih parametara ispitivanih rjggija, a time i na rezultate u
odretivanju vrednosti distribucionog koeficijenta D (Tedh 12).

Tabela 12. Vrednosti Log D propafenonskih analoga dobijenenpnom programa
MarvinSkech.

jedinjenje Log Dexp1 Log Dexp2 Log Dwmarvin
propafenon 1,37 1,37 0,88
SPF 1,60 1,54 1,02
50F 1,57 1,48 1,02
5CF3 2,29 2,18 1,77
50CH3 1,75 1,88 1,35
5PCH3 1,43 1,82 1,35
50CI 2,01 2,01 1,40

Koris¢enjem programskog paketgarvin Sketchlmodifikovna metoda Viswanadhana
saradnika) (204)zatunate su Log D vrednosti za ispitivana jedinjenfakiela 12) i
korelisane sa eksperimentalno atineim vrednostima za oba hromatografska sistema
(Tabela 10 i 11). Razlika u vrednostima koeficifenkorelacije (Tabela 13) za sistem
MeOH/voda (=0,8493) i ACN/voda rE€0,9781) se moze pripisati ragtim osobinama
organskih modifikatora koje uslovljavaju ra#e interakcije do kojih dolazi tokom
hromatografskog procesa izthe rastvarda i ispitivanih jedinjenja, kao i iznde

organske komponente mobilne faze i stacionarne faze
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Tabela 13.Jedndine korelacije izméu eksperimetnalnih i teorijskih vrednosti za Log
D ispitivanih propafenonskih derivata.

Log Dexy= a Log Dyanin + b
a b r r? F p-value
Log Dexp- 0,7739 | -0,0732] 0,7046 0,8394 11,9235 0,858
Log Dexy’ 0,9673 | -0,4468 0,939Z 0,9791 77,2111 0,071

QO

\°.}

Bez obzira na razlike u vrednostima korelacionikfi@jenata moze se zakditi da se
modifikovana metoda Viswanadhana, kojaigoritam inkorporiran u prograidarvin
SketchmoZe primeniti za izkanavanje Log D vrednosti propafenona i njegovih

analoga.

4.3. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti

propiofenonskih derivata

4.3.1. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti deriv ata
halkona

Antimikrobna aktivnost propiofenonskih derivata ifapa je bujon-mikrodilucionom
metodom na osam standardnih laboratorijskih sofedaoorganizama: 6 sojeva Gram-
pozitivnih bakterija iicrococcus luteugATCC 4698), Micrococcus flavus(ATCC
10240), Staphylococcus aureugATCC 2593), Staphylococcus epidermidigATCC
12228), Enterococcus faecali$ATCC 29212),Bacillus subtilis(ATCC 6633)) i dva
soja Gram-negativnih bakterij&lebsiella pneumoniaéNCIMB 9111), Pseudomonas
aeruginosa(ATCC 27853). Radi jednostavnijeg updireanja antimikrobne aktivnosti,

ispitivana jedinjenja su podeljena u dve grupeppfenonsku i halkonsku (Slika 25).
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OPSTA FORMULA HALKONSKE GRUPE JEDINJENJA

OPSTA FORMULA PROPAFENONSKE GRUPE JEDINJENJA

%
Sl
Ry %VO/

OH

Slika 25. Opste formule dve grupe ispitivanih jedinjenja

4.3.1.1. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti deriv ata halkona prema

Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama

Rezultati antibakterijske aktivnosti halkona prigazsu u tabeli 14 kao MIK vrednosti

izrazene u mM.
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Tabela 14.Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ispanih halkona na standardnim sojevima Gram pozii i Gram negativnih

bakterija
MIK (mM)
Halkoni/
sojevi 1PF | 1IMF | 10F | 1IPOH| 1MOH | 100H| 1PCH3| 1MCH3| 10CH3| 100CH3| 10CF3 | 10CI
bakterija
Gram pozitivne bakterije
S.aureus | 0,515| 0,515| 0,515| 0,052 0,052 0,052]  1,05( 1,050 1,050 0,983 0,428 830,4
S. epidermidig 0,258 | 0,515 0,258| 0,052 0,052 0,052 1,050 1,050 1,050 0,983 0,428 830,4
B. subtilis | 0,515| 0,515| 0,515| 0,052 0,052 0,052 1,050 1,050 1,050 0,983 0,8|55 830,4
M. luteus | 0,515| 0,515| 0,515| 0,104 | 0,104 0,104 1,05( 1,050 1,050 0,983 0,8‘55 660,9
M. flavus | 0,515| 0,515 0,515| 0,104 | 0,104 0,104 1,050 1,050 1,050 0,983 0,8(55 830,4
E. faecalis | 1,030| 1,030| 1,030| 0,104 | 0,104 0,104 2,100 2,100 2,100 1,966 0,8(55 660,9
Gram negativne bakterije
K. pneumoniage 1,030| 1,030| 1,030| 0,104 | 0,104 0,104 1,05( 1,050 1,050 0,983 0,8(55 660,9
P. aeruginosg 1,030| 1,030| 1,030| 0,104 | 0,104 0,104 1,05( 1,050 1,050 0,983 0,8{55 660,9
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Rezultati u Tabeli 14 pokazuju da halkoni pokazaptimikrobnu aktivnost prema
standardnim bakterijskim sojevima. Aktivnost u akvove grupe jedinjenja kie se u
opsegu od 0,052 mM (halkoni iz grupe difendROH, 1IMOH i 100H) do 2,1 mM
(halkoni iz grupe metil halkonbkOCH3, IMCH3 i 1PCH3).

Vedu osetljivost pokazali su sojevi Gram pozitivnibkteija, dok su Gram negativne
bakterije manje osetljive. Dobijeni rezultati moge tumditi razlikama u grdi
¢elijskog zida Gram pozitivnih i Gram negativnih berja. Grata ¢elijskog zida Gram
pozitivnih bakterija je relativno jednostavnacini ga polisaharid peptidoglikan i
teihoikna kiselina (polimer od oko 30 ostataka glicerdb8fata) koji su méusobno
povezani u mrezastu strukturu. Gram negativne bgktémaju lipopolisaharide,
lipoproteine i fosfolipide koji¢ine spoljaSnjucelijsku membranu i koja zajedno sa
peptidoglikanom gradi celijski zid. Lipopolisaharidi powsavaju negativno
naelektrisanje spoljaSnje membranéine je nepropustljivom za difuziju hidrofobnih
molekula. Peptidoglikanski sloj je tanji u pdemju sa peptidoglikanskim slojem Gram
pozitivnih bakterija, ali dovoljno debeo da dopsngaiini celijskog zida Gram

negativnih bakterija.

Aktivnost ispitivanih halkona je manja u pdemju sa derivatima propafenona, Sto se
moze objasniti njihovim nespegcifiim delovanjem. Ako se izdvoje najaktivniji
difenolni halkoni (1POH, 1MOH i 100H), red aktiviibsiglavnom prati redosled

elektronegativnosti supstituenata uvedenih u teaiirbenzenov prsten (Slika 25):

S. aureus 1POH=1MOH=100H >10CF3> 10CI| > 1PF=1MF=10F > 10QCH
>1PCH3 =1MCH3 =10CH3

S. epidermidis 1IPOH=1MOH=100H > 1PF=30F > 10CF3 > 10CIl > 1MF >
100CH3 >1PCH3 =1MCH3 =10CH3

B. subtilis: 1POH=1MOH=100H > 10CI| >1PF=2MF=30F > 10CF3 > 10QGCH
>1PCH3 =1MCH3 =10CH3

M. luteus 1IPOH=1MOH=100H > 1PF=1MF=10F > 10CF3 > 10Cl > 10GCH
1PCH3 =1MCH3 =10CH3

105



M. flavus 1POH=1MOH=100H > 10Cl| > 1PF=2MF=30F > 10CF3 > 1TH3 >
1PCH3 =1MCH3 =10CH3

E. faecalis 1IPOH=1MOH=100H > 10CF3 > 10Cl| > 1PF=2MF=30F >QiCH3 >
1PCH3 =1MCH3 =10CH3

K. pneumoniaelPOH=1MOH=100H > 10CF3 > 10C| > 100CH3 > 1PF=2a6F
>1PCH3 =1MCH3 =10CH3

P. aeruginosalPOH=1MOH=100H > 10CF3 > 10Cl| > 100CH3 > 1PF=214E&F
> 1PCH3 =1MCH3 =10CH3

lako najhidrofilnija, difenolna jedinjenja iz halkeke grupe izdvajaju se kao
najaktivnija (1POH,1LMOH i 100H). \t& osetljivost na difenole pokazala su tri soja
Gram pozitivnih bakterijaS. aureus, S. epidermidB, subtilis.Antimikrobna aktivhost
monofluoridnih halkona (MIK od 0,258 do 1,030 mM@ jmanja u pokEnju sa
difenolnim jedinjenjima. Aktivnostorto-trifluorometil halkona (10OCF3) iorto-
hlorovanog (10CI) je slabija od fluoriranih halkosto se mozZe objasniti razlikama u
sternim efektima ovih grupa u pdenju sa fluoro grupom. Umerenu antimikrobnu
aktivnost pokazuje i halkon sa metoksi grupoorto poloZaju terminalnogenzenovog
prstena B (MIKoocnz0d 0,983 do 1,966 mM ). Slabu antimikrobnu aktstnpokazali
su halkoniciji su terminalni benzenovi prstenovi supstituisamétil grupom uorto,
metaili parapolozajima (MIK od 1,05 do 2,10 mM). Rezultati ispanja antimikrobne
aktivnosti halkona su u skladu sa rezultatima dtasavedenih studija na idegim
bakterijskim ATCC sojevima. Antimikrobna aktivnadifenolnih i fluoriranih derivata

prema ispitivanim ATCC sojevima je bolja od litamato navedenih podataka (205).

4.3.1.2. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti halkona prema MRSA

sojevima

Meticilin rezistentanStaphylococcus aureudRSA) je jedna od na&g&ih bakterija
koja izaziva brojne boltke (hospital acquiredHA-MRSA) ali i vanbolnéke infekcije
(community acquired CA-MRSA). Terapija infekcija izazvanih MRSA sojma
predstavlja zn&jan problem u svakodnevnoj klkij praksi. MRSA ohino dovodi do
infekcija koze, infekcija respiratornog i urogeiiag trakta, ali i do osteomijelitisa,

endokarditisa i septikemije (206).
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Ranije ispitivanje aktivnosti halkona na ekspregigha MRSA sojeva je pokazalo da
halkoni dovode do promena u ekspresiji gena povezmbiosintezondelijskog zida i
posledéno do lizecelija (207, 208).

MRSA sojevi pokazuju rezistenciju rfalaktamske antibiotike, naé@o na meticilin i
oksacilin. U novije vreme uena je pojava rezistencije i na druge antibiotixeput

vankomicina, koji se uobajeno koriste u terapiji stafilokoknih infekcija0@).

U izvedenoj studiji ispitivanja antimikrobne aktosti propiofenonskih derivata prema
MRSA sojevima ukljdgeno je ukupno 7 izolovanih MRSA sojeva. Kao korarol
koristen je standardni soj MRSA ATCC 43300.

Za sve ispitivane izolate MRSA sojeva izvrSenagactipska identifikacija. Klirgiki
izolati MRSA su identifikovani PCR metodom detekaij nuc gena (gen za
termonukleazu), koji je spedifin za vrstuS. aureus med gena, koji je specifan za
MRSA. Svi sojevi, korieni u ispitivanju antimikrobne aktivnosti, su biozitivni na
nuc i med@ gen. Smatra se da MRSA sojevi S@€cl, I, i Il tipa predstavljaju
bolnicke sojeve (HA-MRSA), a da S@aeclV i V tipovi predstavljaju vanbolrtke
sojeve (CA-MRSA) (209, 210, 211). Botki i vanbolniki sojevi se, osim po genskoj
strukturi, m@usobno razlikuju i po osetljivosti na antibiotikévémioterapeutike, kao i
po bolestima koje izazivaju. Boliki sojevi su epidemioloSki definisani kao MRSA
sojevi izolovani kod hospitalizovanih bolesnika i@ilo izolovanih bolnikih i
vanbolntkih MRSA sojeva prikazano je u Tabeli 1). Osetlgvaspitivanin MRSA
sojeva na komercijalno dostupne antibiotike prikezge u Tabeli 15. MRSA sojevi su
ozn&eni brojevima: 3, 5, 6, 8, 10, 12 13.
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Tabela 15.0setljivost ispitivanih MRSA sojeva na komercijaldostupne antibiotike

Oznaka
soja/antibiotic

3

5

6

8

10

12

13

Amikacin

Gentamicin

Kanamicin

Tobramicin

A | W O

Netilmicin

Streptomicin

Trimetoprim-
Sulfametoksazol

w A »n D A O X

n 0w 0O ™ O O O”

nl o 0 w B v n

»n T »nl o B B ®

1| B »w| B B B D

nl 1| » o B B ®

Teikoplanin

Vankomicin

Linkomicin

Klindamicin

Eritromicin

Klaritromicin

Azitromicin

Spiramicin

Pristinamicin

Kvinupristin-
dalfopristin

0w w A A A O A O 0O O

0w w n A A O 0O O O o

0wl »n un A B B v 0 nl un

nl nl v VO O BV vl v n m

wl wnl A B A O BT I 0l n

wl n B A A D T B n n

0l n 0 B T D 0 0O n n

Fusidinska kiselina

Linezolid

Nitrofurantoin

Ciprofloksacin

Rifampin

Tetraciklin

Doksiciklin

A I O A w»nl wn T

Minociklin

Hloramfenikol

Py

wl O o™ B v B n n ©

0wl 0l n n wn B nl n »

T Ol » B 1 A n nl A

produkcija Beta-
laktamaza

+ Ol O 0O W O A O O O

+

Tl 0 v n v VO o n v

Tl o v B v on o

o

o

+
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S- osetljiv — verovatn@a uspeha terapije je visoka nakon primene dapénih doza

antibiotika, datih na uobajeni n&in;

R- rezistentan - nikada se ne primenjuje u terapgiz obzira na dozu, terapija je

neuspesna.

I- intermedijarno (umereno) osetljiv —magwspeh terapije ako se antibiotik daje u

maksimalnim koncentracijama i pareneteralnim putem.

Tabela 16.Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti hafla i odréenih antibiotika

na rast MRSA sojeva

b?/(l)?gc')oj\a 3 5 6 8 10 12 13| ATCC 43300
halkonska grupa MIK ( pg/ml)
1PF 62,5/ 31,2| 62,5 >50D 31,2 >500 | 31,2 31,2
1PCH3 31,2 31,2| 6254 >500 250 >500 | 250 250
1PCF3 250 | 250 | 500| 500 500 500 500 500
1CF3 78| 39 78| 7.8 7,8 15,6 3,9 3,9
10CL 3,9 3,9 3,9 7,8 15,6 7,8 3,9 3,9
10F 7,8 7,8 156| 62,% 156 125 15,6 15,6
10CH3 31,2 156| 31,2) 500 31,2 500 250 250
4F2CH3 500 | 250 500| >500 500 >500 | 500 500
2,60CH3 156| 7.8 78| 31,2 156 125 15,6 15,6
1,20CH3 3,9 7,8 15,6| 15,4 62,5 31,2 7,8 7,8
antibiotici
ciprofloksacin 1,00 | 0,50| 0,23 16,00 16,00 0,25 NT
ceftriakson 32,00 32,00 64,00 32,00 64,00 | 32,00 NT
gentamicin 2,00 | 2,00 0,50 256,0 64,00 4,00 NT

NT-nije testirano
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Efekat ispitivanih halkona na MRSA sojeve je slabij odnosu na propafenonske
derivate. MIK vrednosti za halkone krese u opsegu od 13 do 190 tj. 3,9 do 500
pug/ml. Halkoni 1PF, 1PCH3 i 4F2CH3 imali su MIK >50Qug/ml. Bolju aktivhost su
pokazaliorto mono iorto disupstituisani 2hidroksi halkoni u pordenju sgparamono i
orto-, para- disupstituisanim halkonima. Najbolju aktivnost taruhalkonske grupe
pokazala su jedinjenje sa hloro i trifluorometiugama uorto polozaju terminalnog
benzenovog prstena, 10Cl i 10CF3 (MIK od 13 dou0tj. od 3,9 do 125ug/mL).
Aktivnost orto fluoriranog halkona je nesto manja (MIK od 32 &22M tj. od 7,8 do
125 ug/mL). Uvadenje metoksi ili metil grupa arto polozaj terminalnog benzenovog
prstena dodatno smanjuje aktivhost. Kako se kodstkupnata uorto polozaju
elektronski efekti ne mogu odvojeno posmatrati tetrsh moze se zakliti da je
inhibitorni efekatorto mono iorto disupstituisanih halkona u korelaciji sa promenom
sterno/elektronskih efekata koji su definiséBwain-Lupton konstantom F (212).

Vrednosti F konstante prikazane su u Tabeli 17.

Tabela 17.VrednostiSwain-Lupton konstante za odgovarajde supstituente

supstituent F
-F 0,45
-CF3 0,38
-Cl 0,47
-OCH3 0,29
-CH3 0,01

Ocigledno da kombinovani uticaj sterno/elektronskiiekéa grupa uorto polozZaju
terminalnog benzenovog prstena doprinosi razlikanektivnosti 2-hidroksi halkona.
Para supstituisani derivati (1PF i 1PCH3 i 1PCF3) skgmali slabiju aktivhost odrto

supstituisanih (MIK od 31,2 do preko 5@@/ml), dok jeorto, paradisupstituisani 2

hidroksi halkon 4F2CH3 pokazao nalslabiji inhibitobefekat (MIK > 500ug/mL).

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 16 mozeadjwiti da najveéu osetljivost
pokazuju dva bolgka soja 3i5 (MIK3 od 1 do 500g/mL, MIK5 od 1 do 25Qug/mL)

dok je najmanje osetljiv vanboliki soj 8.
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4.3.1.3. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti novosintetisanih halkona

na rast klini¢kih izolata Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aerugino$a vazan oportunistki patogen i vodé uzroenik bolnickih

infekcija (213, 214) kod imunokompromitovanih osafesobe sa opekotinama (215,
216), na hemioterapiji (217), kod kojih je izvrSetransplantacija organa (218) i
bolesnika sa cisthom fibrozom). U bolnikoj sredini se povremeno mogu javiti
viSestruko rezistentni sojevi kao uznici pneumonija (219). Velika otpornost ove
Gram negativne bakterije pripisuje se veoma slabapustljivosti spoljaSnje membrane
(¢ak 12-100 puta manje propustljiva od membr&neoli) (220).U terapiji se najeke

primenjuju karbenicilin, ureidopenicilini, cefalamni trece generacije, imipenem.

U sprovedenoj studiji ispitivanja antimikrobne a&kibsti propiofenonskih derivata
prema klintkim izolatimaP. aeruginosabilo je ukljwteno ukupno 11 sojeva. Rezultati
dobijeni u ovoj studiji su u skladu sa literaturnpmdacima (14, 221, 222 ).

Dobijeni rezultati antimikrobne aktivnosti prikazau u Tabeli 18.
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Tabela 18.Rezultati antimikrobne aktivnosti novosintetisahdikona prema kligkim

izolatimaP. aeruginosa

P. aeruginos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
broj soja
jedinjenje MIK (pg/ml)
10F >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C
1PF >1000, >1000 =>1000 =>1000 >10pO >10P0 >1pOO >1000 >1000 =1000 =1000
1CF3 >1000, >1000 =>1000 =>1000 =>10p0O >10P0 >1pOO >1000 >1000 1000 =1000
1PCH: >100( | >100(C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100(
10CL >1000| >100Qq >1000 =>100p >10p0 >10p0 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000
10CH: >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C | >100C

Rezultati ukazuju da je aktivnost jedinjenja hakde® grupe slaba, dobijene MIK
vrednosti prelaze 10Q@/ml (od 3,42 mM za 1CF3 do 4,44 mM za fluoriraaékbne).

4.3.1.4. Analiza antimikrobne aktivnosti halkona

lako mehanizam antibakterijskog dejstva halkonae nij potpunosti

pretpostavlja se da halkoni

izazivaju Gcstge

razjasnjen

integriteta ¢elijske membrane

mikroorganizama i da razlta osetljivost pojedinih sojeva mikroorganizama na

citotoksiéno dejstvo halkona pd@e od razlike u mehanizmu destrukcigelijske

membrane (223). DosadaSiSARstudije su pokazale da halkoni svoju antimikrobnu

aktivnost ispoljavaju zahvaljugu prisustvu hidroksilnih grupa (mada nije uteno

kako njihov broj i polozaj ute na aktivnost) (29)d,p- nezasienog karbonilnog niza u

molekulu koji reaguje sa sulfhidrilnim grupama enaii drugih proteina (30). Halkoni,

takade, ispoljavaju svoje dejstvo vezivanjem za DNK raidiganizama, ali je pokazano

da DNK ne predstavlja glavni ciljni molekul njihogyantracelularnog dejstva (223).

Da bi se odredio deo strukture odgovoran za dejstwspostavila korelacija iznde

strukture i antibakterijske aktivnosti ispitivariilalkona izvedena j@SARanaliza.
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U cilju dobijanja pouzdanih i validnilQSARmodela MIK vrednosti su prevedene u
negativne logaritamske vrednogtng(1/MIK) koje su dalje kori&ne uQSARanalizi.
Primenom ANOVA testa potieno je da ne postoji statidti znatajna razlika
(verovatngéa p=0,651; véa od 0,05) u osetljivosti ispitivanih bakterijskiiojeva na
halkone.lako je ANOVA test pokazao da ne postoji za@a razlika u osetljivosti
sojevauradena je statistka analiza i za Gram pozitivne i za Gram negathaleerije.

U cilju definisanjaQSARmodela izdvojene su dve grupe po 5 deskriptora:

a) Deskriptori koji opisuju vodonik donorske osabiinnkcionalnih grupa u jedinjenju;

b) Deskriptori koji definiSu kiselost fenolske geip

a) Desktiptori koji opisuju vodonik donorske osobire funkcionalnih grupa u

jedinjenju

Desktiptori koji opisuju vodonik donorske osobinekcionalnih grupa u jedinjenju su
zn&ajni jer funkcionalne grupe sa ovim osobinant@sivuju u grdenju vodonine
veze i povéavaju kiselost 2fenolske grupe koja u velikoj meri doprinosi akibsti.
Neki od odabranih deskriptora su elektrotopolo&skdiptori Electrotopological state
descriptor$ i definiSu elektronsko okruzenje svakog atomakmptte od elektronskih
svojstava posmatranog atoma i uticaja drugih atommelekuli.

Pet statistiki najznaajnijih deskriptora su predstavljeni u Tabeli 19.

Tabela 19. Pet molekulskih deskriptora koji najbolje koreli&a log (1/MIK)

vrednostima halkona prema Gram pozitivnim i Gramatienim bakterijskim sojevima

Gram-pozitivni bakterijski sojevi Gram-negativni bakterijski sojevi
Deskriptor Koeficijent Deskriptor Koeficijent
determinacije determinacije
(R%) (R%)
ETA_dEpsilon_D 0,970 MLFER_A 0,997
SHBd 0,929 SsOH 0,996
SHsOH 0,929 SHBd 0,994
MLFER_A 0,922 SHsOH 0,994
SsOH 0,918 ETA_dEpsilon_D 0,989
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ETA_dEpsilon_D(Extended topochemical atom descriptmpoloski deskriptor koji
prikazuje uticaj donora vodamih veza;

SHBd-elektrotopoloski deskriptor jakih donora vodomh veza;

SHsOH-zbir elektrotopoloskih indeksa vodonikovih atomid Qrupa;

MLFER_A- ukupna kiselost analita koja paiod vodonikovih atoma;

SsOH-zbir elektrotopoloSkih indeksa OH grupa.

Na osnovu dobijenih rezultata iZtmate su regresione jedivee i odgovarajci

koeficijenti korelacije (Tabela 20).

Tabela 20. Korelacija log(1/MIC) sa odabranim deskriptorima odgovarajdi

koeficijenti determinacije

Koeficijent
Deskriptor deteraneizr)lacije Linearna regresiona jedn&ina
ETA _dEpsilon_D 0(,990 l0g(1/MICnean = 1,098ETA_dEpsilon_D 0,017
SHBd 0,961 log(1/MICean = 1,088SHBd +0,040
SHsOH 0,961 l0g(1/MICean = 1,088SHSOH +0,040
MLFER_A 0,956 log(1/MICnean = 1,018MLFER_A +0,055
SsOH 0,954 log(1/MICiean = 1,046SsOH +0,051

lako postoje zn@mjne razlike u aktivnosti ispitivanih halkona bbskpovezanost
odabranih deskriptora ukazuje da mehanizam angbigie aktivnosti ispitivanih
halkona ne pokazuje speé¢ifiost prema soju bakterijinonska grupa u strukturi
halkona (Slika 3) nagXe se smatra odgovornom za njihovu antimikrobnuakst jer

reaguje sa nukleofilima kao Sto su sulfidrilne gruelijskin proteina (3). Kako je
terminalni benzenov prsten (B)-Ridroksihalkona supstituisan ragtim grupama

(metil, metoksi hloro, fluoro, hidroksi) ztajan je uticaj elektrondonorskih i
elektroakceptorskih osobina supstituenata na elegku gustinu (elektrofilnost) 3-

ugljenikovog atoma enonske grupe (Slika 25) tjanamikrobnu aktivnost
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lako fenolske grupe u prstenu B svojim elektrondskion efektom smanjuju
elektropozitivnost beta-ugljenikovog atoma, halkatifenoli pokazali su najbolju
aktivnost. Neki autori su u svojim studijama poKazta mehanizam alkilovanja ne
zavisi od elektronske gustine maugljenikovom atomu (23) da se reaktivnost ka
alkilovanju sulfhidrilnin grupa jedinjenja struktw sliénih halkonima powé&ava
prisustvom OH grupa u prstenu B. Updugici aktivnosti halkona difenola (Tabela 14)
moze se zakliiti da polozaj fenolske grupe u prstenuddt¢, metaili para)ne utte na
antibakterijsku aktivnost. Do sghog zakljgka su doSli i drugi autori u svojim
studijama antibakterijske aktivnosti halkor(@24, 225). Izvedena)SAR analiza
antimikrobne aktivnosti halkona difenola pokazatadp indeks reaktivnosti grupa na
prstenu B nije pron#en kao zn&jan prediktor koji bi definisao aktivnost. lakodut na
promenu elektronske gustine u prstenu B supstituentutéu na elektrofilnost beta-
ugljenikovog atoma i reaktivhost enonske grupé, w&u na kiselost fenolske grupe u

poloZaju 2

Rezultati izvedeneQSAR analize ukazuju da su alternativni i komplemerntarn

mehanizmi odgovorni za antibakterijsku aktivnogitiganih 2'-hidroksi halkona.

b) Deskriptori koji definiSu kiselost fenolske grupe

2'-hidroksi-propiofenononske strukture mogu u voderastvorima da se ponaSaju kao
bidentatni ligandi i grade komplekse sa jonima faet&enolska grupa u polozaju 2
ostvaruje kovalentnu vezu, dok karbonilna grupananostvaruje koordinativhu vezu.
Dosadasnja istrazivanja u kojima su pifavane konformacije polifenolskih jedinjenja,
strukturno sknih 2'-hidroksihalkonima, pokazala su da je stee@wfa konformera sa
najmanjim sadrZzajem potencijalne energije ddjun faktor za grdenje kompleksa sa

jonima metala u vodi kao medijumu (226).

U daljoj QSARanalizi odabrani su deskriptori koji definiSu Kt fenolske grupe.
Poveanjem Kkiselosti fenolske grupa olakSana je depeatijpm a time i grédenje
kompleksa, Sto je bitno za antimikrobnu aktivn&strmiranje helatnih kompleksa moze

da promeni funkcionalnost bakterijskih metalopnagein situ formirani kompleks sa
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slobodnim intracelularnim jonima metala (npr. ¥gmoze uticati na elektronsku
gustinu i delokalizaciju elektrona u molekutime se moze povati elektrofilnost
halkona (halkonskog kompleksa) i reaktivnost uaeihju SH grupa.

Molekulski deskriptori koji definiSu kiselost ferside grupe su prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Pet molekulskih desktriptora koji definiSu kiseloenolske grupe i

korelacija sa odnosom log (1/MIK) vrednosti Grangasvnih i Gram-pozitivnih

bakterija
Koeficijent
Deskriptor deterrgizr;acije Linearna regresiona jedn&ina
apol ()(,870 Ratio=-0,966apol + 1,714

WA .polar 0,717 Ratio= -0,944WA.polar +1,670
WlambdaZ2.eneg 0,709 Ratio= 0,708Wlambda2.eneg 6,977

Wnu2.eneg 0,693 Ratio= 0,676Wnu2.eneg 6,985

WA.unity 0,674 Ratio=-0,920WA.unity +1,677

apol-zbir polarizabilnosti atoma ispitivanog jedinjenj&ljucuju¢i i atome vodonika,
WA .polar(Indirektni WHIM; Weighted Holistic Invariant Molecular descriptdrs
geometrijski deskriptor koji je normiran atomskooigrizabilnogu;
Wlambda2.eneg(Direktni WHIM); geometrijski deskriptor koji jpormiran atomskom
elektronegativnadu;

Wnu2.eneg(Direktni WHIM); geometrijski deskriptor koji je ammiran atomskom
elektronegativnadu;

WA.unity-(Indirektni WHIM) predstavlja geometrijski deskigp koji je normiran

molekulskom masom ispitivanog jedinjenja.

Rezultati su pokazali da se pdéaajem polarnosti halkona osetljivost Gram negativni
bakterija povéava, dok povéanje elektronegativnosti umanjuje efikasnost hadkon
prema Gram negativnim sojevima. Péama polarnost ide u prilodinjenici da

prisustvo lipopolisaharidnog omeét u spoljasnjoj membrani Gram negativnih
bakterija, s jedne strane, i transporta posredayginima, s druge strane, olakSava

prodiranje hidrofilnijih molekula u unutraSnjoéelije. Povéanje elektronegativnosti
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usporava ili spréava prolaz krozelijsku membranu Gram-negativnih bakterija jer se
javljaju odbojne sile sa negativho naelektrisanipopolisaharidima u spoljasnjoj

membrani.

Primenom genetskog algoritma racionalizovan je degkriptora i sveden na dva koja

pokazuju najbolju korelaciju sa antimikrobnom akt&u halkona.

10g(L/MI Crnean) = - (0,050 % 0,0113po0l + (1,545 + 0,0595HBd + (1,128 + 0,432)
R=0,995FR = 0,990F = 448,66
tap0| = '4,564 (p = 0,00llSHBd: 26,067 (p < 0,0ol)intercep[: 2,608 (p = 0,03)

Rezultati QSAR analize ispitivanih 2'-hidroksihalkona mogu se Bath na sledé
nasin:

» antibakterijska aktivnost zavisi od vodonik-dosioh osobina fenolske grupe u
poloZaju 2 prstena A. Pov@&nje kiselosti 2'-hidroksihalkona pdava antibakterijsku
aktivnost;

« uvadenje fenolskih grupa u prsten B, uprkos njihovirakélondonorskim osobinama,
doprinosi antimikrobnoj aktivnosti, nezavisno odgiajaorto, metaili para;

» polarnost halkona kao i njihova elektronegatitngsi od velikog zn#ja za
osetljivost Gram negativnih bakterija prema halkoaj

» pored tiolne alkilacije mehanizam antibakterijs&ktivnosti halkona uklj¢uje i

gradenje helatnih kompleksa koji ujedno mogu biti igratijalni alkilujuti agensi.

Strukturno jednostavni 2'-hidroksi halkoni pred§gu molekule sa obivajutim

antibakterijskim potencijalom koji se izveden@®ARstudijom moze poboljsati.
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4.3.2. Rezultati ispitivanja  antimikrobne  aktivnosti

propafenonskih derivata

4.3.2.1. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti propafenonskih derivata

prema Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama

Rezultati antibakterijske aktivnosti propafenonskiérivata prikazani su u Tabeli 22

kao MIK vrednosti izrazene u mM.
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Tabela 22.Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti pré@aona i propafenonskih derivata na standardnimevéoa Gram pozitivnih i

Gram negativnih bakterija

MIK (mM)

Propafenonski analozi/

sojevi bakterija 50CH3 5PCH3 5PF 50F 50CL 5CF3 propafenon

Gram pozitivhe bakterije

S. aureus 0,160 0,320 0,318 0,159 0,305 0,280 >1,330
S. epidermidis 0,160 0,320 0,318 0,079 0,305 0,280 >1,330
B. subtilis 0,160 0,320 0,318 0,159 0,305 0,280 1,330
M. luteus 0,160 0,320 0,318 0,079 0,305 0,280 1,330
E. faecalis 0,640 0,640 0,635 0,635 0,610 0,560 >1,330

Gram negativne bakterije

K. pneumonia 0,640 0,640 0,635 0,635 0,610 0,280 >1,330

P. aeruginosa 0,640 0,640 0,635 0,635 0,610 0,560 >1,330
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Jedinjenja propafenonske grupe pokazala su botjmemnobnu aktivnost prema Gram
pozitivnim i Gram negativnim bakterijama u odnosa lmalkone. Kao i kod halkona,
vecu osetljivost pokazali su sojevi Gram pozitivnihkteija. Vrednosti MIK za ovu
grupu jedinjenja kr&u se u opsegu od 0,079 mM aeto fluorirani derivat50F do
0,640 mM za metilovane derivatéCH3 i 5PCH3), dok je propafenon katead

molekul u datoj grupi pokazao najslabiju antimiknabaktivnost (Tabela 22).

Ukoliko se uporede MIK vrednosti dobijene za prapain (kao odabratéad molekul)

I sintetisane analoge moze se konstatovati da gtvisusupstituenata na terminalnom
benzenovom prstenu pozitivno ddi na antimikrobnu aktivnost. Supstitucija
terminalnog benzenovog prstena p@aea lipofilnost molekula i doprinosi brzoj difuziji
kroz ¢elijsku membranu. Na osnovu rezultata iz Tabelen®Ze se napraviti opadaju

niz efikasnosti jedinjenja prema ispitivanim sojag:

S. aureus50F >50CH3>5CF3 >50CI > 5PF >5PCH3>propafenon

S. epidermidisbOF >50CH3>5CF3 >50CI > 5PF >5PCH3>propafenon
B. subtilis: 50F >50CH3>5CF3 >50CI > 5PF >5PCH3>propafenon

M. luteus 50F >50CH3>5CF3 >50CI > 5PF >5PCH3>propafenon

E. faecalis 5CF3 >50CI>50F =5PF >50CH3=5PCH3>propafenon

K. pneumoniae5CF3 >50CI>50F =5PF >50CH3=5PCH3>propafenon
P. aeruginosa5CF3 >50CI>50F =5PF >50CH3=5PCH3>propafenon

Supstitucijaorto poloZaja u terminalnom benzenovom prstenu promafgkih analoga
doprinosi antimikrobnom dejstvu prema sojevima Grpazitivnih bakterija, Sto se
moze objasniti pou@njem lipofilnosti molekula, ali i konformacionintgmenama. Sa
porastom voluminoznosti supstituenta anto poloZaju antimikrobna aktivnost se
smanjuje jer se smanjuje i brzina difuzije jedifpgekroz ¢elijsku membranu (vrednost
difuzionog koeficijenta opada redom od 0,65 do ,68Drto fluorirana jedinjenja
pokazala su se najaktivnijim prema n&ge broju sojeva, Sto je u skladu sa ranije
poznatoméinjenicom da uvdenje fluora u strukturu farmakoloSki aktivnih jedinja

poveava njihovu permeabilnost kréelijsku membranu (227, 228).
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Efikasnost jedinjenja prema Gram negativnim sojevibakterija zavisi ne samo od
sternih efekata supstituenata,cvieod elektronskih. Aktivnost raste sa péasjem
elektronegativnosti supstituenta. ddeelektronegativnost smanjuje elektronsku gustinu
u terminalnom benzenovom prstenu i om@apa bolju interakciju sa negativno
naelektrisanim lipopolisaharidima u spoljasnjoj nieami bakterijacime se olakSava

difuzija molekule u citozol.

Na osnovu dobijenih MIK vrednosti za propafenonskeloge moZe se zakijti da
medu Gram pozitivnim bakterijama najmanju osetljivpstkazuje sofE. faecalis,za
koji je poznato da je izuzetno otporan. Studije gmku da metabalke funkcije
Enterococus faecaligavise od homeostaze” Kona u¢eliji. Koncentracija K jona u
citozolu E. faecalisse krée od 0,4M do 0,6M i neophodna je za normadetfijski
metabolizam, neutralizaciju intracelularnih anjonaktivnost razkiitih enzima i

regulaciju pH vrednosti unutéelije (229).

4.3.2.2. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti propafenonskih derivata

na rast MRSA sojeva

Ispitivana jedinjenjgropafenonske grupesu ispoljila znéajnu antimikrobnu aktivnost
prema klinEkim izolatima MRSA kao i prema ispitivanom standeth ATCC soju u

odnosu na derivate halkona. Rezultati antimikrodkté/nosti su prikazani u Tabeli 23.
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Tabela 23.Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti profgenonskih derivata i oddenih antibiotika na rast MRSA sojeva

b?/(l)lj?ssc')aj\ a 3 5 6 8 10 12 13 ATCC 4330(
propafenonska grupa MIK ( pg/ml)
5 CF3 1 1 2 2 2 2 4 2
5 PF 1 4 8 16 16 8 1 16
SPCH3 8 32 32 32 32 32 32 64
5OF 16 16 16 16 32 32 16 32
5 OCH3 4 4 4 4 8 8 4 16
50CL 4 8 8 16 8 8 8 16
Propafenon 62,5 125 125 125 62,5 31,2 125 125
antibiotici
ciprofloksacin NT 1,00 0,50 0,25 16,00 16,00 0,25 NT
ceftriakson NT 32,00 32,00 64,00 32,00 64,00 32,0 NT
gentamicin NT 2,00 2,00 0,50 256,00 64,00 4,00 NT
NT-nije testirano

)
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Dobijene MIK vrednosti se kée u opsegu od 1 do 64g/ml (Tabela 23). Najizrazeniji
inhibitorni efekat na svih osam ispitivanih sojepakazalo je jedinjenje sa trifluorometil
grupom .= 39,808 (230) u orto poloZaju terminalnog benzenovog prstena. Vrednosti
MIK za dato jedinjenje su u opsegu od 2,24 do §86tj. od 1 do 4ug/mL Sto je u
granicama aktivnosti ispitivanog fluorohinolonskagtibiotika ciprofloksacina (MIK 0,25 do
16 pg/mL). Kako se smanjuje voluminoznost supstituenatarto polozaju terminalnog
benzenovog prstena smanjuje se i inhibitorna a@sympa su zabelezene MIK vrednosti kod
50CHS3 jedinjenja sa metil grupord = 21,304 (230) u orto poloZaju u opsegu od 10,24 do
40,96uM tj. od 4 do 16 ug/mL. Istu aktivnost pokazujerto hlorovano jedinjenje SOCM;=
1,75 A (231) (Tabela 23), dok je aktivnostrto fluoriranog molekula\(,= 1,47 & (253)
manja (MIK od 40,64 do 81,28M tj. od 16 do 32 ug/mL). Kod jedinjenja kod kojih je
terminalni benzenov prsten supstituisapara polozaju (5PF i 5PCH3) aktivhost opada sa
porastom voluminoznosti supstituenta, pa je akstpara fluoriranog derivata & (MIK od
2,54 do 40,64:M tj. od 1 do 16 ug/mL) u poréenju sapara metilovanim derivatom (MIK
od 20,48 do 81,92M tj. od 8 do 64ug/mL). Najslabiju aktivhost pokazao jead molekul
propafenon{;H= 1,40 A (231)) &ije su MIK vrednosti u opsegu od 83,13 do 332,560t].

od 31,2 do 12pg/mL.

Na osnovu dobijenih rezultata zakigno je da je broj osetljivih MRSA sojeva prema
propafenonskoj grupi ¥eu poretenju sa halkonskom grupom.

Osetljivost prema propafenonskim derivatima pokazai i dva vanboltka soja 6 i 8 kao i
bolnicki soj 13, koji je pokazao osetljivost i prema haikkim derivatima. Najmanje osetljiv
za obe grupe ispitivanih jedinjenja je vanbdknisoj 8. Osetljivost standardnog ATCC soja je
u opsegu osetljivosti izolovanin MRSA sojeva. Réatil dobijeni sa propafenonskim
analozima na vanbokkim sojevima su od velikog zdaja s obzirom da literaturni podaci

ukazuju na véu rezistenciju vanbolikih sojeva prema dostupnim antibioticima (232, 233)

4.3.2.3. Rezultati ispitivanja aktivnosti propafenonskih derivata na rast Klini¢kih

izolata Pseudomonas aeruginosa sojeva

Rezultati ukazuju da su ispitivani sojevi pokaza#icu osetljivost prema jedinjenjima
propafenonske grupe u odnosu na halkone. Aktivjedétjenja halkonske grupe bila je slaba,
dobijene MIK vrednosti su prelazile 10Q@/mL ( od 3,42 mM za 1CF3 do 4,44 mM za
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fluorirane halkone).

Rezultati antimikrobne aktigtio propafenonskih derivata prema
sojevimaP. aeruginosau prikazani u Tabeli 24 i 25.

Tabela 24 Rezultati antimikrobne aktivnosti propafenonsiderivata prema kligkim
izolatimaP. aeruginosaizrazeni kao MIK g/mL)

P. aeruginosa

5 6 8 9 10 11
broj soja
jedinjenje MIK (pg/mL)
50F 500 1000 1000 >1000 1000 1000 >1000 1000 10000 b 500
5CF3 500 500 500 1000 50( 500 1000 500 250 250 1
S5PF 100C 100C 100C 100C 100C 100C 100C 50C 50C 50C 50C
5PCH: 100C | 100c 100c 100c 100C | 100c 100c 100C | 100C | 50C 50C
50CH: >100C | >100C 100C >100C | 100C 100C >100C | 100C | 100C | 100C 100C
Propafenon >100 1000 >100D >1000 1000 1000 >1p0a006| 1000| 1000 1000
50CI >1000| >1000{ =>1000 >1000  10QO0 1000 >1000 500 0010 500 500

Tabela 25. Rezultati antimikrobne aktivnosti ispitivanih pefpnonskih derivata prema

sojevimaP. aeruginosai klini¢kim izolatima izrazeni kao MIK u mM

P. aeruginos 1 2 3 4 5 6 8 9 1C 11
broj soja
jedinjenje MIK (mM)
50F 1,27 2,54 2,54 | >2,54 | 2,54 2,54 | 32,54 | 2,54 2,54 1,27 1,27
5CF: 1,12 1,12 1,12 2,24 1,12 1,12 2,24 1,12 0,5¢€ 0,5¢€ 2,24
5PF 2,54 2,54 2,54 2,54 2,54 2,94 2,54 127 127 27 1, 1,27
5PCH3 256 | 256 2,56 2,56 256 256 256 256 256,28 | 1,28
50CH3 >2,56| >2,56 256 >256 2,56 286 >2|56 2,56,562 2,56 2,56
Propafenon >2,66 2,66 >2,66 >2,66 2,66 266 >2,6@,66>| 2,66 2,66 2,66
50CI >2,44 | 32,44 | 2,44 | 2,44 | 2,44 2,44 | 2,44 1,22 2,44 1,22 1,22

Ako se analizira aktivnost jedinjenja propafenongkepe prema sojevima izolata moze se
napraviti sledé niz opadajde efikasnosti:

Soj 1: 5CF3>50F>5PF>5PCH3. Propafenomrio hlorovani (50CI) iorto metilovani

(50CH3) derivati nisu pokazali aktivhost u ospegpitivanih koncentracija.
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Soj 2: 5CF3>50F=5PF>5PCH3>propafenddrto hlorovani (50CI) iorto metilovani
(50CH3) derivati nisu pokazali aktivhost u ospepitivanih koncentracija.

Soj 3: 5CF3>50F=5PF>5PCH3=50CHS3. Propafenamto hlorovani derivat (50CI) nisu
pokazali aktivnost u ospegu ispitivanih koncenjeaci

Soj 4: 5CF3>5PF=50F>5PCH3. Propafenororio halogenovani (50F, 50CI) orto
metilovani (5OCH3) derivati nisu pokazali aktivhasospegu ispitivanih koncentracija.

Soj 5: 5CF3>50CI>50F=5PF>5PCH3=50CH3>propafenon.

Soj 6: 5CF3>50CI>50F=5PF>5PCH3=50CH3>propafenon.

Soj 7: 5CF3>5PF>5PCH3, propafenownrto halogenovani 50F, 50CIarto metilovani
50CH3 derivati nisu pokazali aktivnost u ospegitiganih koncentracija.

Soj 8: 5CF3>50CI>5PF>50F>5PCH3=50CH3 propafen@pokazao aktivhost u ospegu
ispitivanih koncentracija.

Soj 9: 5CF3>5PF>50F>50CI|>5PCH3=50CH3>propafenon.

Soj 10: 5CF3>50CI>50F=5PF>5PCH3>50CH3>propafenon

Soj 11: 50CI>50F=5PF>5PCH3>5CF3>50CH3>propafenon.

Ako se porede elektronski efekti uvedenih supstiéte u terminalni benzenov prsten moze se
zakljwiti da supstituenti sa elektron akceptorskim osaftva (-F, -CF3, -Cl) doprinose
aktivnosti, dok je aktivnost slabija ako supstitupokazuje elektrondonorske efekte. Ngje
aktivnost prema svim sojevima (izuzetak soj 11dzah iz sputuma pacijenta) pokazalo je
jedinjenje sa trifluorometil grupom arto polozaju terminalnog benzenovog prstena (MIK
vrednosti 0,56 mM za sojeve 9 i 10 do 2,24 mM zg\weo 2, 4 i 11). Slabiju aktivnost
pokazali suorto i para mono fluorirani derivati (MIK vrednosti od 1,27 mib 2,54 mM).
Aktivnost slinu fluoriranim derivatima pokazao j@ito hlorovani derivat (MIK vrednosti od
1,22 mM do 2,44 mM) ali su sojevi 1, 2, 3, 4 i kamali rezistenciju prema ovom jedinjenju
kada je primenjeno u maksimalnoj ispitivanoj kortcaciji.

Uvodenje metil grupe wrto ili para polozaj terminalnog benzenovog prstena propafenona
umereno modifikuje njegovu aktivnost tako da jej lwsetljivih sojeva vé u poreienju sa
brojem sojeva osetljivih prema propafenonu. Svitigmni sojevi pokazali su osetljivost
prema 5PCH3 derivatypéra metilovanom) dok su sojevi 1, 2, 4 i 7 pokazaliiseenciju
premaorto metilovanom derivatu za maksimalnu ispitivanu lemteaciju.

Najvetu osteljivost su pokazali sojevi 5, 6, 9, 10 i bk su se kao najmanje osetljivi

pokazali sojevi 4i 7.
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4.3.2.4. Propafenonski derivati kao modulatori jonskih kanala (docking studije)

S obzirom da su propafenon i njegovi analozi maduildunkcije jonskih kanala izvedena je
in silico analiza molekulskog uklapanja (molekulsttocking kristalografskih struktura
zatvorenog (PDB 1J95) i otvorenog (PDB 3FB7) bajsiesg KcsA kanala i ispitivanih
jedinjenja primenom programutoDockVina 1.1.2.

Pozicioniranja jedinjenja u kanalu i energetsknigti vezivanja predstavljeni su u Tabeli 26
i na Slici 26.

Tabela 26. Energije vezivanja (kcal/mol) ispitivanih propaterskih analoga za zatvoreni
(PDB 1J95) i otvoreni (PDB 3FB7) bakterijski Kcsaral

jedinjenje zatvoreni K* kanala (PDB otvoreni K* kanala (PDB
1J95) 3FB7)
5PF -8,1 -7,2
50F -8,8 -7,3
5PCH3 -8,2 -7,2
50CH3 -8,0 -7,0
50CL -8,0 -7,1
5CF3 -8,9 -7,4
propafenon -8,0 -7,4

Vrednosti vezivnih energija koje se kee u opsegu od -8,0 do -8,9 (za zatvorenu
konformaciju kanala) i od -7,4 do -7,0 (za otvorémnformaciju) ukazuju da ispitivani

analozi (uklj@uju¢i i propafenon) pokazuju shn afinitet vezivanja za K kanal.

126



Slika 26. Molekulskidockingispitivanih jedinjenja u pori zatvorenog (plavo) i

otvorenog (zeleno) KcsA kanala.

Dockingeksperimenti su pokazali da se vezivno mesto feopaa i njegovih analoga nalazi

u pori kanala, ispod selektivnog filter&ini ga nekoliko kljgnih aminokiselinskih ostataka:
Thr'®, Ala”®, 11e'®, Phé® GIy*®* Thr%". Zbog konformacionih promenasubjedinica unutar

TM2 (234) izostaje hidrofobna interakcija centranaromattnog prstena propafenonskih

analoga i T’ ali se afinitet vezivanja ne gubide neznatnoj meri smanjuje (Tabela 26 i

Slika 27). Zaklj¢ak je da analozi propafenona intereaguju sa poranalk u oba njegova

stanja (aktivnom i u stanju mirovanja).
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Slika 27.Pozicioniranje i interakcije ispitivanih propaferskih derivata sa aminokiselinskim
ostacima izdvojene aminokiselinske sekvence zatog€¢crveno) i otvorenog (plavo

ljubicasto) KcsA kanala

U izvedenimdockingstudijama identifikovane su kljne interakcije:

* Interakcija karbonilne grupe (5PF, 50CH3, 5CF3, H0DGekundarne
alkoholne (50F, 5PCH3, 5CF3) i sekundarne aminper(bOF) sa THP
(vodonina veza);

« Hidrofobner-alkil interakcije svih 7 ispitivanih jedinjenja 3k’ preko oba
benzenova prstena (50CI derivat ostvaruje istirtiprakcije dodatno i preko
hloro grupe);

 Fluoro grupa 50F derivata ostvaruje elektroskatiinterakciju sa GR ali
samo sa zatvorenim kanalom. Isti tip interakcijevaxuju i tri fluorova atoma
5CF3 derivata sa Tht
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Analizom vrednosti vezivnih energija ispitivanihopafenonskih derivata i propafenona
konstatovano je darto fluorirani derivati (5CF3 i 50F) pokazuju &ieafinitet prema
vezivnom mestu u kanalu u odnosu na druge derivptepafenon (Bcrs= -8,90 kcal/mol,
Esor= -8,80 kcal/mol za zatvoren kanal tjsdes= -7,40 kcal/mol o= -7,30 kcal/mol za
otvoren kanal). Prisustvo elektronegativnog fluorarto polozaju povéava lipofilnostlead
molekule propafenona (Logp&hatenon= 3,46, Log Bor = 3,58, Log Bocrz= 4,31). VEi
radijus atoma fluora u patenju sa vodonikovim atomom (Vr = 1,47za fluor i Vr = 1,20

za vodonilj utice na duZinu C-F veze (C-F = 1,41 C-H = 1,09A), §to doprinosi polarnim
interakcijama sa aminokiselinskim ostatkom “Fhi pojatava hidrofobne interakcije
terminalnog benzenovog prstena sa’flel izdvojenoj aminokiselinskoj sekvenci zatvorenog
kanala tj. sa II€° i Phé® u izdvojenoj aminokiselinskoj sekvenci otvorenaanéla (Slika
27). Prisustvo fluoro grupe para poloZaju terminalnog benzenovog prstena orijentiSe
terminalni benzenov prsten u pori kanala tako darsedaljava od I€° jednea sujedinice
¢ime izostaje jedna od dominantnikalkil interakcija u oba konformaciona stanja kanal
(Slika 27).

Literaturni podaci ukazuju da se hlorovana jedijgdolje pozicioniraju u vezivnim mestima
koja su bogata aromatim aminokiselinskim ostacima poput fenilalaninatozina,
triptofana, histidina (235) Sto delitmo moze objasniti slabiji afinitet vezivanja 5O@rivata

na vezivnom mestu.

Sprovedenalocking studija je ukazala da je interakcija propafendmsimaloga sa jonskim

kanalima bakterija jedan od magju puteva njihovog antimikrobnog dejstva.

4.3.2.5. Interakcija propafenonskih derivata sa porinom Pseudomonas aeruginosa

(docking studija)

Kako bi se razjasnio modguput delovanja propafenonskih derivata izvedendgeking
studija sa kristalografskom strukturom OccK4 (raniOpdL) transportnog porina
Pseudomonas aerugino$:96).Za razliku od drugih Gram negativnih mikroorganizakoji
sadrze veliki broj nespeatfiih porinaPseudomonaspp. je jedinstven po prisustvu supstrat
specifenih porina(substrate-specific outer membran&roz ove porine odvija se transport
malih hidrofilnih molekula, hranljivih materija kejbakterija koristi za rast i funkcijtelije

(220, 222).Zbog prisustva supstrat speeifin porina spoljasnja membrana je visoko
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nepropustljiva za male, polarne molekule i otpon@adejstvo antibiotika (236 Speciféni
porini imaju stereospectina vezivha mesta za supstrat ali i energetski poedonformacije
koja olakSavaju ulazak strukturnocsiin molekula kroz najuzi deo porina (237). Ovakay v
olakSane resorpcije je zZtman kada je katina hranljivih materija u spoljasnjoj sredini
nedovoljna da zadovolji potrebe rasta i razumsghie i kada difuzija kroz nespeaifie porine
postane neefikasna. Vezivna mesta spagtii porina ne iskljguju mogu¥nost vezivanja
strukturno raztiitih molekula pa tako ovi porini pokazuju i neke odobina opstih porina
(238).

U spoljasnjoj membranPseudomonasadentifikovani su strukturno jednostavni supstrat-
specifeni kanali (porini) koji su proteinski monomeri izgeni od beta subjedinice sa tri

ekstracelularne petlje, od kojih dve ulaze u cémirgupljinu kanala (Slika 28).

\ eksracelularne
{ petlje ﬁ

/ )—/ \\ .' ekslratelqlarm prostor

ﬁj/ /"77 M

’}\

.;" "
opo
J
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Slika 28.PorinP. aeruginosa

(preuzeto sa http://opm.phar.umich.edu/protein.pdpi=2y0h)

Ovi kanali su poznati kao karboksilatni, voltazreoAasni kanali spoljaSnje membrane, Occ
porini (Outer membraneCarboxylateChanne). Na osnovu sub-supstratne speaifisti Occ
porini se mogu podeliti u dve podfamilije: OccD c€K. Pored supstratne speéifosti ovi
porini se razlikuju i po jonskoj selektivnosti. @xgorini su katjon selektivni, dok se OccK
porini mogu smatrati jon neselektivnim (239). Oci@filija transmembranskih proteina ima
11 ¢lanova od kojih su 10 strukturno okarakterisanihifgktura ovih porina je ista, svi su
monomeri sa osamnaestostrukim heliksom koji forntiemsmembranski porin &jem se
lumenu nalaze aminokiseline zagne za prepoznavanje i transport supstrata (38ja
Amplitude provodljivosti ovih kanala su malog iliesinjeg intenziteta. Karakteri&tio je da

se ovi porini mogu r@a u dva ili tri otvorena stanja (240).
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ekstracelularni prostor

periplazmatski prostor
Slika 29.Bocni presek kroz OccK kanal u ravni lipidnog dvosldjeegativno naelektrisane
aminokiseline su obojene crvenom bojom, dok sutpzi naelektrisane aminokiseline
obojene plavom bojom. Wava se prisustvo pozitivho naelektrisanih amindkis&ih

ostataka u aminokiselinskom nizu koji vodi ka sydéw@nala i od suzenja kanala (240).

Pozitivno naelektrisani aminokiselinski niz koji diodo suZenja porina odgovoran je za
selektivnost i specifnost porina kod wene ¢lanova OccK familije. Poznato je da ovaj
aminokiselinski niz u naj\®j meri ¢ine ostaci Arg (236). Arg prepoznaje karboksilatni
supstrat i transportuje ga kroz suZenje porina. gavini u velikoj meri pokazuju supstratnu
specifcnost za organske kiseline: miei, cilibarnu, limunsku, vinsku, glukuronsku,

piroglutamatnu (222).

S obzirom da propafenonon k&mad molekul nije selektivan za odgovaréjdip kanala i da
je selektivnost propafenonskih derivatacaie zadocking studije odabran je OccK4 kanal
(porin) ¢ija je provodljivost i jonska selektivnost niskaaminokiselinska sekvenca u suzenju
kanala je slabije @uvana u pordenju sa drugimélanovima OccK familije (manji broj

nepravilno rapord@enih ostataka Arg) (222).
Docking rezultati ukazuju da se vezivno mesto ispitivaj@tiinjenja nalazi u unutrasnjosti

porina, izméu tri unutradnje petlie i ukljuje sledée aminokiselinske ostatke: V&l
Arg** Asp®, Met’®’, Lelf®, Th**3, Thi**®i Arg®®® (Slika 30).

132



MET 167 @

Slika 30.Vezivna mesta u porinu OccK4 (ranije OdpL) sa ¢enan aminokiselinama,
strukturamalokovanihjedinjenja i interakcijama (zeleno: vodona veza, narandzZasto:
elektrostatike interakcije, purpurno: alkit-interakcije, roze: hidrofobne alkil-alkil

interakcije).

Oznaseni deo na slici ukazuje na dominantne interaktgigenovanih jedinjenja sa Af§
Uzimajwi u obzir veliku strukturnu sinost ispitivanih jedinjenja (razlika u prirodi i pioiji
supstituenta na terminalnom benzenovom prstenunaliza pozicioniranja jedinjenja u
vezivnom mestu, interakcije protein/ ligand mogupseleliti u dve grupe: na one koje su

zajednéke (opSte) i one koje determiniSu aktivnost jedifge

Opstim interakcijama pripadaju stabilne vodmi veze sa ostacima Tt koje grade sva
ispitivana jedinjenja preko protonovane sekundaaneno ili sekundarne alkoholne grupe
botnog niza. Osim toga, sva ispitivana jedinjenja asftju i stabilizirajie hidrofobne
interakcije Sz (sa atomom sumpora metionina Kgtalkil-r interakcije (sa metil grupama
val'® i Leu?®), katjons interakcije (sa gvanidino grupom Af§ kao i anjonz interakcije

(sa karboksilatnim anjonom AS}).

Interakcije koje se mogu smatrati spetifm su interakcije koje halogenovani derivati
(posebnarto trifluorometilovani derivat) ostvaruju preko hatw u terminalnom prstenu sa
kljucnim aminokiselinskim ostatkom AHf. Interakcija koju ostvaruje fluor sa pozitivno

naelektrisanom gvanidino grupom ima karakter votimmiveze, ali je slabijeg intenziteta i
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kratkotrajna (241). Drugu grupu speéifih interakcija predstavljaju hidrofobne interalkcij

hidrofobnom dZepu vezivnog mesta koje ostvarajtilmetpe Val?®i Leu?®®

Rezutati iz Tabele 27 pokazuju da je najslabipiédit vezivanjdead molekule (propafenona)

kod koga je terminalni benzenov prsten nesupstitu({@abela 27).

Tabela 27. Izratunate vezivne energije ispitivanih jedinjenja izopafenonske grupe

(kcal/mol) u centralnoj Supljini porina OccK4

jeinjenje Opsta strukturna formula vezivne energije
kcal/mol
R
50F 2-F -7,3
5CF3 2-Ch -7,1
5PF 4-F -7,3
5PCH3 4-CH -7,9
50CH3 2-CH 7,7
propafenon H -7,2
50CL13 2-Cl -7,3

Najveti afinitet za vezivno mesto pokazuje jedinjenje matil grupom upara polozaju
terminalnog benzenovog prstena (5PCH3)ega se moze zakiiii da metil grupa doprinosi
stabilizaciji molekula u hidrofobnom dZepu u blizial'®® i Lew?®® PoloZajni izomer,
50CH3 ima manju vezivnu energiju @@aéra supstituisanog analoga. Razlika u afinitetu se
objasSnjava polozajem metil grupe: rastojanje oddiabnog dzepa je kéa kodpara nego

kod orto supstituisanih analoga (Slika 31).
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Orto i para fluorirani derivati ostvaruju slabe vodéne veze sa aminokiselinom Afgna
vezivnom mestu. Ova interakcija ne zavisi od pgeisupstituenta pa su energije vezivanja

iste.

Slicnu interakciju ostvaruje brto hlorovani derivat (50CI), dok jedinjenje koje arto

polozaju sadrzi trifluorometil grupu ima nizu veziv energiju. lako CF3 grupa ostvaruje
najjate elektrostatike interakcije sa Arg*, voluminoznost ove grupe doprinosi odbojnim
disperzionim interakcijama u hidrofobnom dZepu {#al'*® ¢ime se smanjuje afinitet

vezivanja jedinjenja (Slika 32).
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Slika 32. Pozicioniranjeorto trifluoro metilovanog derivata u porinu

Docking studija je pokazala da najieafinitet vezivanja pokazuje 5PCH3 jedinjenje koje
ostvaruje najbolju interakciju sa hidrofobnim dZepdOva interakcija ne ukljwje Arg‘*,
klju¢nu aminokiselinu u transportu karboksilatnih sugtstr(Slika 31). Stino antibioticima,
ovaj molekul blokira porin (236), ali se influks tpebnih sastojakacgyledno i dalje odvija
nesmetano. To je poieno in vitro eksperimentima na sojevima kikih izolata prema
kojima je 5PCH3 pokazao slabiju aktivnost u gemrgu sa halogenovanim derivatima (Tabela
27).

Interakcije fluoriranih derivata sa kijmom aminokiselinom Ar§* su elektrostatke i
podrazumevaju gdenje vodoninih veza za koje se mozecreda su energetski slabe i
vremenski kratkotrajne. Zbog elektronegativnostiofa one su i repulzivhe te su kontakt
orijentacije véim delom sldajne, ali vremenski destale. Kako je Arg* kljucna
aminokiselina u transportu karboksilatnih supstratayute je da se u toku transporta deSava
kompetitivna interakcija F/ Arg, koja okupira veaos mesto supstrata Sto uslovljava zastoj u
transportu kroz suzenje porina. Postavljena higotégstirana je u daljimin vitro
eksperimentima koji ukliguju ispitivanje inhibicije produkcije biofilma i ptijanina kao

faktora virulencije, u prisustvarto fluoriranih derivata.
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4.3.2.6. Rezultati ispitivanja aktivnosti orto fluoriranih derivata propafenona na

produkciju biofilma klini €kih izolata Pseudomonas aeruginosa

Poslednjih godina veliko interesovanje pridastudije koje se bave razvojem antimikrobnih
jedinjenja koja selektivno deluju na faktore vimdge (enterotoksine, hemolizine, produkciju
biofilma, pigmenata i sl.) (242). Poznato je dakki uspeh konvencionalnih antibiotika ne
zavisi samo od bakteriostatskog ili baktericidnéekta, ve& i od njihovog uticaja na sintezu i

oslobatanje faktora virulencije.

Rezistencija sojev®seudomonas aeruginogagema antimikrobnim lekovima pripisuje se i

njegovoj sposobnosti da formira biofilm (243).

Produkcija biofilma kod devet kligkih izolata Pseudomonas aeruginosa jednog
standardnog soja (ATCC 27853) ispitana je u tripekisnenta koji su izvedeni tokom tri
uzastopna dana. Produkcija biofilma je ispitanaSB bujonu (sa dodatkom 1% glukoze) ili
BHI bujonu (sa dodatkom 2% glukoze i 2% saharobey, statistiki znatajne razlike u
produkciji biofilma u odnosu na primenjen medijup>Q,05). Predstavljeni rezultati su

dobijeni kao prosia vrednost tri eksperimenta koja su izvedena g&m&dijumom.

Produkcija biofilma ispitivanih sojevd. aeruginosaje odrelena nakon 24 h i 48 h
kultivacije. Utvideno je da ne postoji statidti znatajna razlika u produkciji biofilma u
odnosu na duzinu kultivacije (p>0,05). Iz navederahloga, uticaj fluoriranih derivata na
produkciju biofilma je ispitan posle 24 h kultivecP. aeruginosau prisustvu pet opadaiin
koncentracije fluoriranih derivata (1, 12, 0,58 0,14 i 0,07 mM tj. 500, 250, 125, 62,5 i
31,2 pg/mL). Dobijeni rezultati prikazani su u TAI2S.
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Tabela 28. Ispitivanje in vitro efekta 5CF3 na produkciju biofilm&seudomonas

aeruginosa
5CF3 (Gnhibitorno (MM)
P. aeruginosa 1,12 0,56 0,28 0,14 0,07 Kontrola rasta
broj soja kategorija produkcije
1 0 1 2 2 2 2
2 1 1 2 3 3 3
3 0 1 2 2 2 2
4 1 2 2 3 3 3
5 1 1 2 3 3 3
6 0 1 2 3 3 3
7 1 2 2 3 3 3
8 1 1 3 3 3 3
9 1 2 2 3 3 3
P.aeruginosa ATCC 27853 O 1 2 3 3 3

* 0 — odsustvo produkcije biofilma, 1 - slaba prkdia biofilma, 2 - umerena produkcija

biofilma i 3- izrazena produkcija biofilma.

Kultivacija sa 5CF3 jedinjenjem je dovela do smarjg@rodukcije biofilma kod ispitivanih
sojeva. Pod uticajem naje koncentracije 5CF3 (1,12 mM), 4/10 (40%) sojevg n
produkovalo biofilm, dok je produkcija u 6/10 (60%)la slaba. Kori&njem dvostruko
manje koncentracije (0,56 mM) svi ispitivani sojeui produkovali biofilm tako da je kod
7/10 (70%) sojeva zabelezena slaba produkcijalimafdok su 3/10 (30%) ispitivanih sojeva
umereno produkovali biofilm. Umerena produkcija fliwa zabelezena je kodak 90%
ispitivanih sojeva u prisustvu 0,28 mM 5CF&k je samo kod soja 8 zabelezena intenzivna
produkcija kao i u kontrolnoj grupi. U prisustvuziii koncentracija (0,14 mM i 0,07 mM)
5CF3 svi ispitivani sojevi su zadrzali produkcijiofiima kao kontrolna grupa (Tabela 28).
Sli¢ni rezultati dobijeni su i sa 50OF derivatom (Tak2®.
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Tabela 29.1spitivanjein vitro efekta 50F na produkciju biofilnfRseudomonas aeruginosa*

50F (thibitorno (mM)

P. aeruginosa 0,64 0,32 0,16 0,08 Kontrola rasta

P
N
~

broj soja kategorija produkcije

2

O 0O N| O O | W N| =

Oo| ol o] o] ol o] o] o o] ©
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P.aeruginosa ATCC 27853

Najznaajniji inhibitorni efekat na produkciju biofilma FOderivat je ostvario u najiej
primenjenoj koncentraciji (1,27 mM tj. 500pg/mL)egge produkcija biofilma inhibirana kod
svih ispitivanih sojeva. Pri dvostruko manjoj kontraciji 2 soja nisu produkovala biofilm, 7
sojeva je pokazalo slabu produkciju dok je samairedoj ostvario umerenu produkciju
biofilma. U prisustvu srednje inhibitorne koncegij@ od 0,32 mM svi ispitivani sojevi su
zadrzali produkciju biofilma i to tako Sto su 4/{40%) slabo produkovali biofilm, dok je
6/10 pokazalo umerenu produkciju u odnosu na kbomiragrupu. U prisustvu nizih
koncentracija (0,16 i 0,08 mM) produkcija biofilmbéa je identéna produkciji biofilma kod

kontrolne grupe za svih 10 ispitivanih sojeva.

Dobijeni rezultati pokazuju da je inhibicija produje biofilma pod uticajem oba fluorirana
derivata dozno zavisna i da je inhibitorni efekatzeniji kod 5OF derivata. Ako se uzmu u
obzir rezultatidocking studije na transportnom porinu OccK4 koji su p@diada je afinitet
vezivanja monofluoriranih derivata &eu poreienju saorto trifluorometilovanim derivatom
(E 50F= -7,3kcal/mol, E 5CF3=7,1 kcal/mol) dobijeszultati su i ¢éekivani.

Inhibicija i smanjenje produkcije biofilma u prigus ispitivanih jedinjenja je potvrda

pretpostavke proistekle izlocking studije da fluorirani derivati kratkotrajno zauzju
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klju¢na supstrat-specifla mesta u porinu (At&) i na taj nain prekidaju transport

karboksilatnih supstrata koji su ukdgni u sintezu komponenata biofilma (244

4.3.2.7. Rezultati ispitivanja aktivnosti fluoriranin deriva ta propafenona na

produkciju pigmenta piocijanina Pseudomonas aeruginosa

Proizvodnja pigmenta jedna je od najvaznijin kagaktika P. aeruginosa Plaviasti
pigment, piocijanin, je po hemijskom sastavu ddrifenazina i smatra se jednim od
najbitnijin faktora virulencijePseudomonas aeruginos@45). Piocijanin je tok&an za
respiratorni epitel i deluje na struktugalija i funkciju pila. Sluzi kacelijski transmiter koji
ucestvuje u regulaciji ekspresije gena. Piocijaninjegov derivat piohelin su siderofore,

vezuju se za jone gvdd i tako omogéavaju opstanak. aeruginosa

Ispitivanje produkcije pigmenta piocijanina u pssw fluoriranih derivata izvedeno je
spektrofotometrijskom metodom koju su postavili &arand Foong (201). Ispitivanje je
obavljeno na 8 sojeva klitkih izolata kao i na standardnom soju (ATCC 27853).

Uticaj fluoriranih derivata na produkciju pigmengaocijanina ispitan je u tri nezavisna
eksperimenta. Sojevi klitkih izolata kao i standardni sé]. aeruginosakultivisani su u
prisustvu dve koncentracije (MIK:500 i 2%@/mL tj 1,12 mM i 0,56 mM za 5CF3i 1,27 mM
i 0,64 mM za 50F). Kontrola inhibicije produkcijéopijanina su bili supernatanti soje¥a
aeruginosakoji su kultivisani u medijumu bez fluoriranih data. Rezultati su prikazani kao
procenat produkcije piocijanina u odnosu na konirdloja je predstavljena kao 100,0%
produkcije piocijanina svakog pojedimeng soja (Tabela 30 i Slika 33).
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Tabela 3Q Produkcija piocijanina (%) u prisustvu fluorirnedinjenja

50F 50F 5CF3 5CF3 Kontrola
500pg/mL | 250pg/mL | 500pg/mL 250png/mL rasta

SO % produkcije piocijanina u odnosu na kontrolnu produkciju (100%)
1 48,6 70,5 74,0 79,8 100,0
2 27,1 42,0 36,6 76,4 100,0
3 39,3 51,8 68,5 99,4 100,0
4 33,7 31,9 34,6 54,2 100,0
5 39,4 61,1 48,3 104,9 100,0
6 34,3 49,5 35,2 46,6 100,0
7 42,7 53,4 51,0 56,3 100,0
8 29,8 54,2 36,9 52,4 100,0

P.aeruginosa

ATCC 27853 43,6 57,6 47,9 64,0 100,0

Produkcija piocijanina u prisustvu fluoriranih jaginja kod svih ispitivanih sojeva je
smanjena. Pri kocentraciji od 500 pg/mL 50F prodjakgigmenta je smanjena na 27,1% za
soj 2 dok je najmanje osetljiv (za datu koncenjtdcsoj 1 koji je produkovao 48%
piocijanina. Pri dvostruko manjoj koncentraciji 5@6j 1 produkuje 70,5% pigmenta, dok

soj 4 produkuje 32% piocijanina.
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1 2 3 4 5 6 7 8 P.a*

M 50F 500 pg/mL  m50F 250 pug/mL

*P.aeruginosaATCC 27853
Slika 33. Graficki prikaz inhibitornog efekta 5OF jedinjenja na gudciju piocijanina
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Smanjenje produkcijpiocijaninaje zabeleZzeno u prisustvu 5CF3 (koncentracija 5@énjt).
Pod ovim uslovima produkcija piocijanina soja 4 j634,6 % i 35,2 % dok je najmaje
osetljiv soj 1 (48,6 %). U prisustvu dvostruko nekpncentracije 5CF3 derivata, sojevi 3i 5
su produkovali piocijanin kao i kontrolna grupakde kod soja 6 produkcija bila

na 46,6% (Slika 34).

U slwtaju inhibicije produkcije piocijanina ¢a efikasnost pokazalo je 5OF jedinjenje.
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40 -+
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0 ; : : . ; ; . .
1 2 3 4 5 6 7 8 P.a*

5CF3 500 pg/mL M 5CF3 250 pg/mL

*P.aeruginosaATCC 27853
Slika 34. Grafitki prikaz inhibitornog efekta 5CF3 jedinjenja nagukciju piocijanina

Orto mono fluorirani derivat 50F pokazao je bolji initdoni efekat na produkciju piocijanina
u poreienju sa komercijalnim antibioticima (ampicilin i streptacin) (200). Efekti 5CF3
derivata su u opsegu komercijalno dostupnih arttkaq200).

In vitro i in silico metode su izdvojilerto fluorirane derivate kao potencijalne antimikrobne

lekove.
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4.4. Rezultati QSAR studija inhibicije rasta MRSA sojeva

Da bi se definisale strukturne karakteristike ispiih jedinjenja koje doprinose
antimikrobnoj aktivnosti prema MRSA sojevima izvadeje QSARSstudija inhibicije rasta
MRSA sojeva.

Za formiranje i validaciju osam nezavisrBD QSARmodela kori§eno je 16 optimizovanih

struktura (lata sex propiofenonskih derivata halkonske i propafenengiupe (Tabela 31).

Kao nezavisno promenljive vrednosti (X) u forminamjoptimizaciji 3D QSARmolekulskih
modela korigeni su konstitucionalni, geometrijski, ftkio-hemijski i elektronski deskriptori.
Kao zavisno pomenljiva vrednost (Y) uzeta je bikbbaktivnost predstavijena kao negativni
dekadni logaritam MIK vrednosti (log1/MIK).

Efekti svakog od testiranih jedinjenja ispitani @ivojeno na svakom od 8 MRSA sojeva, a
dobijeni rezultati dalje kor&ni u formiranju i validacijBD QSARmodela. Formiranirening
set obuhvata relativno Sirok interval aktivnastne je obezbéena Siroka primena formiranih
3D QSARmodela.

3D QSARstudija je izvedena ponmo programaPentacle 1.0.6Program zap#nje analizu
struktura formiranjem3D mapa polja energija interakcije (tzGRID based Molecular
Interaction Fields-MIF} izmeiu molekula i hemijskih proba, a zatim generiSe GRIND-
nezavisne deskriptore GRIND i GRIND2 deskriptore). Dobijena matricaGRIND
varijabli/deskriptora je analizirana metodom pacijh najmanjih kvadrataP(S).
IzvedenaanchorGRIND metodaje nara@ito korisna kada se analiziraju novosintetisana
jedinjenja koja imaju zajed¥ke strukturne ili bioloSke karakteristike. Rezultdbbijeni

ovom analizom su precizniji i lakSi za tuteaje (246).

BioloSka aktivnost, izrazena kao logl/MIK (zavismarijabla) korelisana je s&RIND
deskriptorima (nezavisna varijabla). U cilju péaaja kvaliteta dobijenih modela ¢&tni broj
GRIND deskriptora je redukovan pooFrakacionog faktorijal dizajna (FFD), algoritma z
selekciju varijabli implementiranog u programBentacle Rezultati analize glavne

komponenteRCA) ukazali su na strukturne karakteristike u okvleiaset-a na osnovéega
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je on podeljen n&rening set (grupa molekula za razvoj model&éstset (grupa molekula za
validaciju modela). Na osnovu vrednosti statlsti parametard?’, RMSEE @, i RMSEP
(Tabela 31) odabrani su optimaBiD QSARmodeli za svih osam ispitivanih MRSA sojeva.

Dobijene vrednosti za statistie parameter (€ 0,5) ukazuju na visoku prognasti
sposobnost formiranih modela. .
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Tabela 31.Rezultati3D QSARstudije:

MRSA 3 5 6 8 | 10 12 13 ATCC 43300
-log(MIC)
1-MRSA-5 CF3 5,650 5,650 5,349 5,349 5,349 5,349 5,048 5,349
2-MRSA-5 PF 5,595 4,993 4,692 4,391 4,391 4,692 5,595 4,391
3-MRSA-5PCH3 4,689 4,087 4,087 4,087 4,087 4,087 4,087 4,087
4-MRSA-5 OF 4,391 4,391 4,391 4,391 4,090 4,090 4,391 4,090
5-MRSA-5 OCH3 4,990 4,990 4,990 4,990 4,689 4,689 4,990 4,388
6-MRSA-5 OCL 5,011 4,710 4,710 4,408 4,710 4,710 4,710 4,408
7-MRSA-1PF 3,588 3,889 3,588 2,500 3,889 2,500 3.889 3,889
8-MRSA-1PCH3 3,883 3,883 3,582 2,500 2,979 2,500 2,979 2,979
9-MRSA-1PCF3 3,068 3,068 2,767 2,767 2,767 2,767 2,767 2,767
10-MRSA-1CF3 4,569 4,886 4,569 4,569 4,569 4,276 4,886 4,886
11-MRSA-10CL 4,824 4,824 4,824 4,523 4,222 4,523 4,824 4,824
12-MRSA-10F 4,495 4,495 4,194 3,582 4,194 3,883 4,194 4,194
13-MRSA-10CH3 3,883 4,180 3,883 2,678 3,883 2,678 2,979 2,979
14-MRSA-4F2CH3 2,710 3,011 2,710 2,500 2,710 2,500 2,710 2,710
15-MRSA-260CH3 4,260 4,569 4,569 4,959 4,260 3,358 4,26( 4,260
16-MRSA-120CH3 4,824 4,509 4,215 4,215 3,910 4,215 4,509 4,509
R? 0,99 0,99 0,91 0,94 0,84 0,94 0,91 0,96
Q? 0,71 0,84 0,60 0,70 0,61 0,76 0,55 0,53
LV 5 4 3 3 3 3 4 4
RMSEE 0,069 0,070 0,199 0,228 0,188 0,244 0,308 0,361
RMSEP 0,655 0,699 0,871 0,752 0,777 0,778 0,697 0,904

Jedinjenja test seta
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Rezultati PLS analize dobijenin3D QSARmodela prikazani su u obliku histograrRéS
koeficijenata. Histogrami olakSavaju detekciju ig@jnijin varijabli i opisivanje
farmakofornih  karakteristika. Apscisa je podeljen@a delove koji reprezentuju
autokorelograme (DRY-DRY; O-O; N1-N1; TIP-TIP) idekorelograme (DRY-O; DRY-N1;
DRY-TIP; O-N1; O-TIP; N1-TIP). Varijable sa pozitiim vrednostimay pozitivho koreliSu
sa aktivnod&u i obrnuto (varijable sa negativnim vrednostiynemanjuju aktivnost). Najéa
apsolutna vrednost ozna&ava varijablu sa naj¥em uticajem na modeBD QSARmodeli su

dobijeni za svih 8 ispitivanih MRSA sojeva:

MRSA 3

Sa histogram&LS koeficijenata predlozencgD QSARMRSA 3 modela (Slika 35) izabrani
su deskriptori od najveg zn&aja za antimikrobnu aktivnost ispitivanih jedinjen;
Deskriptori kao $to su: v252: TIP-TIP; v306 (DRY:QB76 (DRY-N1); v428 (DRY-TIP)
pozitivno koreliSu sa antimikrobnom aktiwita, za razliku od deskriptora: v227: TIP-TIP;
v232 (TIP-TIP); v357: DRY-N1; v439: DRY-TIP; v4A5DRY-TIP; v660: N1-TIP Kkoji

negativno koreliSu (unutar obe ispitivane grupe).
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Variable Distance Conelogram
45[14A-144A__|DRY-TIP
660[12A-124A _ |NI-TIP
306|104A - 10.8A DRY-0

var 376 428|32A-36A DRY-TIP
357|28A-32A DRY-N1
232|88A-92A TIP-TIP
227/6.8A- 7.2A TIP-TIP
439|76A- BA DRY-TIP

© [oo [~ [ |01 [+ [ |ro =

var 428 376|104A-108A | DRY-NI1

25216 8A -172A TIP-TIP

Iﬁ} DRY-DRY 00 N1-N1 TIP-TIP DRY-O0 DRY-N1 DRYS5IP O-N1 O-TP N1-TIP

Slika 35. HistogramiPLSkoeficijenatasa najvaznijim varijablama formiran@® QSAR
MRSA 3 modela.

Propafenonski derivati kod kojih je terminalni benav prstenorto supstituisan hloro i
trifluorometil grupom (50CI, 5CF3) su najpotentnprema MRSA3 soju. Najizrazeniji

pozitivan uticaj na antibakterijsku aktivnost uten je za:

TIP-TIP deskriptore (v252) koji je iz¢kanat kao rastojanje iznde poloZaja 4 terminalnog
benzenovog prstena B 50CL derivata (Slika 36agdptralnog benzenovog prstena 5CF3
derivata (Slika 36 b) i propil grupe na N atomu wselarnog amina i DRY-N1 deskriptor
(v376) koji je izr&unat kao rastojanje iznde karbonilne grupe kao akceptora vodome veze

i hidrofobne povrSine propil grupe na N atomu selarnog amina (Slika 36 a,b).

Najizrazeniji negativan uticaj na antimikrobnu aktst propafenonskih derivata uten je
za DRY-TIP deskriptor (v455) koji je iztanat kao rastojanje izrde benzenovog prstena A i
propil grupe na N atomu sekundarnog amina (Slikaa®§ i N1-TIP deskriptor (v660) koji
predstavlja rastojanje izrde topoloSke povrSine benzenovog prstena ifili N nm&to
sekundarne amino grupe (Slika 36 a), odnosno, @atarbonilne grupe (Slika 36 b), kao

akceptora vodogine veze.
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) 50C1

Slika 36.3D QSARMRSAS3) farmakoforni model a) 50CI, b) 5CF3. Crirmarinijama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajeng\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost.

MRSA 5

Sa histogram®LSkoeficijenata predlozend@D QSARMRSA 5 modela (Slika 37) izabrano
je deset deskriptora od napesy zn@aja za antimikrobnu aktivnost ispitivanih jedinjanj
Deskriptori kao Sto u: v28: DRY-DRY; v219: TIP-TIR376: DRY-N1; v428: DRY-TIP;
v443: DRY-TIP; v587: O-TIP pozitivho koreliSu satamkrobnom aktivno&u. Deskriptori
koji negativno koreliSu sa antimikrobnom aktivaossu: v247: TIP-TIP; v455: DRY-TIP;
v661: N1-TIP; v666: N1-TIP.

Variable Distance Conrelogram
1 587[108A-112A |O-TIP
2 28[112A-116A |DRY-DRY
3 455[14A-144A__|DRY-TIP
4 661[124A-128A |NI-TIP
5 666|144A-148A |NI-TIP o
rrrrrrrrrrrrr E 213[36A-4A TIP-TIP =
i 7 376[104A-108A |DRYNI
I 8 247[148A-152A |TIP-TIP . var 587
s 443)92A-96A _ |DRY-TIP
10 428[32A 36A  |DRY-TIP
38T var219
oo vard43
0.25
- \\ ﬂ"ﬁ\ | lll
ol ‘ I | | ’ .
0125 | “
0.25+
-0.375 ]
2 ) D
IE W aighi
= var 666
fossel o 247
Fo-
L'Q_ DRY-DRY 00 NAHT TP DRY-0 DRY-H1 DRYEHE o OTF NATIP

Slika 37.HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgr8D QSAR
MRSA 5 modela
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NajizraZeniji pozitivan uticaj na antimikrobnu Bktost utviden je za: DRY-N1 deskriptor
(v376) izr&unatog kao rastojanje izmahe hidrofobne povrSine benzenovog prstena i
sekundarne alkoholne grupe, kao akceptora védenieze (Slika 38 a i b) i O-TIP deskriptor
(v587) koji predstavlja rastojanje izde sekundarne alkoholne grupe (kao donora vaaeni

veze) i topoloske povrsine propil grupe na N at@®kundarnog amina (Slika 38 a i b).

Najizrazeniji negativan uticaj na antimikrobnu akbtst propafenonskih derivata uten je
za N1-TIP deskriptor (v661, v666) koji predstavigstojanje izméu karbonilne (Slika 38
a)/sekundarne alkoholne grupe (Slika 38 b) (kacepiara vodoriine veze) i topolosSke
povrSine propil grupe na N atomu sekundarnog amimiP-TIP deskriptor (v247) koji je
izratunat kao rastojanje izrde topoloSke povrSine propil grupe na N atomu sekumap

amina i benzenovog prstena (Slika 38 a).

Slika 38.3D QSARMRSADS) farmakoforni model a) 5CF3 , b) 5PF. Crvetinijama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajeng\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost.

MRSA 6

Sa histogram®L Skoeficijenata predloZzenic8D QSARVIRSA 6 modela (Slika 39) izabrani
su najznaajniji deskriptori. Pozitivhu korelaciju sa antknbbnom aktivno&u pokazuju tri
deskriptora: v567: O-TIP; v589: O-TIP; v596: O-TkRyk deskriptori: v162: N1-N1; v227:
TIP-TIP; v256: TIP-TIP; v439: DRY-TIP; v458: DRY-P} v637: N1-TIP; v667: N1-TIP

negativno koreliSu sa antimikrobnom aktivéo3spitivanih jedinjenja.
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Variable Distance Correlogram
i 256|184A-188A | TIP-TIP
2 458|152A-156A |DRY-TIP
e 637|28A-32A NI-TIP var 589
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e 227/6.3A-72A TIP-TIP ” |
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Slika 39. HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgr8D QSAR
MRSA 6 modela

Najizrazeniji pozitivan uticaj na antimikrobnu aktost utvden je za: O-TIP deskriptor

(v589, v595, v567) koji predstavlja rastojanje izimesekundarne alkoholne grupe (kao
donora vodoriine veze) i topoloske povrSine propil grupe na Nratesekundarnog amina

(Slika 40).

Najizrazeniji negativan uticaj na antimikrobnu aktst propafenonskih derivata uten je
za TIP-TIP deskriptor (v256, v227) deskriptor iztuetopoloskih povrSina benzenovih
prstenova i propil grupe na sekundarnom aminu, BERY deskriptor (v458) koji je izeaunat
kao rastojanje izmi# benzenovog prstena A i propil grupe na N atonkursgarnog amina i
N1-TIP (v667) koji predstavlja rastojanje izduwe karbonilne/sekundarne alkoholne grupe
(kao akceptora vodotmne veze) i topoloSke povrsine propil grupe na Nratsekundarnog

amina.
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Slika 40.3D QSARMRSA®G) farmakoforni model a) 5CF3 , b) 5PF. Crivetinijama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajeng\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost.

MRSA 8

Sa histogram®&LSkoeficijenata predloZzeniogD QSARMRSA 8 modela (Slika 41) izabrano
je deset deskriptora od nafesy znd&aja za antimikrobnu aktivnost ispitivanih jedinjanj
Deskriptori kao Sto su: v383: DRY-N1; v594: O-TIBztivno koreliSu sa antimikrobnom
aktivnofu, za razliku od deskriptora: v162: N1-N1; v227PITIP; v232: TIP-TIP; v258:
TIP-TIP; v463: DRY-TIP; v564: O-TIP; v634: N1-TIRk negativno koreliSu.

Variable Distance Corelogram |
634|16A-2A N1-TIP

463[172A-176A__|DRY-TP
564[16A-2A oTP
640[aA-44A NITIP ar 54
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258[192A- 196 [TIP-TP
2z7j6sA-72A__[TIP-TP
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Slika 41. HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgr8D QSAR
MRSA 8 modela
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Pozitivan uticaj na antimikrobnu aktivnost propafeskih derivata utden je za O-TIP
deskriptor (v594) koji je izraunat kao rastojanje izrda sekundarne alkoholne ili amino
grupe (kao akceptora vodéne veze) i topoloSke povrSine propil grupe na Nmato
sekundarnog amina (Slika 42 a) tj. topoloSke poer$erminalnog benzenovog prstena (Slika
42 b) i DRY-N1 deskriptor (v383) koji predstavljastojanje izméu sekundarne amino grupe

(kao akceptora vodotne veze) i hidrofobne povrSine benzenovog prst8hka(42 a i b).

NajizraZeniji negativan uticaj na antimikrobnu a&kbst utvden je za: DRY-TIP deskriptor
(v463) izr&unat izméu hidrofobne povrSine propil grupe na N-atomu selainog amina i
topoloSke povrSine benzenovog prstena (Slika 42aa)i TIP-TIP (v258) deskriptor iznde

topolo3kih povrSina benzenovih prstenova i propibg na sekundarnom aminu (Slika 42 b).

O N LT RS
X ; <y
! .--. Bl
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¥
!
/

Slika 42.3D QSARMRSAS8) farmakoforni model a) 5CF3, b) 5PF. Crverinijama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajeng\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost

MRSA 10

Sa histogramaPLS koeficijenata predloZzenio@D QSARMRSA 10 modela (Slika 43)
izabrani su najzréajniji deskriptori koji definiSu antimikrobnu aktmost ispitivanih

jedinjenja. Pozitivhu korelaciju pokazuje pet dgstara: v506: O-N1; v567: O-TIP; v589: O-
TIP; v595: O-TIP; v664: N1-TIP, dok deskriptori38: DRY-N1; v458: DRY-TIP; v637:
N1-TIP; v643: N1-TIP; v640: N1- TIP negativho kagel sa antimikrobnom aktivnéd

ispitivanih jedinjenja.
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Slika 43. HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgr8D QSAR

MRSA 10 modela

Pozitivan uticaj na antimikrobnu aktivnost propafeskih derivata utden je za O-TIP
deskriptor (v595) koji je izkaunat kao rastojanje iznia sekundarne alkoholne grupe (kao
akceptora vodorine veze) i topoloske povrSine propil grupe na Nmatsekundarnog amina
(Slika 44 a) i N1-TIP deskriptor (v664) iztanat izméu sekundarne amino grupe kao
akceptora vodotine veze i hidrofobne povrSine benzenovog prsten&a(S4 a i b).
Najizrazeniji negativan uticaj na antimikrobnu &kbst utvden je za TIP-TIP (v256)
deskriptor izméu topoloskih povrSina benzenovih prstenova i prgpilpe na sekundarnom
aminu (Slika 44 a i b).
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MRSA10

Slika 44.3D QSARMRSA10) farmakoforni model a) 5CF3, b) 50CI. Qrira linijama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajeng\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost

MRSA 12

Sa histogramaPLS koeficijenata predlozenioD QSARMRSA 12 modela (Slika 45)
izabrani su najzréajniji deskriptori koji definiSu antimikrobnu akitmost ispitivanih
jedinjenja. Pozitivhu korelaciju pokazuju dva degtora: v506: O-N1; v596 O-TIP, dok
deskriptori: v227: TIP-TIP; v248: TIP-TIP; v256:AATIP; v357: DRY-N1; v455: DRY-TIP;
v564: O-TIP; v645: N1-TIP; v667: N1-TIP negativnorkliSu sa antimikrobnom aktivnaa$

ispitivanih jedinjenja.

154



nnnnn

sssss

DRY-DRY (4} [ TP 256 BRY:O DRV DRY-TIP. Ot Lo 1% (-
Slika 45. HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgr8D QSAR
MRSA 12 modela

Pozitivan uticaj na antimikrobnu aktivnost propafeskih derivata utden je za O-TIP
deskriptor (v596) izréunat izméu sekundarne alkoholne grupe i topoloSke povrSine
benzenovog prstena (Slika 46 a i b). Najizrazem@gativan uticaj na antimikrobnu aktivnost
utvrden je za TIP-TIP (v256) deskriptor izthetopoloskih povrSina terminalnog benzenovog
prstena i propil grupe na sekundarnom aminu (Sl&a i b) i DRY-N1 deskriptor (v357)
izracunat izméu kiseonikovog atoma sekundarne alkoholne grupe (kanora vodorne

veze) i hidrofobne povrsine terminalnog benzengwagena (Slika 46 b).
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MRSA-12

Slika 46.3D QSARMRSA12) farmakoforni model a) 5CF3, b) 5PF. Grive linijjama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivhim uticajenig\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost

MRSA 13

Sa histogramaPLS koeficijenata predlozenio@D QSARMRSA 13 modela (Slika 47)
izabrano je deset deskriptora koji su najbitniji dafinisanje antimikrobne aktivnosti
ispitivanih jedinjenja. Pozitivhu korelaciju pokaaweskriptori: v306: DRY-O; v313: DRY-
O; v372: DRY-N1; v588: O-TIP; v596:0-TIP; v653: N1P, dok deskriptori: v232: TIP-TIP;
v247: TIP-TIP; v455: DRY-TIP; v673: N1-TIP negatvnkoreliSu sa antimikrobnom

aktivnogu ispitivanih jedinjenja.

o1 500,
o 5

B o s i i i iy

Slika 47. HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgno
3D QSARMRSA 13 modela
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Pozitivan uticaj na antimikrobnu aktivnost propafeskih derivata utden je za O-TIP
(v596) deskriptor izmd@u sekundarne alkoholne/amino grupe kao donora véderveze i
topoloSke povrSine terminalnog benzenovog prsteBi&ka 48 a i b) i DRY-O (v306)
deskriptora izréunatog kao rastojanje izmhe sekundarne alkoholne/amino grupe i
hidrofobne povrSine benzenovog prstena. Najizrgizemigativan uticaj na antimikrobnu
aktivnost utvden je za: TIP-TIP (v247) deskriptor izthe topoloskih povrSina benzenovog
prstena i propil grupe na sekundarnom aminu (SI&ka), N1-TIP deskriptor (v673) izranat
izmediu N atoma sekundarnog amina kao akceptora vodenveze i topoloSke povrSine

benzenovih prstena (Slika 48 b).

MRSA-13

Slika 48.3D QSARMRSA12) farmakoforni model a) 5CF3, b) 5PF. Grive linijjama su
predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajeng\pm linijjama deskriptori sa negativnim

uticajem na antimikrobnu aktivnost

MRSA (ATCC 43300

Sa histogram®&LSkoeficijenata predlozend@@P QSARMRSA (ATCC 43300 modela (Slika
49) izabrani su deskriptori koji najbolje defini@ntimikrobnu aktivnost ispitivanih jedinjenja.
Pozitivnu korelaciju pokazuju deskriptori: v28: DFDRY; v372: DRY-N1; v382: DRY-N1;
v428: DRY-TIP; v587: O-TIP, dok deskriptori: v24VtP-TIP; v439: DRY-TIP; v455: DRY-
TIP; v641. NI1-TIP; v666: N1-TIP negativho korelissa antimikrobnom aktivnos

ispitivanih jedinjenja.
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Slika 49. HistogramiPLSkoeficijenata sa najvaznijim varijablama formirgno
3D QSARMRSA (ATCC 43300 modela.

Pozitivan uticaj na antimikrobnu aktivnost propafeskih derivata utden je za O-TIP
(v587) deskriptor koji je izkunat kao rastojanje izrde sekundarne alkoholne grupe i
topoloSke povrSine propil grupe na N atomu sekuma@ramina (Slika 50 b); DRY-N1
deskriptor (v 372) koji predstavlja rastojanje iziuekarbonilne grupe kao akceptora
vodonine veze i hidrofobne povrSine propil grupe na Nmatsekundarnog amina (Slika 50
a i b). Najizrazeniji negativan uticaj na antimiknu aktivnost utvten je za: N1-TIP
deskriptor (v666) koji definiSe rastojanje izfiwe sekundarne alkoholne grupe (Slika 50
b)/karbonilne grupe (Slika 50 a) i topoloSke paveSpropil grupe na N atomu sekundarnog
amina i TIP-TIP (v247) deskriptor izrie topoloSkih povrSina benzenovog prstena i propil

grupe na sekundarnom aminu (Slika 50 a i b).
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a) 5CF3 b) SOF

ATCC 43300

Slika 50.3D QSARATCC 43300 farmakoforni model a) 5CF3 , b) 50F. Crvenimjama
su predstavljeni deskriptori sa pozitivnim uticajarplavim linijama deskriptori sa

negativnim uticajem na antimikrobnu aktivnost

Formirani 3D QSARmodeli i definisane farmakoforne karakteristikpitivanih jedinjenja
mogu da budu osnov za dizajniranje novih jedinjes@ proSirenom antimikrobnom

aktivnoZu koji se kao potencijalni lekovi mogu koristitterapiji infekcija izazvanih MRSA.

4.5. Rezultati PAMPA testova IADMET Predictor-a

U izvedenim studijama ispitivanja antibakterijské&tienosti propiofenonskih derivata,
halkonska grupa jedinjenja je pokazala slabiji lzakterijski efekat u potenju sa
propafenonskom grupom jedinjenja. Halkoni (u opsegpitivanih koncentracija) nisu
pokazali antimikrobni efekat prema visoko rezistémtP. aeruginosaojevima.

Razlike u antibakterijskom efektu mogu biti postedrazléitog mehanizma antibakterijskog
delovanja. Izvedenm silico studije ukazuju da propafenonski derivati najvataije efekat
ostvaruju menjajti aktivnost jonskih kanala telijskoj membrani bakterija, dok halkonska
grupa gradi helatne kompleksgme se smanjuje koncentracija jona metala od \ogin
zn&aja za zivot bakterija. Drugo objasnjenje je dadgraelatne komplekse jer kao elektrofili,

mogu acilovati —SH grupe proteina bakterijgkéje.
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Efekat i propafenonskih i halkonskih derivata zawis prolaza krozelijsku membranu koja
predstavlja bioloSku barijeru. Ispitivanje permdadsti navedenih jedinjenja je izvrSeno
PAMPA testom u trajanju od 24 h (vreme inkubacije witro ispitivanjima antibakterijske
aktivnosti). Ispitivanje je izvedeno u triplikata,rezultati predstavljeni kao srednje vrednosti

sva tri merenja.

Nakon izvrSenih PAMPA ispitivanja primenom LC-MS-M8etode izréunata je retencija

propiofenonskih derivata u membrani (R) primenodngine:

C Vv C
ne. 2 VR G
Co Vo G

%R =100-R

gde su:

Co- koncentracija ispitivanih propiofenonskih deriwauu donorskojceliji na paietku
inkubacije koja je ekvivalentna koncentraciji ugmiom rastvoruyiM);

Cp— koncentracija ispitivanih propiofenonskih deravat donorskom odeljku nakon 24 h
inkubacije (iM);

Cr— koncentracija ispitivanih propiofenonskih deravat akceptorskom odeljku nakon 24 h
inkubacije (tM);

Vg — zapremina rastvora u akceptorskom odeljku;

Vp — zapremina rastvora u donorskog odeljka.
Pored eksperimentalno dobijenih rezultata, procestatcije ispitivanih jedinjenjg odreten

in silico, primenom réunarskog programilembranePlusDobijeni rezultati prikazani su u
Tabeli 32.
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Tabela 32.Vrednosti retencije oddene PAMPA testom (&) i izracunate u programu
MembranePlugRwveb.piug

jedinjenje Rexp (%0) Ruvieb.pius(%0)
1 propafenon 47,26 38,63
2 50F 44,29 42,11
3 5PF 46,52 43,03
4 50CH3 46,32 43,94
6 5CF3 48,58 53,24
7 10Cl >99,99 99,11
8 10CF3 >99,99 99,32
9 1PCF3 >99,99 99,41
10 H2,60CH3 >99,99 98,06
11 H4F2CH3 >99,99 99,20
12 10CHS3 >99,99 98,87
13 10F >99,99 98,78
14 100CHS3 >99,99 98,87
15 1PF >99,99 98,83
16 1MCH3 >099,99 98,92

Eksperimentalno dobijeni podaci, na osnavwitro PAMPA testova, ukazuju da je retencija
halkona u membrani nakon 24 h, pri pH 7,4 veomakas(>99,99%), dok je retencija
propafenonskih derivata manja (od 44,29% za 50H&68% za 5CF3). Visoka retencija
halkona ucelijskoj membrani moze biti razlog slabog antimiknog efekta premédP.
aeruginosasoju jer najvéi deo molekula ostaje u spoljasnjoj membrani i nedpe uceliju.
Kako je retencija propafenonskih derivata manja ense zakljtiti da antibakterijski efekat
ostvaruju putem porina i/ili jonskih kanala unut&elijske membrane. Patenjem
eksperimentalno dobijenih i izranatih vrednosti studentovim t testom (t=0,320=<P,131)
zakljuiceno je da ne postoji stat&ti znatajna razlika u dobijenim rezultatima pa se
MembranePlusmoZe sa pouzdan@s koristiti u izr&unavanju retencije propiofenonskih

derivata.

Pored poznavanja figko-hemijskih osobina potencijalno novih lekova neagno je ispitati i
procese apsorpcje, distribucije, metabolizama, iefinije i toksénosti novih jedinjenja.
Primenom ADMET Predictor-a(247) preduien je farmakokinetki i toksikoloSki profil

propafenonskih i halkonskih derivata. Rezultatpskazani u Tabeli 33.
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Tabela 33 ADMET osobine ispitivanih jedinjenja

propafenonski derive

% slobodnog| Supstrat| Lipinski | Interakcija sa Interakcija Afinitet za hERG | Afinitet za hERG Toksiénost .
leka zaPgp | pravios5| cypaso | . S2CYP (%) (ICsg: mol/l) (0d0do7) | APMETRisk
izoformama
50F 12,84 + 0 1 D6 Tok&in (99%) 5,89 1 2
50ClI 10,94 + 0 1 D6 Tok&an (99%) 6,09 1 2
5CF3 12,76 + 0 1 D6 Tok&n (99%) 5,72 1 3
50CH3 12,42 + 0 1 D6 Tok&n (99%) 5,62 0 1
5PF 13,31 + 0 1 D6 Tok&n (99%) 5,98 0 1
5PCH3 12,77 + 0 1 D6 Toksin (93%) 5,48 0 1
Halkonski derivati
10F 13,71 - 0 1 1A Netoksn (67%) 5,19 0 1
10ClI 9,6 - 1(Log P) 1 1A Toksn (80%) 5,54 1 3
1PF 14,04 - 0 1 1A Netoksin 68%) 512 1 3
100H 12,62 - 0 0 - Netok&n (76%) 4,88 1 1
10CF3 12,65 - 1(Log P 0 - Toksin (78%) 5,07 1 3
1POH 13,63 - 0 0 - Netoksin (79%) 4.8 0 0
10CH3 12,59 - 0 0 - Netoksin (67%) 5,07 0 1
100CH3 11,73 - 0 0 - Netoksin 67%) 4,95 1 1
H2,60CH3 10,62 - 0 0 - NetoKsin (68%) 4,92 1 1
H2CH34F 12,75 - 1 (Log P| 1 1A Netokan (69%) 5,07 0 2
1PCH3 12,82 - 0 0 - NetoKsin (67%) 5,06 0 1
1PCF3 12,56 - 1(Log P 1 1A Tokan (80%) 5,14 1 4
1MF 14,04 - 0 1 1A Netok&an (67%) 5,23 1 2
1IMCH3 12,82 - 0 0 - Netok&in (67%) 5,06 0 1
1MOH 13,93 - 0 0 - Netoksan (69%) 4,99 0 0
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U programuADMET Predictorizratunati su slede@ ADMET parametri:
- vrednosti za Lipinskpravilo 5;
- afiniteti vezivanja za: proteine plazme, P-glikajein, hERG kalijumov kanal, kao i interakcije

sa izoformama CYP 450.

Znatajan parametar u proceADMET osobina je pravilo 5 koje ima num&e vrednosti od O
do 5. Numexrike vrednosti se pridruZuju jedinjenju na osnovaaidn kriterijuma: Log P> 4,15
(prekomerna lipofilnost), Mr >500 (voluminozan mkid), HBD > 5 (broj vodonik donorskih
grupa u molekulu), HBA>10 (broj vodonik akceptorskigrupa u molekulu). \W@na
komercijalno dostupnih lekova zaer os primenu ne krsi viSe od jednog pravila. Rezultati
pokazuju da propafenonski derivati ispunjavaju zabteve pravila pet dok u grupi ispitivanih
halkona jedinjenja sa voluminoznim trifluorometiugama worto ili para polozajima prstena B
(APCF3 i 10CF3), hlorom orto polozaju (1OCI) kao i disupstituisani H2CH34F sgoko
lipofilna jedinjenja (Log P>4,17) i krSe jedno athvedenih pravila (dobijaju numeku

vrednost 1 za ispitivani paramefaavilo 5 (Tabela 33).

P-glikoprotein ima vaznu ulogu u distribuciji i ékeciji lekova, indukuje rezistentnost na
lekove (MDR) i posreduje u lek-lek interakcijama @ od velikog zn&ja predvideti da li
ispitivano jedinjenje predstavlja supstrat za AR€zultati pokazuju da su propafenonski derivati
PgP supstrati za razliku od halkonskih jedinjenga koja ADMET Predictor nije predvideo

moguee interakcije sa PgP.

Metabolizam igra kljanu ulogu u bioraspolozivosti lekova i lek-lek irdkecijama. CYP 450 su
najvazniji enzimi koji @estvuju u biotransformaciji naj¢eg broja lekova. Oko 90 do 95 %
metabolékih reakcija koje su posredovane CYP enzimima aglvige preko izoformi: 1A2, 2C9,
2C19, 2D6, 3A4. Primeno®DMET Predictora utvidena je interakcija propafenonskih derivata
sa 2D6 CYP izoformom koji destvuje u aromatnoj hidroksilaciji prstena A i nastajanju
aktivnih metabolita. Mono fluoriranpara trimetilfluorirani, orto hlorovani i disupstituisani 2-
metil-4-fluoro-halkoni su supstrati za CYP 450 1dok za ostale halkone prediktor nije

predvideo rizik na nivou CYP 450 izoformi.
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Veliki broj lekova koji ne deluju mehanizmom modcife jonskih kanala mogu da ostvaruju
interakciju sa hERG kalijumovim kanalom Sto za pdgtu ima porem&j sganog ritma sa
moguwim fatalnim ishodom. Kao modulatori jonskih kangdeopafenonski derivati pokazuju
afinitet prema hERG kanalu, ali samo u visokim lemtcacijama (16 oko 6 mol/l, toksinim se
smatraju jedinjenj&iji je vrednost IGy 1 mol/l i manje) (247). Afinitet vezivanja za Kalinov
hERG kanal véine halkonskih derivata je nizak&0%) pa ne postoji rizik od interakcije na
nivou hERG kanala. Graime vrednosti su dobijene za tri najlipofilnija hafia (LOCF3, 1PCF3

i 10CI).

Ako se posmatraju ukupni rizici (Toksiost i ADMET Risk) procenjeni programomADMET
Predictor propafenonski derivati 5OCH3, 5PF i 5PCH3 su jedija kod kojih izrdunati
(predvideni) rizici tokstnosti nisu od zn#&ja, kao ni kod 10F, 1POH, 10CH3, H2,60CHS,
1PCHS3, 1IMCH3 i 1MOH jedinjenja iz halkonske grugeacajniju tokstnost program predda

za jedinjenja 50F, 50CI, 1MF, H2CH34F, 100H, 100CH®&jvei rizik procenjen je za
najvoluminozniji, najlipofilniji propafenonski derat sa trifluorometil grupom wrto polozaju
(5CF3), kao i za halkonska jedinjenja koja sadshe grupu u strukturiXDMET Risk 3-4).
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5. ZAKLJU CAK
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1. Claisen-Schmidtovomaldolnom kondenzacijom iz 2-hidroksiacetofenonamono- ili
disupstituisanih benzaldehida sintetisano je Sestami disupstituisanih 1-(2-hidroksifenil)-3-
fenil-2-propen-1-ona (halkona). Dobijena jedinjenga pre¢iScena metodom tankoslojne

hromatografije, snimljeni IR spektri a strukturaydena snimanjem NMR spektara.

2. Primenom RP HPLC metode odeda je lipofilnost (Log P) za 18 priopiofenonskieridata
koji su prema strukturnoj ghosti podeljeni u dve grupe: halkonsku i propafeskon Odréene
su vrednosti ti to, faktora kapaciteta k, ispitana zavisnost dobljelndg k vrednosti od udela
organskog rastvata u mobilnoj fazi i ekstrapolacijom odien parametar lipofilnosti Log.kza
svako ispitivano jedinjenje. 1z konstruisane stadde krive izrgunate su Log &y vrednosti i
uporeiene sa izreunatim vrednostima Log P, dobijene primenom ggt#h teorijskih algoritama

zasnovanih na metodama fragmentacije.

3. Primenom modifikovane metode ékanja Ehake-flask odraten je distribucioni koeficijent
Sest propafenonskih derivata. Eksperimentalno dobipodaci su korelisani sa iZwmatim

vrednostima Log D, koje su dobijene kéagjem programskog paketéarvin Sketch

4. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ravata halkona dobijeni primenom bujon
mikrodilucione metode ukazuju da:
> halkoni ispoljavaju antimikrobnu aktivnost premarstardnim sojevima. \¢& osetljivost
pokazuju sojevi Gram pozitivnih bakterija (Sto s@z@ objasniti razlikama u gtia
¢elijskog zida Gram pozitivnih i Gram negativnih bexja). Najsnazniju antimikrobnu
aktivnost su pokazali halkoni iz grupe difenola HRFAMOH i 100H (MIK od 0,052
mM). Antimikrobna aktivnost halkona uglavnhom pragdosled elektronegativnosti
supstituenata uvedenih u terminalni benzenov prsten
» na klinickim izolatima MRSA najbolju aktivnost unutar hallske grupe pokazuju
jedinjenja sa hloro i trifluorometil grupama arto polozaju terminalnog benzenovog
prstena, 10CIl i 10CF3 (MIK od 13 do 6™ tj. od 3,9 do 12mg/mL).
> jedinjenja halkonske grupe pokazuju slabu aktivnast 11 KklinEkih izolata P.
aeruginosadobijene MIK vrednosti prelaze 10Q9/mL.
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5. Da bi se odredio deo strukture odgovoran zamgkrobno dejstvo halkona i uspostavila
korelacija izmdu strukture i aktivnosti ispitivanih jedinjenja edena jeQSARanaliza. Za
izvodenje studije odabrane su dve grupe po pet st&iisthatajnijih deskriptora koji najbolje
koreliSu sa log(1/MIK): deskriptori koji opisuju donik donorske osobine funkcionalnih grupa i
deskriptori koji definiSu kiselost fenolske grugeezultatiQSARanalize mogu se sumirati na
slede&i nacin:
» antibakterijska aktivnhost zavisi od vodonik-donainsksobina fenolske grupe u poloZaju
2' prstena A; povecanje kiselosti 2'-hidroksihalkona favorizuje antibakterijsku aktiwtp
» uvodenje fenolskih grupa u prsten B, uprkos njihovirekélondonorskim osobinama,
doprinosi antimikrobnoj aktivnosti, nezavisno odgiajaorto, metaili para;
» polarnost halkona kao i njihova elektronegativimstod velikog zn&aja za osetljivost
Gram negativnih bakterija prema halkonima;
» pored tiolne alkilacije mehanizam antibakterijskéanosti halkona ukljtiuje i graienje
helatnih kompleksa koji ujedno mogu biti i poteaty alkiluju¢i agensi.

6. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnostiopafenona i propafenonskih derivata dobijeni

primenom bujon mikrodilucione metode ukazuju da:

> jedinjenja propafenonske grupe pokazuju bolju aiktiolbnu aktivnost prema
standardnim sojevima Gram pozitivnih bakterija a@rnegativnih bakterija u odnosu na
halkone. Zakljgeno je da supstitucijarto polozaja u terminalnom benzenovom prstenu
doprinosi antimikrobnom dejstvu prema sojevima Gragmuzitivnih bakterija, a
najaktivnije jedinjenje jerto fluorirani derivat 50F ( 0,079 mM ).

> najizrazeniji inhibitorni efekat na 7 kligkih izolata MRSA pokazuje jedinjenje sa
trifluorometil grupom uorto polozaju terminalnog benzenovog prstena ( MIK segu
od 2,24 do 8,9@M tj. od 1 do 4ug/mL). Kod para supstituisanih jedinjenja aktivnost
opada sa porastom voluminoznosti supstituenta (SPCHS3).

> propafenonski derivati pokazuju antimikrobnu aktst prema 11 Kligkih izolata P.
aeruginosa Rezultati pokazuju da supstituenti sa elektromegkorskim osobinama
doprinose aktivnosti i da najie aktivnost pokazuje jedinjenje sa trifluorometibgom

u orto polozaju terminalnog benzenovog prstena ( 0,56 )mM
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7. lzvedene su molekulsldockingstudije antimikrobne aktivnosti propafenonskihidata. Za
izvodenje studije kori&ena je kristalografska struktura zatvorenog i amog K kanala
deponovana u baHrotein Data Banklspitivane strukture jedinjenja su zajedno sakstirom
proteina pripremljene za analizu u prografuodock ToolsDockingeksperimenti su pokazali:

» da se vezivho mesto propafenona i njegovih analogi@azi u pori kanala, ispod
selektivnog filtera;

» da su klj¢ne interakcije karbonilne grupe, sekundarne alkwdadl sekundarne amino
grupe sa THP (vodonina veza);

» da su zn&jne hidrofobner-alkil interakcije oba benzenova prstena svih Ttigmih
jedinjenja sa IIE° (50CI derivat ostvaruje isti tip interakcije dodath preko hloro
grupe);

> da fluoro grupa 50F derivata ostvaruje elektrosiatiinterakciju sa GR?* ali samo sa
zatvorenim kanalom. Isti tip interakcije ostvarujtri fluorova atoma 5CF3 derivata sa
Thr'.

8. Docking studijama ispitana je interakcija propafenonskdémivcita sa transportnim porinom
Pseudomonas aeruginosigpitivanje je rdeno sa kristalografskom strukturom OccK4 porina.
Docking rezultati ukazuju da se vezivno mesto ispitivajgdinjenja nalazi u unutrasnjosti
porina, izméu tri unutrasnje petlje i da najieafinitet vezivanja pokazuje 5PCH3 jedinjenje
koje ostvaruje najbolju interakciju sa hidrofobniizepom. Sva ispitivana jedinjenja preko
protonovane sekundarne amino ili sekundarne alkehgrupe b&nog niza grade stabilne
vodonine veze sa ostacima Tfiti stabilizirajute hidrofobne interakcije:

S« (sa atomom sumpora metionina Mgt alkil-r interakcije (sa metil grupama V&l i
Leu”®), katjonst interakcije (sa gvanidino grupom Af§ kao i anjonr interakcije (sa
karboksilatnim anjonom ASp"

9. Dobijeni rezultati pokazuju da fluorirani derivébCF3, 50F) u pet opaddjin koncentracija

pokazuju inhibitorni efekat na produkciju biofilmgod 9 Klinickih izolata Pseudomonas
aeruginosalnhibicija produkcije biofilma pod je dozno zavisnadi inhibitorni efekat pokazuje
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50F derivat. Najznajniji inhibitorni efekat na produkciju biofilma FOderivat je ostvario u
najvetoj primenjenoj koncentraciji (1,27 mM tj. 500pg/mL)

10. Fluorirani derivati (5CF3, 50F) pokazuju inhdvni efekat na produkciju pigmenta
piocijanina kod 8 klinikih izolataPseudomonas aeruginodahibicija produkcije biofilma pod
uticajem oba fluorirana derivata je dozno zavisamanhibitorni efekat je izrazeniji kod 50F

derivata pri kocentraciji od 500 pg/mL (produkgijgmenta je smanjena na 27,1%).

11. Izvedena j@)SARstudija inhibicije rasta 8 MRSA sojeva. Za formmj@ i validaciju osam
nezavisnin3D QSARmodela kori&eno je 16 optimizovanih struktura propiofenonskérivhta
halkonske 1 propafenonske grupe. Kao nezavisno enijive vrednosti kori&ni su
konstitucionalni, geometrijski, fizko-hemijski i elektronski deskriptori. Na osnovuesnosti
statistikih parametard?, RMSEE @, i RMSEPodabrani su optimal8D QSARmodeli koji

pokazuju visoku prognosku sposobnost.

12. Ispitana je permeabilnost propiofenonskih dgevPAMPA testom iin silico simulacijom u
racunarskom programMembranePlusEksperimentalno dobijeni podaci ukazuju da jemelja
halkona >99,99% Sto moze biti razlog slabog antiobkog efekta premR. aeruginosasoju.
Kako je retencija propafenonskih derivata manja eneé zakljtiti da antibakterijski efekat

ostvaruju putem porina i/ili jonskih kanala unutatijske membrane.

13. Primenom ADMET Predictora predviien je farmakokinetki i toksikoloski profil
ispitivanih  jedinjenja. Najw@ rizik procenjen je za najvoluminozniji, najliptfiji
propafenonski derivat sa trifluorometil grupomoto polozaju (5CF3), kao i za halkonska

jedinjenja koja sadrze istu grupu u strukt&bDMET Risk 3-4).
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