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ODREDIVANJE STRUKTURE FARMAKOFORE, DIZAJN I IN VITRO ISPITIVANJE
LIGANADA SA VISESTRUKIM DEJSTVOM KAO POTENCIJALNO EFIKASNIJIH
TERAPEUTIKA SLOZENIH NEUROLOSKIH I MENTALNIH OBOLJENJA

SAZETAK

Disfunkcija serotoninske i dopaminske neurotransmisije u mozgu je u osnovi patofiziologije
brojnih neuroloskih 1 mentalnih oboljenja. Definisanje protokola koji integriSe in silico 1 in vitro
metode, u cilju proucavanja farmakofore multi-potentnih jedinjenja koja deluju na nivou centralnog
nervnog sistema (CNS), predstavlja vazan korak u racionalizaciji procesa otkrivanja novih lekova.
Primenom simulacija molekulske dinamike i molekulskog dokinga, kao i analize kvantitativnhog
odnosa strukture i aktivnosti (eng. 3D-Quantitative Structure Activity Relationship, 3D-QSAR)
definisane su kljucne strukturne karakteristike dualnih antagonista 5-HT,s i D, receptora, sa
smanjenim afinitetom za H, receptor. Na osnovu dobijenih rezultata izvrSeno je pretrazivanje baza
fragmenata primenom metode virtuelnog skrininga (eng. Virtual Screening, VS) u cilju dizajniranja
potencijalno bezbednijih i efikasnijih liganada sa viSestrukim delovanjem (eng. multi-target),
pruzajuéi smernice za razvoj novih lekova u terapiji slozenih CNS oboljenja. 3D-QSAR analizom
biciklicnih  a-iminofosfonata definisana je struktura farmakofore selektivnih liganada
imidazolinskih I, receptora, kao potencijalno novih lekova za lecenje kognitivnih poremecaja. In
vitro paralelni test permeabilnosti na vestackim membranama (eng. Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay, PAMPA) je koris¢en za odredivanje efektivne permeabilnosti (logP.) kroz
krvno-mozdanu barijeru (KMB) jedinjenja koja uticu na modulaciju aktivnosti serotoninskog i
dopaminskog sistema u mozgu. Dobijeni rezultati su koriS¢eni u analizi kvantitativnog odnosa
strukture 1 osobina (eng. Quantitative Structure-Property Relationship, QSPR) u cilju razumevanja
strukturnih karakteristika koje najviSe uti€u na prolazak jedinjenja kroz KMB. Model formiran
primenom metode podrzavaju¢ih vektora (eng. Support-Vector Machine, SVM) 1 validiran
opseznom statistickom analizom, je koriS¢en za predvidanje logP, vrednosti dizajniranih dualnih
antagonista i1 liganada I, receptora, svrstavajuci ih u grupu visoko permeabilnih jedinjenja. Sa ciljem
da se dodatno analizira 1 vizuelizuje proces permeabilnosti centralnodelujucih jedinjenja kroz KMB
na molekulskom nivou, kori§¢ene su simulacije usmerene molekulske dinamike (eng. Steered
Molecular Dynamics, SMD).

Kljué¢ne redi: simulacije molekulske dinamike, molekulski doking, 3D-QSAR, virtuelni skrining,
5-HTa-R, D2-R, Hi-R, I,-IR, PAMPA, SMD

Naucna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmaceutsko-medicinska hemija 1 strukturna analiza



PHARMACOPHORE ANALYSIS, DESIGN AND IN VITRO TESTING OF MULTI-
TARGET LIGANDS AS POTENTIALLY EFFECTIVE THERAPEUTICS OF COMPLEX
NEUROLOGICAL AND MENTAL DISORDERS

ABSTACT

Disturbances in serotoninergic and dopaminergic neurotransmissions in the central nervous
system (CNS) play a key role in the pathophysiology of various neurological and mental disorders.
Developing an integrative approach through application of in silico and in vitro methods, in order to
analyse pharmacophore of multi-target neuroactive compounds, presents a promising strategy in
rationalization of drug design process. Molecular dynamics simulations and molecular docking
methods in combination with 3D-quantitative structure activity relationship analysis (3D-QSAR)
were used to evaluate crucial structural features of potent dual antagonists of 5-HT,4 1 D, receptors,
with lower antagonistic activity on H; receptors. The virtual screening of the available fragment
libraries was performed with the aim to design novel multi-target compounds with a more effective
and safer profile, laying a good foundation for the therapy of complex brain diseases. Moreover,
3D-QSAR analysis of bicyclic a-iminophosphonates was used to reveal the pharmacophore
structure of selective imidazoline I, receptor (I>-IR) ligands, as potentially new drugs for the
treatment of cognitive disorders. /n vitro parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA)
was further employed to examine the effective permeability (logP,) through blood brain barrier
(BBB) of compounds that affect serotonin and dopamine levels in the CNS. Based on the obtained
results, quantitative structure-property relationship (QSPR) analysis was performed with the aim to
define structural features that mostly affect the permeability of compounds through BBB. Support-
vector machine (SVM) method was used to create predictable and reliable QSPR model that was
further employed to predict logP, values of new designed dual antagonists of 5-HT24/D> receptors
and I,-IR ligands, classifying them into a group of highly permeable compounds. Steered molecular
dynamics (SMD) simulations have been carried out to additionally explain and visualize the entire
BBB permeation pathway at the molecular level.

Key words: molecular dynamics simulations, molecular docking, 3D-QSAR, virtual screening, 5-
HT,4-R, D>-R, H;-R, I,-IR, PAMPA, SMD
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1. UVOD



Neuroloski 1 mentalni poremecaji predstavljaju vode¢i uzrok invaliditeta i naruSavanja
kvaliteta zivota ljudi u svetu. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (eng. World Health
Organization - WHO), procenjuje se da na globalnom nivou posledice ovih bolesti uti¢u na zivote
viSe od milijardu ljudi, dok vise od 165 miliona ljudi (38,2%) u Evropskoj uniji pati od najmanje
jedne bolesti iz neuropsihijatrijskog spektra (1-4). Pandemija bolesti izazvane korona virusom 2019
(COVID-19) znacajno je uticala na mentalno zdravlje ljudi Sirom sveta (5). Iako ukupan uticaj na
mentalno stanje jos uvek nije poznat, moguce je zakljuciti da ovi poremecaji predstavljaju sve vece
opterecenje zdravstvenog sistema sa izrazenim posledicama po drustvo (6).

Poremecaji mentalnog zdravlja i neuroloski poremecaji pripadaju grupi hroni¢nih
nezaraznih bolesti, koje uti¢u na emocije, misli, ponaSanje i odnose. Oni obuhvataju Sirok spektar
bolesti i stanja, kao S§to su Sizofrenija, depresija, poremecaji anksioznosti, Alchajmerova i
Parkinsonova bolest.

1.1 Neuroloska i mentalna oboljenja
1.1.1  Sizofrenija

Sizofrenija je hroni¢no mentalno oboljenje za koje se procenjuje da obuhvata oko 1%
globalne populacije 1 koja u znacajnoj meri remeti radnu i socijalnu funkcionalnost obolele osobe
(7). KarakteriSe se pojavom razli¢itih simptoma koji se svrstavaju u tri grupe: pozitivni, negativni i
kognitivni simptomi. Pozitivni simptomi se odnose na pojavu halucinacija, deluzija, uznemirenosti i
poremecaja misljenja. Suprotno tome, negativni simptomi su obelezeni socijalnim povladenjem,
nezainteresovanos¢u (apatija), oskudnim govorom (alogija) i introvertnosc¢u, dok je kognitivna
disfunkcija pra¢ena poremecajem paznje, radnog pamcenja i apstraktnog razmisljanja (8).

Etiologija i1 patologija Sizofrenije jo§ uvek nisu u potpunosti objasnjene, ali ipak postoji
nekoliko neurohemijskih teorija koje pruzaju bolje razumevanje ovog oboljenja. U osnovi, dolazi
do poremecaja ravnoteze razli€itih neurotransmiterskih sistema u mozgu: dopamina, serotonina,
glutamata, gama-aminobuterne kiseline (eng. Gamma-Aminobutyric Acid, GABA), noradrenalina,
acetilholina, kao 1 histamina.

Dopaminski sistem

Razvoj dopaminske teorije je uticao na postavljanje osnova za istraZivanje i leCenje
mentalnth poremecaja (9). Dopaminski sistem u mozgu se sastoji od nigrostrijatnog,
mezokortikalnog, mezolimbickog i1 tuberoinfundibularnog puta. Prema ovoj teoriji kod Sizofrenije
dolazi do disbalansa u dopaminskoj aktivnosti izmedu mezokortikalnog 1 mezolimbickog puta.
Hiperaktivnost dopaminskih neurona u mezolimbi¢kim strukturama uti¢e na pojavu pozitivnih
simptoma Sizofrenije, dok negativni 1 kognitivni simptomi nastaju usled hipofunkcije u
mezokortikalnom delu. Blokada dopaminskih receptora u nigrostrijatnoj regiji je odgovorna za
pojavu motornih nezeljenih efekata, poznatih kao ekstrapiramidalni neZeljeni simptomi (eng.
Extrapyramidal Symptoms, EPS). Dopamin u tuberoinfundibularnom putu deluje kao faktor
inhibicije prolaktina, dok blokiranje njegovih receptora dovodi do hiperprolaktinemije pracene
amenorejom, galaktorejom, 1 ginekomastijom.

Dopaminski receptori predstavljaju ciljno mesto dejstva tipi¢nih 1 atipi¢nih antipsihotika,
koji se danas u najvecoj meri koriste u leCenju mentalnih oboljenja. Moguce je razlikovati pet
tipova dopaminskih receptora koji se dele u dve klase: D; klasa (D; 1 Ds receptori) 1 D; klasa (D,
Dj; i D4 receptori). Dopaminski D; 1 D; receptori su Siroko distribuirani u svim dopaminergi¢kim
putevima. Specifi¢nu lokalizaciju u limbickom sistemu, odgovornom za kognitivne i emocionalne
funkcije, imaju D3 i1 D4 receptori, dok su Ds receptori prisutni u talamusu, hipotalamusu i
hipokampusu. Tipi¢ni antipsihotici predstavljaju prvu generaciju antipsihotika, koji antagonizuju
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dopaminske D, receptore (D»,-R) u mezolimbickoj regiji. Ova grupa lekova efikasno kontrolise
pojavu pozitivnih simptoma Sizofrenije. Ipak, nedostatak selektivnosti i blokada dopaminskih
receptora u drugim regijama je rezultirala pojavom EPS, ukljucujuéi tardivnu diskineziju, akatiziju,
distoniju i parkinsonizam, kao i pogorSanjem negativnih simptoma (10-12). Iz tog razloga,
razvijena je nova grupa bezbednijih i efikasnijih lekova — atipi¢ni antipsihotici, poznati kao
antagonisti serotoninskih 5-HT;4 1 dopaminskih D, receptora. Takode, pokazano je da produzena
blokada D,-R utice na disregulaciju D; receptora (D;-R) u prefrontalnom korteksu i posledi¢no
pogorSanje radne memorije. Prema tome, ligandi koji deluju kao agonisti D;-R mogu imati vaznu
ulogu u lecenju kognitivnih poremecaja (13). Studije su pokazale da je mogu¢i mehanizam
delovanja klozapina, jednog od najpoznatijih antipsihotika, povezan sa aktivacijom D;-R usled
povecanja kortikalnog nivoa dopamina (14). Iako manje eksprimirani u centralnom nervnom
sistemu (eng. Central Nervous System, CNS) u odnosu na D; i D, receptore, dopaminski Ds
receptori (D3-R) se uglavnom nalaze u limbickim strukturama koje su povezane sa kognitivnim i
emocionalnim funkcijama. Antagonizam na nivou D3-R uti¢e na povecano oslobadanje acetilholina
u prefrontalnom korteksu, kao i na neutralizaciju efekata blokiranja glutamatnih N-metil-D-aspartat
(eng. N-methyl-D-aspartate, NMDA) receptora, $to doprinosi poboljSanju kognitivnih funkcija
(15,16).

Serotoninski sistem

Uloga serotonina u patogenezi Sizofrenije, kao slozenog psihijatrijskog oboljenja, takode je
veoma znacajna. Otkricem psihomimetickog delovanja dietilamid lizergne kiseline (eng. Lysergic
acid diethylamide, 1.SD) razvijena je prva serotoninska hipoteza o nastanku Sizofrenije, koja je
ukazala na deficit serotonina u mozgu pacijenata obolelih od ove bolesti (17,18). Kasnija
proucavanja odnosa dopaminske 1 serotoninske neurotransmisije u mezokortikalnim i
mezolimbickim strukturama mozga 1 otkrie antipsihoti¢nih efekata klozapina su potisnula
prethodne teorije i uslovile formiranje novih (19). Naime, serotoninergic¢ki neuroni se projektuju iz
sredi$njeg dela mozdanog stabla do kortikalnih, strijatnih i limbickih regija (20). Pokazano je da
stimulacija serotoninskih vlakana u dorzalnim jezgrima rafe (lat. dorsal raphe nucelus) dovodi do
povecanog oslobadanja serotonina u zoni substantia nigra gde vr$i inhibitornu modulaciju
dopaminergi¢kih neurona (19). Pored toga, uocCeno je da serotoninski agonisti vrSe inhibiciju
dopaminske funkcije u strijatumu 1 korteksu, smanjujuci oslobadanje dopamina ili njegovu sintezu
u terminalnim zavrSecima. Navedeni efekti su uglavnom posredovani serotoninskim 5-HT;a
receptorima (5-HT2a-R), ¢iji antagonisti posledino izazivaju povecanje nivoa dopamina u
deficitarnim moZzdanim regijama, nigrostrijatnim i mezokortikalnim (10).

Serotonin u CNS-u deluje kroz nekoliko tipova i podtipova receptora: 5-HT; (5-HTa, 5-
HTg, 5-HTp, 5-HT1g, 5-HT1§), 5-HT> (5-HT24, 5-HT2B, 5-HT2c), 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTg 1 5-
HT7, koji su Siroko distribuirani u razli¢itim moZzdanim strukturama (21). Serotoninski 5-HT,x
receptori su predominantno lokalizovani u prefrontalnom korteksu, gde imaju vaznu ulogu u
regulaciji pam¢enja, raspoloZenja, kognitivnog i emocionalnog ponasanja (22). Prouc¢avanje odnosa
dopaminske 1 serotoninske neurotransmisije u mezokortikalnim i1 mezolimbic¢kim strukturama
mozga je uticalo na razvoj druge generacije antipsihotika — atipi¢ni antipsihotici. FarmakoloSko
delovanje ovih jedinjenja, u odnosu na prvu generaciju, karakteriSe antagonizam dopaminskih D, 1
serotoninskih 5-HT»4 receptora, $to je znacajno uticalo na povecanje njihove efikasnosti u terapiji
kognitivnih 1 negativnih simptoma psihoza kao 1 na smanjenje pojave EPS (23). Pored toga,
atipi¢nost druge generacije antipsihotika je zasnovana na modulaciji serotoninskih 5-HT) 4 receptora
(5-HTa-R). Ovi receptori su uglavnom lokalizovani u korteksu na glutamatnim piramidalnim
¢elijama 1 GABA-ergickim neuronima, amigdali, hipokampusu i ventralno tegmentalnoj regiji
(Ventral Tegmental Area, VTA) (24). Potpuni ili parcijalni agonizam na 5-HT;4-R indirektno utice
na kortikalno oslobadanje dopamina, koje je posredovano dezinhibicijom glutamatnih neurona.
Ovaj mehanizam se takode smatra odgovornim za povecano oslobadanja acetilholina u
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hipokampusu i prefrontalnom korteksu, §to potencijalno uti¢e na poboljSanje kognitivnih funkcija
(25). Pojedini antipsihotici poput klozapina, ziprazidona, kvetiapina i aripiprazola poseduju
parcijalni agonisticki efekat na 5-HT;a-R. Ulogu u modulaciji dopaminske i acetilholinske
aktivnosti poseduju i serotoninski 5-HT,¢ receptori (5-HT,c-R). Dominantno su lokalizovani u
korteksu, hipokampusu, amigdali i nucleus accumbens-u (N,), gde imaju ulogu u kontroli
spavanja, apetita, motornih funkcija 1 raspolozenja. Atipicni antipsihotici poput klozapina deluju
kao inverzni agonisti 5-HT,¢-R, uti¢u¢i na povecano oslobadanje dopamina u strijatumu, korteksu i
nucleus accumbens-u (26).

Glutamatni sistem

Glutamat predstavlja glavni ekscitatorni neurotransmiter u CNS-u. Poremecaj glutamatne
neurotransmisije u kortikalnim i limbi¢kim strukturama, kao i talamusu povezan je sa razvojem
negativnih 1 kognitivnih simptoma mentalnih poremecaja (27). Otkri¢e psihotomimetickog
delovanja antagonista glutamatnih NMDA receptora je ukazalo na njegovu potencijalnu ulogu u
istrazivanju patofiziologije Sizofrenije (28). Takode, u postmortem studijama obolelih osoba, uocen
je poremecaj u gustini glutamatnih receptora, kao i koncentraciji glutamata u prefrontalnom
korteksu, talamusu i temporalnom reznju (27). Antipsihotici koji deluju kao antagonisti
dopaminskih D,-R uti¢u na transmisiju glutamata interakcijom sa NMDA receptorima. Naime,
dolazi do povecanog oslobadanja glutamata u strijatumu, regiji koja je odgovorna za kognitivne i
motivacione sposobnosti (29). Pored toga, proucavanjem atipi¢nih antipsihotika dokazan je uticaj
serotoninskih  5-HT;4, 1 5-HT,n receptora na glutamatnu transmisiju. Bihejvioralne i
elektrofizioloske studije su pokazale da jedinjenja poput klozapina, olanzapina i risperidona deluju
kao parcijalni agonisti na glicin-vezuju¢em mestu NMDA receptora (25).

Gama-aminobuterna kiselina

Neurotransmiter sa glavnim inhibitornim delovanjem u CNS-u je gama-aminobuterna
kiselina (GABA), koja svoje dejstvo ostvaruje putem GABA, 1 GABAg receptora (30). GABA-
ergicki interneuroni imaju vaZznu ulogu u regulaciji aktivnosti 1 sinhronizaciji ostalih
neurotransmiterskih sistema, klju¢nih u procesima ucenja, percepcije 1 kognicije. Postmortem
studijama je pokazano da promene u kortikalnim GABA-ergi¢kim neuronima mogu imati vaznu
ulogu u patofiziologiji Sizofrenije (31). Takode, GABA interneuroni uti€u na modulaciju
mezolimbickog 1 mezokortikalnog dopaminskog sistema. Ispitivanja su pokazala da primena
agonista GABA receptora moZe imati potencijalni znacaj u regulaciji pozitivnih 1 negativnih
simptoma Sizofrenije (32).

Ostali sistemi

Pored navedena cetiri sistema koja imaju vaZnu ulogu u patogenezi i razumevanju
Sizofrenije, veliki uticaj takode poseduju holinergicki, histaminski, adrenergicki i imidazolinski
sistemi.

Projekcije holinergi¢kih neurona se mogu podeliti u dve grupe, jedna grupa je usmerena ka
srednjem mozgu i kicmenoj mozdini, dok druge projekcije idu ka kortikalnoj regiji 1 hipokampusu
(33). Efekti acetilholina kao glavnog neurotransmitera ovog sistema su posredovani muskarinskim
M;-M;s receptorima. Oni ucestvuju u regulaciji razli¢itih funkcija kao Sto su: ucenje, pamcenje,
uzbudenje, spavanje 1 budnost. Istrazivanja su pokazala da aktivacija M; receptora ima pozitivan
efekat na neurotransmisiju glutamata, Sto utice na poboljSanje kognitivnih poremecaja (25). Ipak,
antipsihotici koji deluju antagonisticki na nivou muskarinskih receptora dovode do pojave
neZeljenih efekata kao Sto su suvoca usta, konstipacija, zamagljen vid i smanjenje pamcenja (10).



Histaminski neuroni u¢estvuju u inervaciji razli¢itih mozdanih regija ukljucujuéi: strijatum,
korteks, amigdalu i hipokampus. Neselektivno delovanje atipi¢nih antipsihotika poput klozapina,
olanzapina i1 kvetiapina na nivou histaminskih H; receptora (H;-R) je uglavnom povezano sa
pojavom razli¢itih metabolickih nezeljenih efekata (23,34-37). Takode, antagonizam na ovom
receptoru je odgovoran za nastanak sedativnog dejstva, koji moze biti od znacaja kod akutnih
psihoza. Histaminski Hs receptori (H3-R) pripadaju grupi presinaptickih autoreceptora koji uticu na
inhibiciju oslobadanja histamina, ali i drugih neurotransmitera, dopamina, glutamata, noradrenalina
1 acetilholina. Pojedine studije su ukazale na potencijalni znacaj antagonista H3-R na poboljsanje
kognitivnih simptoma usled modulacije drugih neurotransmiterskih sistema (25).

Glavne projekcije noradrenalina polaze iz locus coeruleus-a 1 idu do hipokampusa,
talamusa, neokorteksa 1 substantia nigra-e (38). Svoje delovanje ispoljava preko noradrenergickih o
1 B receptora, koji se nalaze na dopaminergickim, serotoninergickim, glutamatergickim, kao 1
GABA-ergi¢kim neuronima (39). Atipicni antipsihotici u najvecoj meri deluju kao antagonisti o, i
o receptora. Smatra se da antagonizam na o, receptoru uti¢e na kontrolu pozitivnih simptoma
Sizofrenije, usled uticaja na dopaminsku neurotransmisiju u mezolimbickim i mezokortikalnim
strukturama. Ipak, direktni antagonizam ovih receptora je povezan sa povecanjem telesne mase kao
nezeljenim efektom. S druge strane, istrazivanja su pokazala da antagonizam klozapina na o,
receptoru ima znacaj u postizanju njegovog antidepresivnog delovanja usled modulacije
dopaminskih neurona u VTA (25).

Agmatin je neurotransmiter imidazolinskog sistema koji ¢ine I;, I, 1 I3 imidazolinski
receptori. Siroko je distribuiran u CNS-u gde se vezuje za imidazolinske i a, adrenergicke
receptore, blokira serotoninske 5-HTj3, nikotinske holinergicke i glutamatne NMDA receptore, kao i
sintezu azotnog oksida (eng. Nitric Oxide, NO) (40). Poremecaji neuromodulatornih aktivnosti
usled promene u koncentraciji centralnog agmatina su povezani sa pojavom razli¢itih mentalnih
oboljenja (41). Eksperimentalne studije su pokazale da agmatin ublazava kognitivne i bihejvioralne
poremecaje, ukazujuéi na njegovu potencijalnu ulogu u patogenezi Sizofrenije (40).

1.1.2 Depresija

raspolozenja, gubitak interesovanja i energije. Procenjuje se da oko 280 miliona ljudi globalno
(3,8%) boluje od nekog oblika depresije, kao i1 da je jedan od glavnih uzroka suicidnih pokusaja i
ishoda (42).

Pored emocionalnih simptoma kao §to su apatija, pesimizam, nedostatak samopouzdanja 1
neodlucnost, depresiju karakteriSe 1 pojava bioloSkih simptoma poput gubitka apetita, poremecaja
spavanja 1 smanjenog seksualnog nagona (43). Moguce je razlikovati dva tipa depresivnih
poremecaja: unipolarna depresija 1 bipolarni poremecaj, koju karakteriSe pojava osciliraju¢ih
depresivnih 1 mani¢nih epizoda. Jedna od osnovnih teorija koja objaSnjava patofiziolosku osnovu
depresije je monoaminska hipoteza. Ovom hipotezom se definiSe da je depresija uzrokovana
deficitom monoaminskih neurotransmitera, serotonina, noradrenalina i dopamina u CNS-u (44).

Serotoninski sistem

Nedostatak serotonina u mozgu uti¢e na pojavu specifinih simptoma poput depresivnog
raspolozenja, straha, razdrazljivosti, usamljenosti i samooptuzivanja (45). Antidepresivi koji se
koriste u terapiji uticu na povecanje koncentracije serotonina u dorzalnim jezgrima rafe. Brojne
studije su pokazale da vaznu ulogu u patogenezi depresije imaju serotoninski 5-HT;4 1 5-HT7a
receptori (46,47). Serotoninski 5-HT;4-R su Siroko distribuirani u kortiko-limbickoj regiji koja je
klju¢na za regulaciju emocija 1 raspolozenja. Kod depresivnih stanja karakteristicno se razvija
poviSen nivo presinaptickih 5-HT;4 autoreceptora koji smanjuju neuronsku aktivnost serotonina,
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kao 1 smanjen nivo postsinaptickih 5-HT;4 receptora koji uti¢u na smanjenje odgovora na serotonin
(48). Potencijalnu efikasnost u terapiji velike depresije pored agonista 5-HT;5-R su pokazali 1
antagonisti serotoninskih 5-HT,4-R u monoterapiji ili kombinovanoj terapiji sa inhibitorima
serotoninskog transportera (eng. Serotonin Transporter, SERT) (49,50). Smatra se da je njihovo
terapijsko delovanje posredovano GABA-ergickim interneuronima koji uti€u na smanjenje
aktivnosti piramidalnih ¢elija u prefrontalnom korteksu.

Noradrenalinski sistem

Neuronske projekcije noradrenalina krecu iz locus coeruleus-a i inervisu limbicki sistem,
koji ima vaznu ulogu u regulaciji emocija. Postmortem studijama osoba obolelih od depresije su
uocene promene u gustini o, adrenoreceptora (0-AR) 1 smanjeno vezivanje noradrenergickog
transportera u locus coeruleus-u (51). AdrenergiCki a, autoreceptori se nalaze presinapticki na
serotoninergiC¢kim 1 noradrenergickim nervnim zavrSecima, gde vrSe supresiju oslobadanja
neurotransmitera nakon stimulacije. Pored toga, uoceno je da serotoninski sistem ispoljava
negativan uticaj na noradrenergicki sistem mehanizmima posredovanim 5-HT,n 1 5-HT,c
receptorima, kao i da 5-HT,5-R moze uticati na povecano oslobadanje noradrenalina pod dejstvom
selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina (eng. Selective Serotonin Reuptake Inhibitors, SSRI)
(45). Smanjenje koncentracije noradrenalina u CNS-u uti¢e na pojavu simptoma koji su praéeni
smanjenjem samopouzdanja, nedostatkom interesovanja, energije i zadovoljstva, pa iz tog razloga
primena inhibitora preuzimanja serotonina i noradrenalina (eng. Serotonin and Norepinephrine
Reuptake Inhibitors, SNRI) ima znacajnu efikasnost u lecenju depresije.

Dopaminski sistem

Vaznu ulogu u regulaciji emocionalnog stanja takode ima i neurotransmiter dopamin.
Poremecaj aktivnosti dopaminskog mezolimbickog sistema je povezan sa pojavom karakteristi¢nih
simptoma depresije (52). Promene na nivou dopaminske neurotransmisije u VTA regiji su
uslovljene delovanjem serotoninegic¢kih neurona koji polaze iz srednjeg dela mozga. Naime, uo¢eno
je da aktivacija 5-HTA-R utice na povecano oslobadanje dopamina u prefrontalnom korteksu 1 Nycc,
dok aktivacija 5-HT,4 1 5-HT,c receptora vrsi inhibiciju delovanja dopamina u mezokortikalnoj 1
mezolimbickoj regiji (45,53).

Ostali sistemi

Modulacija aktivnosti inhibitornih i1 ekscitatornih neurotransmitera u CNS-u, GABA-e i1
glutamata, je takode znaajna u kontroli depresivnih poremecaja. FarmakoloSki mehanizam
delovanja se zasniva na pretpostavci da blokada NMDA receptora dovodi do povecanog
oslobadanja glutamata usled smanjene inhibicije GABA-ergic¢kih neurona, dok posledi¢no glutamat
aktivira jonotropni AMPA (eng. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) receptor
koji posreduje u ispoljavanju antidepresivnih efekata (54,55). Ketamin je antagonista NMDA
glutamatnih receptora koji ispoljava terapijsku efikasnost u lecenju depresije. Brojne studije su
pokazale da je slican mehanizam brzog antidepresivnog delovanja uoCen i kod agmatina,
endogenog liganda imidazolinskih receptora (56—58). Potencijalni antidepresivni efekat je takode
potvrden 1 eksperimentalnim ispitivanjem selektivnog liganda imidazolinskog I,-R, BU224, koji
uti¢e na povecanje nivoa serotonina u prefrontalnom korteksu i hipotalamusu (59).

U terapiji depresije najceS¢u primenu imaju lekovi koji pripadaju grupi SSRI i SNRI, koji

¢ine prvu terapijsku liniju, kao 1 tricikli¢ni antidepresivi (eng. Tricyclic Antidepressants, TCA) i

inhibitori monoaminooksidaze (eng. Monoamine Oxidase Inhibitors, MAOI) koji ¢ine drugu liniju

(60). TCA cine grupu jedinjenja koja inhibira ponovno preuzimanja amina, u najvecoj meri

serotonina 1 noradrenalina, u presinaptickim zavrSecima (imipramin, dezipramin, amitriptilin,

nortriptilin, klomipramin). Povecanje koncentracije ovih neurotransmitera u sinapsama utie na
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ispoljavanje njihovog antidepresivnog efekta. Ipak, neselektivno delovanje TCA na postsinapticke
a-adrenergiCke, muskarinske i histaminske receptore utice na pojavu brojnih nezeljenih efekata

(61).

Monoaminooksidaza (eng. Monoamine Oxidase, MAO) je enzim koji ima glavnu ulogu u
oksidativnoj deaminaciji biogenih amina. Razlikuju se dve izoforme MAO enzima: MAO-A koji se
nalazi u jetri, crevima i placenti, i MAO-B prisutan u trombocitima, jetri i mozgu. Noradrenalin 1
serotonin su supstrati MAO-A izoforme, dok triptamin, metilhistamin i feniletilamini predstavljaju
supstrate MAO-B. Vecina antidepresiva svoj efekat ispoljava deluju¢i na MAO-A izoformu, kao $to
je moklobemid, dok selektivni MAO-B inhibitori imaju vaznu ulogu u terapiji neurodegenerativnih
bolesti (62,63). Endogeni ligand imidazolinskih receptora, harman, deluje kao potentni selektivni
inhibitor MAO-A enzima, i utice na modulaciju monoaminske neurotransmisije. Studijama je
pokazano da sistemska primena selektivnih liganada I,-IR dovodi do povecanja koncentracije
noradrenalina, serotonina i dopamina u odredenim mozdanim strukturama (59). Takode, studije su
pokazale da koadministracija antagonista 5-HT,5 receptora sa SSRI i inhibitorima MAO ima
sinergistiCki efekat u lecenju velike depresije (50,64,65).

1.1.3 Anksioznost

Prema studiji globalnog opterecenja bolestima, anksiozni i depresivni poremecaji su dva
najceS¢a mentalna poremecaja koja su medu vodeéim uzrocima invalidnosti u svetu (66).
Procenjuje se da je prevalenca anksioznih poremecaja na svetskom nivou u 2020. godini oko 374
miliona ljudi, na $ta je veliki uticaj imala i pandemija COVID-19 (67).

Anksioznost je mentalno stanje povezano sa strahom koje dovodi do razli¢itih fizioloskih,
bihejvioralnih, kognitivnih 1 afektivnih manifestacija. KarakteriSe se pojavom preterane
zabrinutosti, hiperbudnosti, konfuzije, nervoze i uzbudenosti, ali i ubrzanim radom srca, ubrzanim
disanjem 1ili tremorom (68,69). Postoje razli¢ite vrste anksioznih poremecaja (generalizovani
anksiozni poremecaj, pani¢ni poremecaj, fobije, post-traumatski poremecaj 1 opsesivno-
kompulsivni poremecaj) koji su Cesto udruZeni jedni sa drugima, ali i sa drugim psihijatrijskim
oboljenjima (70). U osnovi patofiziologije anksioznosti nalazi se disfunkcija neurotransmiterskih
sistema u CNS-u: serotonina, noradrenalina, dopamina i GABA-e (69,71).

Gama-aminobuterna kiselina

Simptomi anksioznosti se razvijaju usled poremecaja u ravnoteZi aktivnosti limbic¢kog
sistema, koji je odgovoran za obradu emocija. Povecana aktivnost u ovoj strukturnoj regiji nastaje
usled smanjene inhibitorne neurotransmisije posredovane GABA-om, koja igra klju¢nu ulogu u
modulaciji anksiolitickog odgovora. Naime, GABA, je jonski receptor koji poseduje alosterno
aktivno mesto ¢ija aktivacija omogucava kontrolu inhibicije neurona u amigdali (72). U terapiji
akutnih anksioznih napada najvecu prednost imaju benzodiazepini. Oni deluju kao pozitivni
alosterni modulatori GABA-e, vezujuci se specifi¢no za podtip A receptora i povecavajuci njen
inhibitorni efekat (73).

Serotoninski, dopaminski i noradrenalinski sistemi

Serotoninski neuroni kod anksioznosti imaju ulogu u regulaciji sna, energije, raspolozenja,
apetita 1 kognitivnih funkcija. Studije su pokazale da razli¢iti anksiozni poremecaji uti€u na
smanjenje broja 5-HT s receptora u limbickom sistemu (74). Najvecu prednost u odnosu na placebo
terapiju su pokazali prethodno opisani SSRI, koji 1 ovde predstavljaju prvu terapijsku liniju
(fluoksetin, sertralin, paroksetin, escitalopram i citalopram). Pored njih, u terapiji se takode koriste
venlafaksin i duloksetin, kao 1 predstavnici SNRI grupe, a u manjoj meri TCA (69-71). Mehanizam
delovanja SSRI kod anksioznih poremecaja je praen promenama u presinaptickim i
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postsinaptickim receptorima i signalnim putevima. Presinapticki 5-HTa autoreceptori su odgovorni
za smanjenje akutnog ekstracelularnog povecanja koncentracije serotonina usled primene SSRI.
Postsinapticki 5-HT5-R je glavni inhibitorni serotoninski receptor koji se nalazi na GABA-
ergickim i glutamatergi¢kim neuronima u limbickom sistemu 1 prefrontalnom korteksu. Odgovorni
su za indirektnu inhibiciju serotoninske aktivnosti u jezgrima rafe (75). Pored serotonina,
noradrenalin takode vrsi modulaciju aktivnosti mozdanih regiona, poput amigdale. Presinapticki i
postsinapticki a, adrenoreceptori imaju vaznu ulogu u regulaciji nivoa noradrenalina kod
anksioznih poremecaja, dok su periferni B adrenergicki receptori odgovorni za pojavu simptoma
poput tremora, ubrzanog rada srca i znojenja (76). Eksperimentalna ispitivanja su pokazala da je
anksioznost takode pra¢ena smanjenim oslobadanjem dopamina u medijalnom prefrontalnom
korteksu. Prisutna je visoka prevalenca anksioznosti kod Parkinsonove bolesti (PB), za koju je
karakteristi¢an nizak nivo dopamina u amigdali i prefrontalnom korteksu (77).

1.1.4 Alchajmerova bolest

Alchajmerova bolest (AB) je neurodegenerativna bolest koju karakteriSe gubitak
intelektualnih funkcija. Prema najnovijim istrazivanjima, procenjuje se da oko 51,6 miliona ljudi
Sirom sveta (0,7%) boluje od demencije uz kontinuirani porast stope prevalence, incidence,
mortaliteta i godina Zivota prilagodenih invaliditetu (eng. Disability-Adjusted Life Years, DALYSs)
(78).

Patogenezu AB karakteriSe neurodegeneracija, gubitak holinergickih neurona, razvoj
amiloidnih plakova i spletova neurofibrila (79). Amiloidna kaskadna hipoteza definiSe da u osnovi
patogeneze AB dolazi do proteolize amiloid prekursor proteina (eng. Amyloid Precursor Protein,
APP) 1 formiranja amiloid-beta (eng. Amyloid-Beta, AP) agregata koji ispoljavaju neurotoksi¢no
delovanje (80). Pored toga, u procesu neurodegeneracije vaznu ulogu ima i 7au protein (81).
Mehanizam delovanja 7Tau proteina jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjen ali je poznato da su
neurodegenerativna oboljenja poput AB pracena abnormalnom fosforilacijom ovog proteina koji se
talozi u obliku neurofibrilarnih vlakana u hipokampusu i neokorteksu (82).

Acetilholinski sistem

Alchajmerovu bolest takode karakteriSe smanjen nivo acetilholina usled degeneracije
holinergickih neurona u bazalnim jedrima prednjeg mozga, $to utiCe na pojavu simptoma otezanog
ucenja i pamcenja (83). Holin acetiltransferaza (eng. Choline Acetyltransferase, ChAT) je enzim
koji ucestvuje u sintezi acetilholina. Istrazivanja su pokazala da je njegova aktivnost do 50%
smanjena kod osoba sa AB (84). 1z tog razloga, farmakolo8ki znac¢aj u terapiji ovog oboljenja imaju
lekovi koji uti¢u na normalizaciju nivoa acetilholina i poboljSanje holinergicke neurotransmisije u
hipokampusu, cerebralnom korteksu i amigdali. Najve¢i uspeh u simptomatskoj terapiji ovog
oboljenja su ostvarili inhibitori acetilholinesteraze (eng. Acetylcholinesterase enzyme, AChE),
enzima koji ima glavnu ulogu u razgradnji acetilholina. Dejstvom ovih lekova dolazi do povecanja
koncentracije acetilholina u sinaptickoj pukotini 1 povecane transmisije u mozgu, Sto uti¢e na
poboljsanje kognitivnih funkcija (donepezil, rivastigmin i galantamin). Potencijalno vazno ciljno
mesto dejstva za lecenje AB ¢ine 1 muskarinski M; receptori. Ispitivanja su pokazala da agonisticko
delovanje na nivou ovih receptora smanjuje hiperfosforilaciju 7au proteina i produkciju AP
depozita (85).

Glutamatni sistem

Ekscitatorna glutamatna neurotransmisija posredovana NMDA receptorima ima vaznu
ulogu u regulaciji optimalne neuronske aktivnosti. Medutim, prekomerna aktivacija NMDA
receptora 1 povecan influks kalcijuma u postsinapticku ¢eliju izaziva ekscitotoksi¢nost 1 ¢elijsku
smrt, §to je u osnovi potencijalnog mehanizma neurodegeneracije u AB (86). Iz tog razloga,
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terapijsku efikasnost u leCenju ovog oboljenja je pokazao antagonista NMDA receptora, memantin,
koji ispoljava neuroprotektivni efekat spreCavajuci prekomernu glutamatnu stimulaciju neurona
(79,83).

Serotoninski i dopaminski sistemi

Kognitivna oste¢enja u AB su usko povezana i sa poremecajem aktivnosti serotoninskih
receptora. Promene u ekspresiji 5-HTa, 5-HTya, 5-HT4 1 5-HTg receptora u neokorteksu 1
hipokampusu su uocene kod pacijenata koji boluju od AB (87). Direktnim ili indirektnim
mehanizmom delovanja, uticajem na oslobadanje GABA-e, dopamina ili glutamata, ovi receptori
reguliSu ekscitabilnost neurona i posreduju u ispoljavanju neuroprotektivnog delovanja (88). Pored
kognitivnih promena, psihijatrijski simptomi su ¢esto prisutni kod pacijenata sa AB, ukljucujuci
apatiju, agitaciju, deluzije i depresiju (89). Pretpostavlja se da gubitak holinergickih neurona
posledi¢no dovodi do oStec¢enja serotoninske i dopaminske transmisije u CNS-u, §to moze biti
glavni faktor za razvoj psihijatrijskih simptoma povezanih sa AB (85). Potvrdujuc¢i ovu hipotezu,
postmortem studijama je pokazano da je gustina D3-R u nucleus accumbens-u poveCana, a
dopaminska transmisija u amigdali smanjena, dok je nivo serotonina u ventralnom temporalnom
korteksu i prosubiculum-u smanjen, kao i broj serotoninskih neurona u dorzalnim jezgrima rafe i
hipokampusu (90). Terapijsku efikasnost i najbolju bezbednost u le€enju psihoza udruzenih sa AB
su pokazali atipicni antipsihotici aripiprazol i risperidon, kao i novi visoko selektivni inverzni
agonista 5-HT, receptora, pimavanserin. Studije su pokazale da primena lekova poput olanzapina i
kvetiapina, koji pored antagonizma 5-HT,A/D, receptora deluju i na drugim monoaminskim
receptorima, poseduju najmanju efikasnost kao i veéi broj nezeljenih efekata udruzenih sa
kardiovaskularnim, metaboli¢kim i antiholinergickim simptomima, kao i EPS (90,91). Potencijalnu
efikasnost u lecenju AB su pokazali i SSRI, posebno escitalopram, koji utice na smanjenje
akumulacije AP depozita u mozgu. Ipak, potrebna su dodatna klinicka ispitivanja u cilju potvrde
njegove efikasnosti (92).

Imidazolinski sistem

Brojne in vitro 1 in vivo studije su ukazale na znacaj liganada imidazolinskih receptora kod
neurodegenerativnih oboljenja. Smatra se da su neuromodulatorna svojstva endogenog liganda
agmatina povezana sa blokiranjem NMDA receptora i smanjenjem ekscitotoksi¢nosti izazvane
povecanjem koncentracije instracelularnog Ca®" (93). Takode, usled inhibicije aktivnosti azot oksid
sintetaze (eng. Nitric Oxide Synthases, NOS), agmatin uti¢e na smanjeno stvaranje NO u
makrofagama 1 astroglijalnim ¢elijama, §to predstavlja osnovu antiinflamatornog procesa u CNS-u.
Na ¢elijskom nivou, agmatin ali 1 selektivni ligandi I,-IR uticu na ekspresiju glijalnog fibrilarnog
kiselog proteina (eng. Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) u astrocitima. GFAP predstavlja
marker abnormalne proliferacije astrocita (astroglioze), koja ima ulogu u patogenezi
neurodegenerativnih promena u AB (93-95).

1.1.5 Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest (PB) je drugi najces¢i neurodegenerativni poremecaj koji se karakterise
poremecajem motornih 1 drugih fizi€kih funkcija (96). Uglavnom se razvija u srednjem 1 starijem
zivotnom dobu, a trenutno se procenjuje da vise od 8 miliona ljudi Sirom sveta boluje od ove bolesti
(97).

Postoje dva osnovna patoloska procesa u mozgu osoba sa PB: (a) progresivna degeneracija i
izumiranje dopaminergickih neurona u nigrostrijatnim strukturama (substantia nigra i corpus
striatum) 1 (b) nakupljanje Levijevih tela (eng. Lewy bodies) u neuronima, koja predstavljaju
intracelularne agregate proteina kao $to su a-sinuklein i ubikvitin (98—100). Ipak, do ispoljavanja
klini¢kih simptoma dolazi tek nakon §to se broj dopaminergickih neurona smanji za 50-70% (99).
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Glavni simptomi u PB su pojava tremora u mirovanju, bradikinezija, rigiditet i posturalni
poremecaji. Pored motornih simptoma veoma cesto su prisutni i nemotorni simptomi koji ukljucuju
kognitivne promene, neuropsihijatrijske poremecaje ili poremecaje spavanja (101). Poznato je da se
vecina simptoma PB razvija usled poremecaja dopaminske transmisije, medutim ovo oboljenje
karakteriSu i promene u drugim neurotransmiterskim sistemima (acetilholin, serotonin, noradrenalin
i glutamat) (102—104).

Dopaminski sistem

Dopaminska neurodegeneracija u PB je pracena disregulacijom D;/D, receptora, kao i
dopaminskog transportera (eng. Dopamine Transporter, DAT) u nigrostrijatnoj regiji. Agonisti
dopaminskih receptora imaju Siroku primenu u simptomatskoj terapiji PB, uticu¢i na povecanje
nivoa dopamina u ovim mozdanim strukturama. Najefikasniji lek u le¢enju PB je levodopa koja se
primenjuje u kombinaciji sa inhibitorima dopa dekarboksilaze (karbidopom i benserazidom). Oni
smanjuju ekstracerebralnu razgradnju levodope do dopamina kao i pojavu nezeljenih efekata na
periferiji. Kao prekursor dopamina, levodopa predstavlja supstitucionu terapiju i znacajno uti¢e na
poboljsanje motornih simptoma kod bolesnika sa PB (99,105,106). Ipak, tokom lecenja njena
koji predstavlja motorne fluktuacije usled pogorSanja bolesti (107). Agonisti dopaminskih receptora
poput pramipeksola i ropinirola se koriste u inicijalnim fazama bolesti, ali i kao dopunska terapija
levodopi. Ipak, njihova efikasnost kontrolisanja motornih simptoma je manja u poredenju sa
levodopom (108). U terapiji takode imaju primenu i selektivni ireverzibilni inhibitori MAO-B
enzima, selegilin i rasagilin, koji spre¢avaju intraneuralnu razgradnju dopamina, kao 1 inhibitori
katehol-O-metiltransferaze  (eng.  Catechol-O-methyltransferase, COMT) koji inhibiraju
metabolizam levodope i dopamina (entakapon). Jedinjenja koja uticu na povecanje nivoa
ekstracelularnog dopamina imaju potencijalno vaznu ulogu u ispoljavanju neuroprotektivnog
delovanja. In vitro i in vivo studijama je dokazan neuroprotektivni efekat rasagilina koji uti¢e na
modulaciju ekspresije anti-apoptotskih Bel-2 (eng. B-cell lymphoma-2) proteina (109).

Acetilholinski sistem

Pored toga, vaznu ulogu u etiologiji demencije i1 kognitivne disfunkcije kod PB ima 1 deficit
u holinergickom sistemu. Uoceno je da dolazi do smanjenja aktivnosti holinergi¢ke transmisije u
korteksu, degeneracije holinergickih neurona u nucleus basalis of Meynert-u, kao i smanjenja
aktivnosti ChAT. Studije su pokazale da inhibitor holinesteraze, rivastigmin, pruza kognitivna
poboljSanja kod pacijenata sa demencijom u PB (110). Suprotno tome, antagonista muskarinskih
receptora, benzatropin, poseduje efikasnost u le€enju tremora, ali izaziva kognitivna pogorSanja kao
1 ostale antiholinergicke neZeljene efekte, Sto ogranicava njegovu primenu u terapiji PB.

Serotoninski sistem

Serotoninergicki neuroni uticu na oslobadanje dopamina u strijatnoj regiji, dok su
interakcije izmedu ova dva neurotransmitera uklju¢ene u regulaciju razli¢itih neuroloSkih procesa.
Disfunkcija serotoninske neurotransmisije i progresivno smanjenje nivoa serotonina u korteksu i
bazalnim ganglijama je povezana sa razvojem motornih i nemotornih simptoma PB. Studije su
pokazale da razvoj agonista 5-HT;a receptora moZe imati potencijalnu ulogu u le¢enju diskinezije
izazvane levodopom (111). Depresija, mentalni poremecaji 1 poremecaji spavanja su veoma cesto
udruzeni sa ovim neurodegenerativnim oboljenjem. Prevalenca depresije kod osoba sa PB je veca
nego kod populacije bez PB, S§to je povezano sa smanjenjem ekstracelularne koncentracije
serotonina i gubitkom serotoninskih neurona u limbickoj regiji i jezgrima rafe. Iz tog razloga,
upotreba lekova koji deluju na SERT (SSRI) ima vaZznu ulogu u lecenju depresije kod PB (111).
Pojava vizuelnih halucinacija i mentalnih poremecaja kod PB je takode povezana sa disfunkcijom
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serotoninske neurotransmisije u CNS-u. Procenjuje se da oko 50% pacijenata sa PB razvije
odredeni oblik vizuelnih halucinacija koje su pra¢ene promenama u aktivnosti 5-HTx-R (112).
Takode, nigrostrijatne lezije uti¢u na promene u signalizaciji posredovanoj 5-HT;4-R i razvoju
simptoma prac¢enih mentalnim poremecajima kod oko 40% obolelih osoba (113). Primena atipi¢nih
antipsihotika, koji u manjoj meri izazivaju motorne nezeljene efekte, omogucava efikasno lecenje
ovih simptoma u PB. Pimavanserin je nedopaminergicki, inverzni agonista 5-HT,4-R, koji uti¢e na
smanjenje pojave mentalnih poremecaja bez pogorSanja motornih funkcija (114). Serotoninski 5-
HT;A-R je takode povezan sa pojavom poremecaja spavanja, gde su najvecu efikasnost u leCenju
pokazali TCA, mirtazapin 1 kvetiapin (104).

Ostali sistemi

U ranim fazama PB, usled formiranja Levijevih tela u locus coeruleus-u dolazi do
disfunkcije noradrenergicke neurotransmisije i smanjene inervacije korteksa, strijatuma, talamusa,
hipotalamusa 1 malog mozga. Noradrenergicki sistem, zajedno sa dopaminergickim i
serotoninergi¢kim mehanizmima, ima znacajnu ulogu u etiologiji depresije kod PB (115).
Potencijalno veca efikasnost u leCenju ovog propratnog simptoma je uocena kod inhibitora
preuzimanja serotonina i noradrenalina (SNRI) u odnosu na SSRI (110).

Gubitak dopaminskih neurona koji je u osnovi PB je povezan sa povecanjem
glutamatergicke aktivnosti u bazalnim ganglijama. Studije su pokazale da primena antagonista
NMDA 1 AMPA receptora utice na pobolj$anje motornih funkcija osoba sa PB. Prema tome, moze
se zakljuciti da selektivna inhibicija hiperaktivnosti glutamata predstavlja efikasnu strategiju u
lecenju simptoma koji ne reaguju na terapiju levodopom (116).

Slicno AB, 1 kod ovog neurodegenerativnog oboljenja dolazi do razvoja astroglioze,
najverovatnije zbog neuroprotektivnih mehanizama i odgovora na akumulaciju a-sinukleina (117).
Prethodno opisani mehanizmi delovanja imidazolinskih I,-R imaju potencijalnu efikasnost u lecenju
kognitivnih poremecaja povezanih sa PB. Takode, ispitivanja su pokazala da specifi¢ni ligandi I,-
IR, 2-BFI i BU224, mogu uticati na lokomotorne funkcije usled povecanja nivoa dopamina u
strijatumu 1 inhibicije MAO enzima, potencijalno povecavajuci efikasnost levodope (118).

Lekovi koji se trenutno koriste u PB poboljSavaju svakodnevnu funkciju 1 kvalitet Zivota
obolelih osoba, medutim 1 dalje postoji velika potreba za razvojem neuroprotektivne terapije koja bi
uticala na prevenciju progresije bolesti (100,119).

1.1.6 Opsti i specificni simptomi neuroloskih i mentalnih oboljenja i poremecaja

NeuroloSka 1 mentalna oboljenja su prac¢ena disfunkcijom razli€itih neurotransmiterskih
sistema u mozgu. Sizofreniju karakteriSe razvoj simptoma poput: deluzija, halucinacija,
uznemirenosti, socijalnog povlacenja, nezainteresovanosti, kao 1 kognitivne disfunkcije koji su usko
povezani sa disbalansom u aktivnosti serotonina i dopamina, ali i ostalih neurotransmitera kao $to
su glutamat, GABA, noradrenalin, acetilholin 1 histamin (120). Slozeni patogenetski mehanizmi
koji su u osnovi mentalnih poremecaja zahtevaju sagledavanje uticaja razlicitih receptorskih sistema
u cilju razvoja novih, bezbednijih i efikasnijih lekova. Jedinjenja sa viSestrukim dejstvom koja uticu
na modulaciju aktivnosti razliitih neurotransmiterskih sistema u mozgu poseduju znacajnu
prednost u leCenju simptoma Sizofrenije, ali 1 drugih neuroloSkih oboljenja. Optimalna modulacija
aktivnosti serotoninskog i dopaminskog sistema je u osnovi mehanizma delovanja atipi¢nih
antipsihotika. Jedinjenja sa visokom efikasnoS¢u, poput ziprazidona 1 risperidona, deluju kao
antagonisti 5-HT»4 1 u manjoj meri D, receptora, kao 1 agonisti/pacijalni agonisti 5-HT) 4 receptora,
uticu¢i ne samo na pozitivne i negativne simptome, nego 1 na smanjenje kognitivnih poremecaja i
pojavu EPS. Sporedno antagonisti¢ko delovanje ovih liganada na nivou H;-R, 5-HT»c-R 1 M3-R je
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udruzeno sa pojavom znacajnih metaboli¢kih neZeljenih simptoma kao $to su povecanje telesne
mase, dijabetes 1 poviSen holesterol (121,122). Prema tome, razvoj liganada sa optimalnim
antagonistickim delovanjem na nivou klju¢nih 5-HT,, 1 D, receptora, kao smanjenom aktivnoséu
na off-target receptorima odgovornim za pojavu metabolickih nezeljenih efekata, predstavlja
osnovu terapijske efikasnosti i bezbednosti novih lekova za lefenje neuroloskih i mentalnih
oboljenja.

Uspostavljajuéi sinergisticko delovanje na nivou serotoninske, dopaminske i glutamatne
neurotransmisije, lumateperon predstavlja novi pristup u terapiji Sizofrenije ali 1 drugih
neuropsihijatrijskih oboljenja. Ovo jedinjenje deluje kao potentni antagonista 5-HT,4-R 1 inhibitor
ponovnog preuzimanja serotonina. U mezokortikalnoj 1 mezolimbickoj regiji lumateperon deluje
kao presinapticki agonista i postsinapticki antagonista D,-R, kao 1 indirektni modulator glutamatnih
FDA je odobrio primenu lumateperona, kao monoterapije ili dodatne terapije, u lecenju depresivnih
epizoda povezanih sa bipolarnim poremecajem (bipolarni poremecaj tip I 1 II) (124). Studija je
pokazala njegovu znacajnu efikasnost, podnosljivost i bezbednost, ukazuju¢i na smanjen rizik od
pojave kardioloskih oboljenja, dijabetesa, dislipidemije, poviSene telesne mase i ekstrapiramidalnih
simptoma. Dodatno, on se trenutno nalazi u tre¢oj fazi klinickih ispitivanja za leCenje unipolarne
velike depresije (NCT04985942, NCT05061706). Sagledavaju¢i klju¢na farmakoloska delovanja
lumateperona i uzimaju¢i u obzir smanjen afinitet za off-target receptore, lumateperon predstavlja
vazno vodece (eng. lead) jedinjenje u procesu razvoja novih liganada sa viSestrukim dejstvom (eng.
multi-target) za leCenje neuroloskih i mentalnih oboljenja.

Neurodegenerativna oboljenja poput Alchajmerove i Parkinsonove bolesti su primarno
praéena disfunkcijom acetilholinske i dopaminske neurotransmisije u odredenim mozdanim
strukturama i razvojem specificnih kognitivnih i motornih simptoma. Medutim, neuromodulatorna
svojstva ostalih transmiterskih sistema u mozgu (glutamata, serotonina, noradrenalina) uti¢u na
pojavu razli¢itih simptoma mentalnih poremecaja. Antipsihotici i antidepresivi se uvode u terapiju u
cilju suzbijanja halucinacija, paranoidnih deluzija, depresije 1 anksioznosti kod osoba obolelih od
Alchajmerove 1 Parkinsonove bolesti (90,105,125). Oko 40% pacijenata koji koriste
antiparkinsonike je razvilo neki oblik psihoze usled dopaminske disregulacije (99). U cilju
suzbijanja psihoti¢nih epizoda u terapiju se uvode atipi¢ni antipsihotici koji imaju manje izrazene
EPS, poput kvetiapina ili klozapina. FDA je 2016. godine odobrila primenu pimavanserina,
inverznog agoniste serotoninskog 5-HT»4 receptora za terapiju halucinacija i deluzija kod PB (104).
Takode, trenutno se ocekuje zvani¢na odluka FDA o primeni pimavanserina u le¢enju psihoza
udruzenih sa AB. Depresija je jedan od naj¢e$¢ih nemotornih simptoma kod PB koju razvija 40-
50% pacijenata. Znacajnu efikasnost u terapiji depresije udruzene sa PB su pokazali lekovi iz grupe
SSRI, poput fluoksetina, sertralina, paroksetina, citaloprama i escitaloprama. Ipak, odredeno
ograni¢enje u njihovoj primeni predstavlja pojava motornih nezeljenih simptoma usled uticaja
serotonina na dopaminsku neurotransmisiju u bazalnim ganglijama (126). U terapiji se takode
koristi 1 venlaflaksin, selektivni inhibitor ponovnog preuzimanja serotonina i noradrenalina.

Razvoj novih liganada sa optimalnim profilom aktivnosti na serotoninskim i dopaminskim
receptorima, kao 1 manje izrazenom pojavom EPS, ima vaznu ulogu u leCenju simptoma mentalnih
poremecaja udruzenih sa neurodegenerativnim oboljenjima. Jedinjenja sa potencijalnim
neuroprotektivnim delovanjem imaju sve veci znacaj u istrazivanju novih lekova koji mogu uticati
na usporavanje progresije Parkinsonove i Alchajmerove bolesti. Na osnovu dokazanog
antiinflamatornog 1 anti-apoptotickog delovanja liganada imidazolinskih I,-R, moZe se zakljuciti da
ovi receptori predstavljaju vazna ciljna mesta dejstva novih, bezbednijih i1 efikasnijih lekova za
neurodegenerativna oboljenja (127,128).
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1.2 Receptorski sistemi vazni u regulaciji neuroloskih i mentalnih oboljenja
1.2.1 G-protein spregnuti receptori

G-protein-spregnuti receptori (eng. G-Protein Coupled Receptors, GPCR) predstavljaju
najvecu familiju membranskih receptora koji posreduju u celijskim odgovorima na razlicite
molekule, poput hormona, peptida, neurotransmitera, jona i fotona (129). Procenjuje se da oko 35%
lekova koji se danas nalaze na trziStu ostvaruju svoje dejstvo preko GPCR-a, §to ukazuje na njihov
veliki terapijski znacaj kod razli¢itih oboljenja (130,131).

Na osnovu filogenetske analize, G-protein-spregnute receptore je moguce podeliti u
nekoliko klasa: klasa A su rodopsinu sli¢ni receptori; klasu B €ini sekretinska receptorska familija;
klasi C pripadaju metabotropni glutamatni receptori; klasa D su gljivicni feromonski receptori;
klasa E su cikli¢ni adenozin monofosfat (eng. Cyclic Adenosine Monophosphate, cAMP) receptori;
1 klasi F pripadaju uvijeni (eng. frizzled) receptori (132). Klasa A predstavlja najvecu i najvise
istrazenu grupu GPCR-a, koja deluje kao ciljno mesto dejstva velikog broja lekova. Sastoje se od
jednog polipeptidnog lanca sa sedam transmembranskih (TM) a heliksa medusobno povezanih sa tri
ekstracelularna i tri intracelularna prevoja (Slika 1.1). Ekstracelularni domen sadrzi amino kraj (N-
kraj) 1 ligand vezuju¢e mesto, dok intracelularni domen sadrzi karbonilni kraj (C-kraj) i povezan je
sa G proteinom.

G protein se sastoji od tri subjedinice: alfa (a), beta (B) 1 gama (y). Vezivanje liganda za
GPCR dovodi do konformacione promene i aktivacije G proteina zamenom guanozin-difosfata
(eng. Guanosine Diphosphate, GDP) sa guanozin-trifosfatom (eng. Guanosine Triphosphate, GTP).
Alfa subjedinica zajedno sa vezanim GTP-om se odvaja od beta i gama subjedinica. Pokazano je da
obe subjedinice, G, 1 Ggy, dovode do aktivacije drugih proteina u signalnim putevima. U zavisnosti
od tipa o subjedinice (Gso, Gia, Goat, G110, 1 Gioi300) postoje 1 razli€iti mehanizmi aktivacije
efektora koji ukljucuju adenilat ciklazu (eng. Adenylate Cyclase, AC), cikliénu guanozin
monofosfat (eng. Cyclic Guanosine Monophosphate, cGMP) specifi¢nu fosfodiesterazu, fosfolipazu
C (eng. Phospholipase C, PLC) 1 faktor razmene guanin nukleotida (eng. Rho Guanine Nucleotide
Exchange Factors, RhoGEF). Pored toga, zapazena je 1 uloga Gg, subjedinice u razli¢itim signalnim
putevima delujuci na acetilholin regulisane kalijumove kanale (G-Protein Gated Inward Rectifier
Potassium, GIRK), fosfolipazu Cp, adenilat ciklazu, kao i voltazno zavisne kanale za kalcijum
(133,134).

Agonist

Slika 1.1. Struktura GPCR (135).
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1.2.2 Serotoninski receptori

Serotonin ili 5-hidroksitriptamin (eng. 5-hydroxytryptamine, 5-HT) je neurotransmiter i
hormon koji svoje efekte u organizmu ostvaruje preko serotoninskih (5-HT) receptora. U organizmu
se serotonin sintetiSe iz aminokiseline L-triptofan. Najpre se vrsi hidroksilacija triptofana pomocu
enzima triptofan hidroksilaze (eng. Tryptophan Hydroxylase, TPH) do 5-hidroksitriptofana (eng. 5-
hydroxytryptophan, 5-HTP), a potom dekarboksilaza (eng. Aromatic Amino Acid Decarboxylase,
AADC) prevodi 5-HTP u 5-HT. Enzim MAO vrsi razgradnju serotonina do 5-hidroksiindol
acetaldehida, koji se dejstvom aldehid-dehidrogenaze (eng. Aldehyde Dehydrogenase, ALDH)
prevodi u finalni metabolit serotonina — 5-hidroksiindol sir¢etnu kiselinu (136).

Serotonin je najviSe zastupljen u mozgu, gastrointestinalnom traktu i trombocitima.
Serotoninski neuroni u mozgu su predominantno smesteni u jezgrima rafe (raphe nuclei), koja se
nalaze u srediSnjem delu mozdanog stabla, i dele se na rostral raphe i caudal raphe. Ova jezgra su
u najvecoj meri odgovorna za serotoninsku inervaciju drugih regija. Projekcije neurona iz caudal
raphe se zavrSavaju u donjem mozdanom stablu 1 kicmenoj mozdini (KM), dok neuroni koji polaze
iz rostral raphe (dorsal raphe - DR, median raphe - MR) inerviSu ¢itav neokorteks, bazalne
ganglije 1 talamus (Slika 1.2).

Cerebellum |

Serotoninski putevi u mozgu Funkcije serotonina u mozgu

[H Rostral raphe — cerebralni korteks Raspolozenje

[ Rrostral raphe — bazalne ganglije/talamus Memorjlja
["] Rostral/caudal raphe — cerebellum (mali mozak) Spava!nqvte
Kognicija

[T Rostral/caudal raphe — ki¢mena mozdina (KM)

Slika 1.2. Serotoninski putevi u mozgu (137).

Takode, serotonin je odgovoran za regulaciju velikog broja funkcija kao $to su: san, apetit,
osetljivost na bol, motorika, kognitivne sposobnosti poput pamc¢enja i ucenja, te regulaciju disanja,
kardiovaskularnog sistema i termoregulaciju (138,139). Poremecaj funkcije serotoninskog sistema
je povezan sa razliitim psihickim i1 neuroloSkim oboljenjima kao S§to su depresija, zavisnost,
anksioznost, Sizofrenija, demencija, Parkinsonova bolest, ali i sa ponasanjem koje karakteriSe
agresivnost, impulsivnost ili poremecaj paznje (136,140,141). Pored uloge u regulaciji razliitih
centralnih fizioloSkih funkcija, serotonin deluje i na oslobadanje drugih neurotransmitera poput
GABA-e, dopamina 1 glutamata.
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Serotoninski receptori se mogu klasifikovati u sedam glavnih tipova (5-HT)7), od kojih se
tipovi 1 1 2 dalje dele u podtipove. Osim 5-HTj3 receptora koji je jonski kanal, svi ostali receptori su
membranski GPCR koji dovode do aktivacije intracelularnih sekundarnih glasnika. Serotoninski 5-
HT; (5-HTa, 5-HTig, 5-HTp, 5-HT g, 5-HTF) receptori su povezani sa Gijo/Go0 proteinima i
dovode do inhibicije adenilat ciklaze, dok su 5-HT»a, 5-HT»p 1 5-HT»c receptori povezani sa Gqo
proteinima i dovode do aktivacije fosfolipaze C. Pored toga, 5-HT4, 5-HT¢ 1 5-HT7 receptori se
vezuju za Gso proteinima i dovode do aktivacije adenilat ciklaze. Mehanizam delovanja 5-HTs
receptora joS uvek nije u potpunosti razjasnjen (141).

1.2.3 Serotoninski 5-HT;4 receptor

Serotoninski 5-HT,4 receptori (5-HT,4-R) su Siroko rasprostranjeni, kako u CNS-u, tako 1
na periferiji. U CNS-u se predominantno nalaze u cerebralnom korteksu, klaustrumu i bazalnim
ganglijama, gde ispoljavaju razlicite fizioloske, bihejvioralne i psiholoske uticaje, dok na periferiji
imaju vaznu ulogu u regulaciji kontrakcije glatkih misi¢a krvnih sudova i agregaciji trombocita
(142,143). Serotoninski 5-HT,s receptori predstavljaju glavne ekscitatorne receptore medu
serotoninskim G-protein spregnutim receptorima. Njihov intracelularni odgovor je posredovan
vezivanjem za PLC, stimulacijom stvaranja inozitol trifosfata (eng. /nositol Trisphosphate, 1P3) 1
diacilglicerola (eng. Diacylglycerol, DAG), aktivacijom protein kinaze C (eng. Protein Kinase C,
PKC), te krajnjim povecanjem nivoa kalcijuma u ¢eliji (Slika 1.3). Pored toga, sve ve¢i znacaj u
istrazivanjima imaju B-arestini i definisanje njihove uloge u prenosu signala izmedu receptora i
intercelularnih efektora (144,145).

Gﬂq —p PLC ——p IPz D—\G
[(1 1 Protein kinaza C

Slika 1.3. Osnovni signalni put 5-HT»4-R.

Proucavanje 3D strukture 5-HT,4 receptora je pocelo jo§ 1995. godine, kada su autori
formirali farmakoforni model na osnovu poznatih serotoninskih agonista i antagonista u cilju
proucavanja njihovog nacina delovanja i afiniteta vezivanja za aminokiseline u vezuju¢em mestu
(146). Ipak, otkrice kristalne strukture B, adrenoreceptora je znafajno unapredilo i ubrzalo
proucavanje G-protein spregnutih receptora. Na osnovu njega formiran je homologi model 5-HT;4-
R koji se koristio u brojnim istrazivanjima, verodostojno predstavljajuci njegovu trodimenzionalnu
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(3D) strukturu (147). Brz razvoj u ovoj oblasti je posledi¢no doveo do izolovanja 3D struktura 5-
HT;4 receptora u kompleksu sa razli¢itim agonistima i antagonistima koje se mogu naci na Protein
Data Bank (PDB) 1 GPCR bazama podataka (eng. GPCR database, GPCRdb) (148—153).

Zbog Siroke zastupljenosti u CNS-u, serotoninski 5-HT,s-R predstavljaju vazno ciljno
mesto dejstva velikog broja lekova. Odgovorni su za psihodeli¢ne efekte jedinjenja poput LSD-a,
meskalina i psilocina, koji ostvaruju agonisticki ili parcijalni agonisticki efekat na ovim receptorima
(154). Suprotno tome, inhibicija 5-HT»4-R doprinosi efikasnosti atipi¢nih antipsihotika u kontroli
pozitivnih i negativnih simptoma S$izofrenije, kao i1 leCenju depresivnih i1 anksioznih poremecaja
(50,155). Zbog Siroke rasprostranjenosti u regijama mozga koje su znacajne za kontrolu kognitivnih
funkcija, ucenja 1 pamcenja, antagonisti ovih receptora imaju vaznu ulogu i u le¢enju simptoma
razli¢itih neurodegenerativnih bolesti (142,156).

Strukturno, antagonisti 5-HT,5-R predstavljaju derivate alkilpiperidina ili alkilpiperazina
(Slika 1.4). Prisustvo azota u piperidinskom ili piperazinskom prstenu, koji je pri fizioloSkom pH
protonovan, je veoma vazno za aktivaciju aminergickih receptora. Asparaginska kiselina (Asp) na
poziciji 3.32 je visoko konzervirana (eng. conserved) aminokiselina koja ucestvuje u formiranju
kljucne elektrostaticke interakcije sa ligandom preko protonovanog azota (157). Klozapin,
olanzapin i loksapin predstavljaju triciklicne derivate alkilpiperazina, koji svoj terapeutski efekat
ostvaruju antagonistickim delovanjem na serotoninskim 5-HT, i1 dopaminskim D, receptorima.
Ipak, pokazano je da klozapin i olanzapin poseduju najvec¢i uticaj na izazivanje metabolickih
nezeljenih efekata, poput povecanja telesne mase, hiperglikemije 1 dislipidemije, usled delovanja na
histaminskim H;, serotoninskim 5-HT,c 1 muskarinskim Mj receptorima (35). Novije generacije
antipsihotika koji deluju kao antagonisti 5-HT,4/D, receptora, risperidon i ziprazidon, su takode
derivati alkilpiperazina, ali sa manjom incidencom nezeljenih simptoma. Studije su pokazale da
ziprazidon ima manje izrazene efekte na povecanje telesne mase, pojavu EPS 1 hiperprolaktinemiju
u odnosu na risperidon, kao i povoljniji uticaj na le¢enje depresivnih simptoma udruzenih sa
Sizofrenijom (158). Antipsihoti¢na efikasnost risperidona je slina ziprazidonu, dok znacajnu
superiornost u poboljSanju negativnih simptoma poseduje u odnosu na haloperidol. Takode, u
poredenju sa haloperidolom, risperidon poseduje smanjen rizik od pojave EPS, dok je rizik od
povecanja telesne mase 1 hiperprolaktinemije povisen. Veliku paznju u poslednje vreme privlaci 1
lumateperon. Njegov mehanizam delovanja se zasniva na inhibiciji serotoninskog transportera
(SERT) 1 antagonizovanju serotoninskog 5-HT,4 receptora. Pored toga, deluje kao antagonista na
postsinaptickim dopaminskim D, receptorima, parcijalni agonista na presinapti¢kim D, receptorima,
kao 1 agonista dopaminskih D;-zavisnih NMDA 1 AMPA receptora (123). Uticu¢i na modulaciju
aktivnosti serotonina, dopamina 1 glutamata u CNS-u posredstvom navedenih receptora,
lumateperon ostvaruje antipsihoti¢no 1 antidepresivno delovanje. Zbog smanjenog afiniteta za
histaminske i muskarinske receptore, pokazano je da lumateperon u poredenju sa placebom ne utice
na znacajne metabolicke promene, kao 1 da je bezbedniji u pogledu nastanka ekstrapiramidalnih
nezeljenih simptoma (159). Na osnovu ovoga moguce je zakljuciti da istrazivanje i1 dizajn liganada
koji deluju na nivou 5-HT,s receptora ima vaznu ulogu u razvoju potencijalno efikasnijih 1
bezbednijih lekova za razli¢ita neuroloSka i mentalna oboljenja.
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Slika 1.4. Hemijske strukture poznatih antagonista 5-HT»4-R.
1.2.4 Serotoninski transporter

Serotoninski transporter (SERT) je membranski protein koji pripada SLC6 (eng. Solute
carrier 6) familiji Na'/Cl" zavisnih transportera. Odgovoran je za odrzavanje homeostaze serotonina
1 njegovo preuzimanje u presinapti¢ke zavrSetke (160).

Sastoji se od 12 transmembranskih domena koji su medusobno povezani ekstracelularnim 1
intracelularnim prevojima, dok su oba kraja proteina (N- 1 C- kraj) lokalizovana intracelularno.
Danas postoji veliki broj izolovanih 3D modela serotoninskog transportera u kompleksu sa
razli¢itim ligandima, §to je omogucilo bolje sagledavanje strukturnih osobina klju¢nih za njegova
farmakoloska delovanja (161,162). Takode, pokazano je da osim aktivhog mesta u
transmembranskom domenu, SERT poseduje 1 alosterno aktivno mesto koje se nalazi
ekstracelularno (163).

Disfunkcija serotoninskog transportera je udruZena sa pojavom brojnih oboljenja CNS-a,
kao §to su anksioznost, depresija, epilepsija i Parkinsonova bolest (164). Inhibicija preuzimanja
serotonina putem ovog transportera i povecanje njegove koncentracije u sinapsi predstavlja osnovu
terapijske efikasnosti TCA i1 SSRI lekova, koji se koriste u leCenju psihijatrijskih oboljenja.
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1.2.5 Dopaminski receptori

Dopamin je kateholamin koji nastaje iz aminokiseline L-tirozin. Dejstvom tirozin
hidroksilaze (eng. Tyrosine Hydroxylase), tirozin se prevodi u L-dihidroksifenilalanin (levodopa, L-
DOPA), a potom DOPA dekarboksilaza (eng. DOPA decarboxylase) dovodi do formiranja
dopamina. Enzimska inaktivacija se vrS$i enzimima MAO i COMT, a finalni metaboliti su
dihidroksifenilsir¢etna kiselina (eng. 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC) 1 homovalinska
kiselina (engl. Homovanillic acid, HVA) (165). Dopamin kao neurotransmiter i hormon ima vaznu
ulogu u kontrolisanju brojnih mozdanih funkcija, kao Sto su ucenje, pamcenje, motorna kontrola,
spavanje, kontrola raspolozenja i zadovoljstva (166). Pored toga, on ostvaruje razli¢ite uloge i na
periferiji gde reguliSe oslobadanje drugih kateholamina i hormona, uti¢e na kardiovaskularnu
funkciju 1 gastrointestinalnu pokretljivost (167). Mozdane regije bogate dopaminergickim
neuronima cine VTA, substantia nigra 1 hipotalamus, dok se njihovi aksoni dalje projektuju u
razli¢ite puteve: nigrostrijatni, mezolimbicki, mezokortikalni i tuberoinfundibularni (168).
Nigrostrijatni put je prvenstveno odgovoran za kontrolu motornih pokreta i predstavlja nervna
vlakna koja se iz zone substantia nigra (SN) zavrSavaju u corpus striatum-u bazalnih ganglija
(Slika 1.5). Mezolimbicke projekcije idu iz VTA do ventralnog strijatuma (VS)/nucleus accumbens-
a (Nge) 1 limbickih struktura, amigdale i hipokampusa, dok mezokortikalni put spaja VTA i
prefrontalni korteks (Slika 1.5). Navedene strukture imaju vaznu ulogu u regulaciji uzbudenja,
motivacije, zadovoljstva, kao 1 kognitivnih funkcija. Tuberoinfundibularni put predstavlja neurone
koji kre¢u iz ventralnog hipotalamusa do eminentia mediana i uti€u na sekreciju hormona (169).
Zbog slozenih funkcija koje kontroliSe, poremecaj dopaminske neurotransmisije je povezan sa
razvojem razliCitih oboljenja poput Sizofrenije, Parkinsonove bolesti, endokrinoloSkih poremecaja,
kao 1 pojavom zavisnosti od odredenih supstanci (168).
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N
M Nigrostriatni put \ 5} \J ) W 4 - Zadovoljstvo, euforija
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Slika 1.5. Dopaminski putevi u mozgu (137).
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Dopaminski receptori takode pripadaju aminergickim GPCR koji se mogu podeliti u dve
familije: D; 1 D,. Receptori D, familije se vezu za stimulatornu Gqa subjedinicu, koja aktivira
adenilat ciklazu i dovodi do povecanja koncentracije sekundarnog glasnika cAMP-a, koji potom
uti¢e na aktivaciju protein kinaze A (eng. Protein kinase A, PKA). Suprotno tome, D, receptorska
familija se veze za inhibitornu o subjedinicu, koja inhibira aktivaciju adenilat ciklaze i stvaranje
cAMP-a (170).

1.2.6 Dopaminski D, receptor

Dopaminski D, receptori (D»-R) se nalaze u dve izoforme, Dys (eng. Dashort) 1 Dy (eng.
D,long), koje se medusobno razlikuju po prisustvu dodatnih 29 aminokiselina u tre¢em
intracelularnom prevoju D, receptora. Ipak, obe varijante svoj inhibitorni efekat ostvaruju
vezivanjem za G;a/G,0 subjedinicu, ali i pokretanjem signalnih puteva koji su nezavisni od cAMP-a
(Slika 1.6) (170). Izoforma D,s uglavnom predstavlja presinapticke autoreceptore, dok D;p ¢ine
postsinapticki receptori. U najvecoj meri, D,-R se nalaze u strijatumu, olfactory tubercle-u i nucleus
accumbens-u.

——b Gfjy — PLC—b |

IP; DAG
[(1 1 Protein kinaza C

Gay,——] AC CAMP

Protein kinaza C

Slika 1.6. Osnovni signalni put D,-R.

Primarna struktura dopaminskog D,-R je otkrivena pre viSe od 30 godina, medutim
izolovanje 3D strukture visoke rezolucije je za istraiivaée predstavljalo Veliki izazov (171).
receptor, je doprinelo boljem i detaljnijem razvoju homologih struktura D»-R, kOJe su omogucile
znacajan napredak u proucavanju ligand-receptor interakcija, kao 1 razvoj novih liganada koristeci
pristup zasnovan na strukturi ciljnog mesta dejstva (172,173). Wang i saradnici su 2018. godine
izolovali prvu 3D strukturu D,-R u kompleksu sa atipi¢nim antipsihotikom risperidonom, nakon
cega je usledio razvoj jo$ nekoliko struktura u kompleksima sa razliCitim agonistima i
antagonistima (174-178).
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Zbog svoje distribucije u specificnim mozdanim regijama, D,-R predstavlja ciljno mesto
dejstva brojnih antipsihotika 1 lekova za neurodegenerativne bolesti. Presinapticki lokalizovani
dopaminski autoreceptori ucestvuju u mehanizmu negativne povratne sprege, ¢ime kontrolisu
sintezu 1 oslobadanje neurotransmitera. Njihova aktivacija u strijatnoj regiji dovodi do smanjenog
oslobadanja dopamina i posledi¢no smanjenja lokomotorne aktivnosti. Suprotno tome, aktivacija
postsinaptickih receptora utice na povecanje lokomotorne aktivnosti (168). Kao §to je prethodno
navedeno, Sizofreniju karakteriSu promene u nivou dopamina u odredenim strukturnim regijama
mozga. Terapijska efikasnost tipicnih i atipi¢nih antipsihotika u kontroli psihoti¢nih simptoma
Sizofrenije, ali 1 drugih oboljenja, se zasniva na antagonizovanju dopaminskih D,-R (179).
Produzena blokada D,-R dovodi do disregulacije D;-R u prefrontalnom korteksu i znacajnog
pogorsanja radne memorije, ukazujuci na potencijalnu efikasnost jedinjenja koja deluju kao agonisti
D;-R u lecenju kognitivnih deficita. Antipsihotici koji antagonizuju D,-R u strijatumu uti¢u na
oslobadanje acetilholina i pojavu ekstrapiramidalnih nezeljenih simptoma, koji se neutralisu ukoliko
ligandi koji blokiraju D,-R deluju i1 kao antagonisti muskarinskih M, receptora, poput olanzapina.
Terapijska efikasnost antagonista dopaminskih D,-R je takode povezana sa aktivacijom glutamatnih
NMDA receptora usled PKA-zavisne fosforilacije NR1 subjedinice (180). Najveéi znacaj agonista
D,-R u CNS se ogleda u lecenju simptoma Parkinsonove bolesti, koju karakteriSe deficit dopamina
(181).

Agoniste dopaminskih D,-R je strukturno moguce podeliti u dve grupe: ergolinski derivati
kao S§to su bromokriptin 1 pergolid, i neergolinski derivati kao Sto su pramipeksol, ropinirol i
rotigotin (Slika 1.7). Iako je njihova efikasnost u leCenju PB manja u poredenju sa levodopom,
pokazano je da ova jedinjenja poseduju i odredena dodatna delovanja. Bromokriptin ima ulogu u
lecenju hiperprolaktinemije, tumora hipofize, kao i dijabetes melitusa tip 2, dok su pramipeksol i
rotigotin pokazali efikasnost u le€enju bipolarnog poremecaja i depresije (168). Potentni antagonisti
D,-R pripadaju grupi tipicnih antipsihotika, koje je moguce hemijski klasifikovati u derivate
fenotiazina (hlorpromazin, tioridazin, trifluoperazin), butirofenona (haloperidol, droperidol) i
tioksantena (flupentiksol, zuklopentiksol) (Slika 1.7). Najveéi nedostatak ove grupe lekova je
pojava ekstrapiramidalnih simptoma, poput akatizije, distonije, diskinezije, tremora i ukocenosti,
usled blokiranja D»-R u nigrostrijatnom putu. Takode, visoke doze tipi¢nih antipsihotika uti¢u na
pogorSanje kognitivnih 1 negativnih simptoma antagonizovanjem dopaminskih receptora u
mezokortikalnoj regiji. Delovanje na histaminskim H;-R dovodi do sedacije, pospanosti i povecanja
telesne mase, dok je antagonizam na M;-R pracen pojavom antiholinergi¢kih neZeljenih simptoma
(suvoca usta, konstipacija, tahikardija) 1 kognitivnih poremecaja. Blokiranje a; adrenergickih
receptora dovodi do hipotenzivnog efekta. Lo§ bezbednosni profil ove grupe jedinjenja je uslovio
razvoj atipi¢nih antipsihotika, koji imaju 1 dodatno delovanje kao antagonisti serotoninskih 5-HT
receptora (182). Antagonizam na 5-HT»4-R uti¢e na povecano oslobadanje dopamina u strijatumu
usled smanjenja inhibitornog delovanja serotonina, $to dovodi do poboljSanja lokomotorne
aktivnosti. Specifican mehanizam delovanja je karakteristian za aripiprazol, lek koji je registrovan
za lecenje Sizofrenije, depresije, bipolarnog poremecaja i autizma (Slika 1.7). Njegova efikasnost je
najviSe posredovana parcijalnim agonisti¢kim delovanjem na D,, kao i 5-HT;a receptorima, dok
antagonisticki deluje na serotoninskom 5-HT,, receptoru (183). Pored toga, antagonisti centralnih 1
perifernih D, receptora, droperidol, domperidon i metoklopramid, su pokazali terapijsku efikasnost
u le€enju nauzeje i povracanja.
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Slika 1.7. Hemijske strukture liganada D,-R.
1.2.7 Dopaminski transporter

Dopaminski transporter (DAT) se nalazi na presinaptickim dopaminskim neuronima u CNS-
u, gde ima vaznu ulogu u kontrolisanju intrasinaptickog nivoa dopamina i odrzavanju normalne
neuroloske funkcije (184). DAT pripada familiji Na'/Cl zavisnih SLC6 monoaminskih transportera,
kojoj takode pripadaju transporteri serotonina (SERT), norepinefrina (eng. Norepinephrine
transporter, NET), glicina 1 GABA-e (185,186).

Dopaminski transporter predstavlja membranski protein koji se sastoji od 12
transmembranskih heliksa. Otkrivanje 3D strukture DAT (iz Drosophila melanogaster; dDAT) je u
znacajnoj meri unapredilo proucavanje njegovog mehanizma delovanja na molekulskom nivou.
Pokazano je da dDAT ima viSe od 50% identicnosti sekvence sa humanim dopaminskim
transporterom (eng. Human Dopamine Transporter, hDAT) (187,188).

Disfunkcija dopaminskog transportera je povezana sa razvojem razliitih neuroloskih 1
psihijatrijskih oboljenja, poput PB, AB, Sizofrenije 1 depresije (189). Dopaminski transporter
predstavlja ciljno mesto dejstva supstanci koje izazivaju zavisnost, poput kokaina i amfetamina,
koje razli¢itim mehanizmima utiCu na njegovu strukturu i1 funkciju. Naime, kokain se direktno
vezuje za DAT 1 deluje kao blokator translokacije dopamina, dok amfetamin predstavlja njegov
supstrat koji utiCe na aktivaciju efluksnog sistema i povecanje ekstracelularnog nivoa dopamina
(190). Transporteri SERT, NET 1 DAT wucestvuju u regulaciji nivoa monoaminskih
neurotransmitera u CNS-u. Tricikli¢ni antidepresivi koji vrSe inhibiciju monoaminskih transportera
su u najvec¢oj meri selektivni za SERT i NET, dok u manjoj meri inhibiraju DAT. Studije su
pokazale da akutna primena sertralina, koji pripada grupi inhibitora preuzimanja serotonina, utice
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na povecanje nivoa dopamina u strijatumu i nucleus accumbens-u (191). Pored toga, bupropion je
selektivni dualni inhibitor preuzimanja noradrenalina i dopamina koji se koristi u monoterapiji ili
dodatnoj terapiji depresivnih poremecaja (192). Zbog smanjenog delovanja na serotoninski sistem,
ali 1 ostale postsinapticke receptore, bupropion karakteriSe odsustvo specificnih simptoma
antidepresiva, poput sedacije, seksualne disfunkcije i povecanja telesne mase. Anhedonija, odsustvo
zadovoljstva, je jedan od simptoma depresije otporan na terapiju klasi¢nim antidepresivima. Smatra
se da potencijalnu efikasnost u suzbijanju ovog simptoma imaju jedinjenja koja uticu na povecanje
dopaminergicke neurotransmisije u limbickoj regiji. Iz tog razloga, veliku paznju u proucavanju
novih antidepresiva imaju trostruki inhibitori SERT, NET 1 DAT (eng. Triple reuptake inhibitors,
TRIs) (193). Sagledavaju¢i vaznu ulogu dopamina na nivou CNS-a, istrazivanje novih hDAT
liganada bi omogucilo razvoj terapeutika sa potencijalnim neuroprotektivnim i antidepresivnim
delovanjem.

1.2.8 Histaminski receptori

Histamin pripada grupi biogenih amina i ima ulogu neurotransmitera koji je ukljucen u
regulaciju razli¢itih fizioloskih procesa. Nastaje iz aminokiseline L-histidina delovanjem specifi¢ne
L-histidin dekarboksilaze (eng. L-Histidine decarboxylase), dok je njegov dalji metabolizam prac¢en
procesima metilacije ili oksidacije. Zbog svoje Siroke distribucije u perifernom sistemu, histamin je
pokazao vaznu ulogu u kontrolisanju imunoloSke, gastrointestinalne, kardiovaskularne i
reproduktivne funkcije. Centralno, histaminski neuroni su najviSe prisutni u tuberomamillary
nucleus-u (TMN) hipotalamusa odakle se projektuju u druge delove mozga i utiCu na procese
budnosti-spavanja, memorije, u¢enja, oslobadanja hormona kao i kontrole apetita (194,195).

Svoje delovanje histamin ostvaruje preko Cetiri vrste receptora koji takode pripadaju familiji
rodopsinu-sli¢nih G-protein spregnutih receptora, H;, H,, H; i Hs4. Histaminski receptori H;-Hj se
predominantno nalaze u mozgu, dok je Hs uglavnom prisutan u perifernim tkivima. Posredstvom
H;-R histamin vrsi ekscitaciju holinergickih neurona i utice na oslobadanje acetilholina. Pored toga,
pokazano je da u dorzalnim jezgrima rafe histamin ispoljava inhibitorno delovanje na serotoninske
neurone, dok u locus coeruleus-u utiC¢e na ekscitaciju noradrenergicke transmisije (196).
Histaminski H3 autoreceptori vrSe inhibiciju oslobadanja i sinteze histamina. Studije su pokazale da
antagonisti ovih receptora potencijalno uti¢u na oslobadanje dopamina u prefrontalnom korteksu,
Sto mozZe biti od znacaja u terapiji kognitivnih 1 negativnih simptoma mentalnih poremecaja (197).
Takode, uoceno je da antagonisti H3-R ne povecavaju oslobadanje dopamina u nucleus accumbens-
u i strijatumu, ukazujuéi na znacajnu bezbednost ove grupe jedinjenja u pogledu ekstrapiramidalnih
nezeljenih efekata.

1.2.9 Histaminski H; receptor

Histaminski H; receptor (H;-R) je metabotropni aminergicki receptor koji je povezan sa Gqo
subjedinicom i uti¢e na aktivaciju fosfolipaze C i posledi¢no formiranje sekundarnih glasnika, IPs 1
DAG. Pored ovoga, postoje 1 drugi signalni putevi H;R koji ukljucuju formiranje arahidonske
kiseline, azot-monoksida i cGMP-a. Histaminski H; receptori su najviSe zastupljeni u regijama
mozga koje su odgovorne za bihejvioralnu, neuroendokrinu i nutritivnu kontrolu, kao Sto su
talamus, hipotalamus, korteks, holinergicka i aminergicka jezgra (194).

Kao 1 ostali receptori iz GPCR familije, histaminski H;-R se sastoji od sedam
transmembranskih domena koji su medusobno povezani sa tri intracelularna i tri ekstracelularna
prevoja. Pored aminokiselina u transmembranskom domenu, pokazano je da i aminokiseline iz
ekstracelularnog prevoja 2 imaju ulogu u vezivanju liganada za ovaj receptor (198). Do sada su
izolovane dve 3D strukture histaminskog H;-R, u aktivnhom 1 inaktivnom stanju, §to je omogucilo
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bolje razumevanje strukturnih osobina ovog receptora, kao i interakcija koje se ostvaruju sa
histaminom kao agonistom i1 doksepinom kao antagonistom u vezivnom mestu delovanja (198,199).

Antihistaminici, lekovi koji se koriste za ublazavanje alergijskih reakcija, deluju kao
blokatori perifernih histaminskih H;-R. Druga generacija antihistaminika, medu kojima su
najpoznatiji cetirizin, levocetirizin, loratadin, desloratadin i feksofenadin, je pokazala znacajno
bolju efikasnost i bezbednost u odnosu na prvu generaciju (200). S obzirom na vaznu ulogu
histamina u regulaciji budnosti i spavanja, centralni histaminski H;-R predstavljaju ciljno mesto
dejstva lekova za leCenje insomnije (antagonisti H;-R), kao i hipersomnije (agonisti H;-R) (201).
Takode, poznato je da antihistaminici koji prolaze krvno-mozdanu barijeru (KMB), kao i
antidepresivi 1 antipsihotici deluju kao antagonisti histaminskih H;-R, Sto posledi¢no dovodi do
smanjenja neuralne aktivnosti i sedacije (202). Tipicni 1 atipi¢ni antipsihotici imaju slozenu
farmakologiju 1 interaguju sa nizom serotoninskih, dopaminskih, histaminskih, adrenergickih i
muskarinskih receptora. Studije su pokazale da klozapin, olanzapin i kvetiapin, koji primarno deluju
kao antagonisti 5-HT,o 1 D, receptora, poseduju visok sedativni efekat usled antagonisticke
aktivnosti na H;-R (203). Tricikli¢ni antidepresivi i SSRI takode ispoljavaju sedativno delovanje
koje u slucaju prisustva insomnije moze biti pozeljno, dok u slucaju hipersomnije predstavlja
nezeljeni efekat. Histamin i jedinjenja koja deluju kao agonisti H;-R u ventromedijalnom
hipotalamusu vrSe supresiju unoSenja hrane, dok delovanje antagonista uti¢e na povecanje telesne
mase (204). Shodno tome, veliki broj antipsihotika i antidepresiva koji zbog svog neselektivnog
delovanja antagonizuju i H;-R uti¢u na nishodnu regulaciju ovih receptora, te posledi¢no povecanje
apetita 1 pojavu gojaznosti (205,206). S obzirom na Siroku primenu ovih lekova kod slozenih
mentalnih oboljenja, prevalenca gojaznosti u svetu sve vise raste (122).

lako postoje odredene razlike medu antipsihoticima u intenzitetu pojave metabolickih
nezeljenih efekata, razvoj novih liganada, sa optimalnim dualnim antagonisti¢kim delovanjem na
nivou 5-HT,4 1 D; receptora, kao i smanjenim afinitetom za histaminski H; receptor, predstavlja
glavnu smernicu za dalja ispitivanja novih potencijalnih antipsihotika.

1.2.10 Imidazolinski receptori

Imidazolinski receptori pripadaju grupi neadrenergickih receptora, koji su u poslednje vreme
tema brojnih multidisciplinarnih istraZivanja u cilju boljeg razumevanja njihovih farmakoloskih
osobina. Istrazivanje imidazolinskih receptora kre¢e sa pronalazenjem klonidina 1960. godine.
Inicijalno koriS¢en kao nazalni dekongestiv, klonidin je pokazao znacajan uticaj na krvni pritisak.
Najpre je bila prihvac¢ena hipoteza da klonidin ispoljava hipotenzivni efekat delujuci na centralne
ax-AR. Medutim, proucavanjem noradrenalina, kao 1 drugih kateholamina, pokazano je da oni ne
dovode do efekata sli¢nih klonidinu u nucleus reticularis lateralis-u (NRL). Bousquet 1 saradnici su
1984. godine definisali da centralni hipotenzivni efekat klonidinu sli¢nih jedinjenja najvise zavisi
od imidazolinske strukture koja uslovljava aktivaciju imidazolin-specifi¢nih receptora u NRL (207).
Kasnije studije su pokazale da je hipotenzivni 1 simpato-inhibitorni efekat rilmenidina posredovan
imidazolinskim receptorima u rostralno ventrolateralnoj meduli (RVLM) (208).

Osnovna farmakoloSka razlika imidazolinskih receptora u odnosu na adrenergicke a,
receptore je nemogucnost njihove aktivacije kateholaminima. Primarno delovanje imidazolinskih
derivata zavisno je od aktivacije imidazolinskih receptora, ali je uo¢eno da ova jedinjenja pokazuju
visok afinitet i za a,-AR. Za razliku od imidazolinskih receptora ¢ija struktura jo§ uvek nije
otkrivena, poznato je da adrenergicki o, receptori pripadaju GPCR familiji sa tri farmakoloska
podtipa: aza, 025 1 0zc. Endogeni ligandi poput adrenalina i noradrenalina imaju slican afinitet za
sva tri podtipa. Najve¢i klinicki znacaj ima ay5 podtip adrenergickih receptora koji se uglavnom
nalazi u CNS-u i odgovoran je za vecinu efekata o, agonista, poput: sedacije, hipotenzije i
analgezije. Efikasnost primene a, agonista, kao $to su klonidin, gvanfacin 1 metildopa, u terapiji
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esencijalne hipertenzije je dugo proucavana kroz razliite studije (209). Smatra se da je glavni
mehanizam njihovog delovanja povezan sa inhibicijom oslobadanja noradrenalina preko
presinaptickih o,-R, dok je aktivacija mehanizma negativne povratne sprege odgovorna za
smanjenje brzine rada srca i krvnog pritiska ¢ime se smanjuje ukupna simpaticka aktivnost (210).
Uprkos dobroj efikasnosti, prisustvo nezeljenih efekata poput sedacije i suSenja usta je potisnulo
primenu ovih lekova u terapiji hipertenzije. Otkrivanje znacaja imidazolinskih receptora u regulaciji
krvnog pritiska je otvorilo nove moguénosti za unapredenje terapije centralnim antihipertenzivima.
Klonidin je neselektivno jedinjenje koje poseduje podjednak afinitet ka imidazolinskim 1
adrenergickim o, receptorima, dok je rilmenidin razvijen u cilju povecanja selektivnosti ka
imidazolinskim receptorima i smanjenja nezeljenih efekata posredovanih a,-AR (211,212). Studije
su pokazale da je optimalna ravnoteza u aktivaciji imidazolinskih i adrenergickih receptora klju¢na
za ostvarivanje centralnog hipotenzivnog delovanja imidazolinskih derivata. Prema tome, moguce
je zakljuciti da postoji odredena analogija u vezuju¢im mestima ovih receptorskih sistema.

Imidazolinske receptore je moguce podeliti u tri grupe na osnovu vrste liganada koji ih
aktiviraju: I;-imidazolinski receptori (I;-IR) koji centralno inhibiraju simpatikus i dovode do
snizenja krvnog pritiska; I,-imidazolinski receptori (I,-IR) koji imaju vaznu ulogu u inflamaciji,
analgeziji 1 neuroloskim oboljenjima; i I3-imidazolinski receptori (Is-IR) koji ucestvuju u regulaciji
sekrecije insulina iz pankreasnih B ¢éelija (59).

Proucavanjem prirode imidazolinskih receptora otkriveno je nekoliko endogenih liganada
koji mogu da istisnu klonidin iz receptorskog mesta. Prvi identifikovani ligand bio je agmatin (1-
amino-4-guanidinobutan) (Slika 1.8). On nastaje dekarboksilacijom L-arginina dejstvom enzima
arginin dekarboksilaze (eng. Arginine Decarboxylase). Agmatin je Siroko distribuiran u telu
ukljucujuéi mozak gde stupa u interakciju sa brojnim receptorima: imidazolinskim i1 a-
adrenergickim receptorima; blokira serotoninske 5-HT3-R, nikotinske holinergicke i NMDA
glutamatne receptore; i inhibira sintetazu azot oksida (40). Prethodno je opisana uloga agmatina kod
razli¢itth neuroloSkih i1 mentalnih oboljenja, kao S$to su kognitivni poremecaji, depresija,
anksioznost 1 Sizofrenija. Drugu grupu endogenih liganada Cine B-karbolinski alkaloidi harman 1
harmalan (Slika 1.8). Oni nastaju kondenzacijom indolamina, triptamina i karboksilnih kiselina
kratkog lanca ili aldehida (npr. acetalaldehid). p-karbolinski derivati vrSe stimulaciju
mezolimbickog sistema, delujuéi kao selektivni inhibitori MAO-A enzima, 1 posledi¢no uti¢uéi na
povecano oslobadanje serotonina i dopamina (213). Pored toga, studije su pokazale da B-karbolini
poseduju odredeni afinitet vezivanja za 5-HT,a 1 GABA, receptore, ukazujuéi na potencijalnu
ulogu ovih derivata u regulaciji neuronske aktivnosti kod depresije (214).

Agmatin Harman Harmalan

Slika 1.8. Endogeni ligandi imidazolinskih receptora.
Imidazolinski I;-R

Imidazolinski I;-R pokazuju najve¢i afinitet ka 2-aminoimidazolinima poput klonidina, a
umereni afinitet ka imidazolinima poput idazoksana. Smatra se da aktivacija I;-IR dovodi do
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povecanog oslobadanja DAG iz fosfolipida, koji potom podsti¢e sintezu sekundarnih glasnika
arahidonske kiseline i niza eikozanoida (215). Ligandi imidazolinskih I;-R ispoljavaju centralno
hipotenzivno delovanje. Klonidin je prvi identifikovani ligand I;-IR sa antihipertenzivnim dejstvom
(Slika 1.9). Istrazivanja su pokazala da najveci afinitet poseduje za I;-IR (pKi = 7,26) i ap,-AR (pKi
= 7,21), dok je neSto manja aktivnost uocena na I,-IR (pKi = 6,02). U cilju smanjenja nezeljenih
efekata posredovanih aktivacijom a,-AR, izvrSene su strukturne modifikacije klonidina koje su
uslovile razvoj liganada sa selektivnim delovanjem na I;-IR, moksonidina i rilmenidina (Slika 1.9)

(216).
beos A

Klonidin Moksonidin Rilmenidin

Slika 1.9. Ligandi imidazolinskih I; receptora.
Imidazolinski I,-R

Brojne studije su pokazale da I,-IR predstavljaju potencijalno vazna ciljna mesta dejstva u
terapiji razli¢itih psihijatrijskih 1 neurodegenerativnih oboljenja (59,93,217-221). Naime, ovi
receptori se nalaze na spoljasnjoj membrani mitohondrija u astrocitima, koje su bogate reaktivnim
jedinjenjima kiseonika i azota. Poremecaj funkcije mitohondrija posledi¢no dovodi do nastanka
oksidativnog stresa koji je u osnovi patogeneze brojnih neuroloskih oboljenja (222). Prou¢avanjem
selektivnih I,-IR liganada dokazana je njihova potencijalna efikasnost u terapiji kognitivnih
poremecaja neurodegenerativnih bolesti. Pored toga, I,-IR su visoko homologni sa MAO enzimom,
koji ucestvuje u oksidativnoj deaminaciji neurotransmitera poput noradrenalina, dopamina i
serotonina. Eksperimentalno je dokazano da [,-IR predstavljaju alosterno aktivno mesto
lokalizovano na ovom enzimu, dok je poremecaj njegove funkcije povezan sa razvojem brojnih
psihijatrijskih oboljenja (223,224). Ligandi [,-IR poznati kao BU224 (2-[4,5-dihidroimidaz-2-il]-
hinolin) 1 2-BFI (2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin), reverzibilno inhibiraju A izoformu MAO
enzima, Sto ukazuje na njihov potencijalni mehanizam delovanja (Slika 1.10) (225). Dodatna
eksperimentalna ispitivanja su pokazala da 2-DMPI (2-(3,4-dimetoksi-fenil)-4,5-dihidro-1H-
imidazol) 1 2-BFI, pored inhibicije MAO enzima uti¢u 1 na modulaciju dopaminske i1 serotoninske
neurotransmisije, ukazujuci na potencijalno antidepresivno delovanje ovih liganada (226,227).

Nedostatak informacija o 3D strukturi I,-IR ogranicava proucavanje funkcije 1 farmakolosku
karakterizaciju na metode koje su zasnovane na strukturama selektivnih liganada. Strukturno,
ligande 1,-IR je moguée podeliti na derivate imidazolina, koji su najselektivniji, 2-
aminoimidazolina, gvanidina i karbolina. Idazoksan je predstavnik grupe imidazolina koji svoje
dejstvo ispoljava 1 kao antagonista o,-AR. lako poseduje slabu selektivnost izmedu ova dva
receptora (pKip = 8,37; pKiep = 7,72), idazoksan predstavlja osnovu za dizajniranje i razvoj novih
potentnih 1 selektivnijih liganada (Slika 1.10) (228). Dizajniranje 1 sinteza liganada sa selektivnim
delovanjem na I,-IR predstavlja potencijalnu osnovu za razvoj novih lekova za terapiju sloZenih
CNS oboljenja.
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Idazoksan BU224 2-BFI

Slika 1.10. Ligandi imidazolinskih I, receptora.
Imidazolinski Is-R

Imidazolinski I3-R imaju ulogu u regulaciji sekrecije insulina iz pankreasnih B ¢elija. Smatra
se da imidazolinska jedinjenja posredstvom I3-IR uti¢u na ATP-osetljive kalijumove kanale (eng.
ATP-sensitive potassium channels, Karp), uzrokujuéi smanjenu brzinu efluksa kalijuma, koja je
dalje pracena depolarizacijom membrane i pokretanjem sekrecije insulina (217). Insulinotropni
efekat efaroksana, kao agoniste I3-IR, je posredovan zatvaranjem Krp kanala (Slika 1.11). KU14R
je njegov imidazolni analog koji smanjuje povecanu sekreciju insulina koju aktivira efaroksan
(Slika 1.11). Antagonisticki efekat KU14R je povezan sa otvaranjem Katp kanala (229). S obzirom
na potencijalnu moguénost imidazolinskih derivata da uti¢u na modulaciju sekrecije insulina preko
I3-IR, ovaj receptor moze biti ciljno mesto dejstva novih antidijabetickih lekova.

o (e}
N N
) )
HN HN /
Efaroksan KU14R

Slika 1.11. Ligandi imidazolinskih I, receptora.

1.2.11 Opste osobine jedinjenja za leCenje neuroloskih i mentalnih oboljenja

Kao S§to je prethodno opisano, razli¢iti receptorski sistemi, poput serotoninskih,
dopaminskih, histaminskih, adrenergi¢kih i imidazolinskih, su ukljueni u regulaciju sloZenih
patogenetskih procesa neuroloskih 1 mentalnih oboljenja. Klozapin, ziprazidon i risperidon su
neuroloSkih oboljenja prac¢enih pojavom psihoti¢nih simptoma. Klozapin je bio prvi otkriveni
atipiéni antipsihotik sa smanjenim rizikom od pojave EPS, koji se koristio u terapiji mentalnih
poremecaja. I dalje se smatra ,,zlatnim standardom* u leCenju Sizofrenije otporne na druge lekove.
Medutim, njegova primena je u najve¢oj meri potisnuta zbog izazivanja ozbiljnog nezeljenog
efekta, agranulocitoze. Slozeni farmakoloski profil delovanja klozapina na histaminskim (H;),
serotoninskim (5-HT,c), muskarinskim (M3) 1 adrenergickim (o) receptorima je pracen pojavom
nezeljenih efekata poput sedacije, hiperglikemije, dislipidemije i povecanja telesne mase (230). Sa
farmakokinetiCkog aspekta, klozapin u velikoj meri podleze presistemskom metabolizmu
posredstvom CYP3A4 enzima, gde samo 27-50% doze dospeva u sistemsku cirkulaciju (231).
Ziprazidon 1 risperidon pripadaju novijoj grupi atipi€nih antipsihotika koji takode efikasno
kontroliSu pozitivne i negativne simptome psihoza, ali sa smanjenom incidencom neZeljenih
efekata. Oba jedinjenja poseduju nizi afinitet za histaminski H; receptor u poredenju sa klozapinom,
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Sto posledi¢no utie 1 na smanjenje metabolickih nezeljenih efekata. Odredene studije su pokazale
da risperidon pri ve¢im dozama gubi svoju ,,atipi¢nost™ jer se povecava afinitet ka D,-R 1 dovodi do
pojave EPS. Nakon oralne primene risperidon postize visoku biolosku raspolozivost. U jetri se
uglavnom metabolise preko CYP2D6 enzima, i u manjoj meri CYP3A4, koji utiCu na formiranje
njegovog aktivnog metabolita, 9-hidroksi-risperidona (231,232). U poredenju sa risperidonom,
ziprazidon poseduje bolji bezbednosni profil. KarakteriSe ga niska incidenca sedativnih efekata i
pojave ekstrapiramidalnih simptoma. Za razliku od veéine atipi¢nih antipsihotika, ziprazidon ne
poseduje antiholinergicke neZeljene efekte 1 u manjoj meri utiCe na hiperprolaktinemiju. Ipak,
glavno nezeljeno dejstvo ziprazidona je uticaj na produzavanje QT intervala (233). Ziprazidon
karakteriSe visoka oralna bioloska raspolozivost (> 60%) 1 visok procenat vezivanja za proteine
plazme (> 99%). U najvecoj meri se metabolise putem CYP3A4 enzima u jetri (233). Novije studije
su pokazale vaznu ulogu lumateperona u leCenju mentalnih i depresivnih poremecaja (234).
Lumateperon deluje kao potentni antagonista 5-HT,4/D,-R, inhibitor serotoninskog transportera,
kao 1 modulator NMDA receptora. Metabolise se preko CYP3A4 enzima i u visokom procentu
vezuje za proteine plazme (97,4%) (235). U poredenju sa ostalim antipsihoticima, lumateperon
poseduje minimalan afinitet za histaminske 1 muskarinske receptore. Lekovi iz SSRI grupe imaju
Siroku primenu u lecenju oboljenja udruzenih sa depresijom. Medutim, primena selektivnih SERT
inhibitora je pra¢ena pojavom brojnih nezeljenih efekata koji su posredovani povecanjem
ekstracelularnog nivoa serotonina. Nezeljeni efekti SSRI su u najvecoj meri pra¢eni pojavom
kardiovaskularnih problema, insomnije/hipersomnije, povecanja telesne mase 1 seksualne
disfunkcije. Studije su pokazale da potencijalnu efikasnost u suzbijanju nezeljenih efekata
antidepresiva imaju ligandi sa antagonisti¢kim delovanjem na serotoninskim 5-HT,4-R (236). Tome
doprinosi i ¢injenica da su odobrene fiksne kombinacije fluoksetina i olanzapina u terapiji velikog
depresivnog poremecaja, psihoticne depresije 1 akutne bipolarne depresije (237). Prema tome,
razvoj novih jedinjenja koji uti¢u na modulaciju aktivnosti razli¢itih receptorskih sistema u mozgu
ima veliki znacaj u le€enju slozenih neuroloskih i mentalnih oboljenja. Potencijalno vaznu ulogu u
leCenju CNS oboljenja imaju i ligandi imidazolinskih I-R. Brojne studije su ukazale na
neuroprotektivna svojstva selektivnih liganada I,-IR, ali jo§ uvek nema kandidata koji su usli u
klinicku fazu ispitivanja. LSL60101 je reprezentativno jedinjenje ove grupe za koje je dokazano da
poseduje antiinflamatorni efekat koji mozZe uticati na progresiju neurodegenerativnih oboljenja
(238). S obzirom na to da je funkcija I-IR u fizioloskim uslovima joS uvek nepoznata, nova
istrazivanja u ovoj oblasti ¢e omoguciti proucavanje njihove uloge u razli¢itim neuroloSkim i
mentalnim oboljenjima, kao 1 formiranje novih terapijskih strategija zasnovanih na primeni
selektivnih liganada I,-IR.
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1.3 Kompjuterske metode u dizajniranju lekova

Istrazivanje 1 razvoj novih lekova predstavlja kompleksan i dugotrajan proces koji zahteva
velika novcana ulaganja. Farmaceutske kompanije u proseku utrose 2,6 milijardi dolara i vise od 10
godina istrazivanja do uvodenja leka na trziste (239). Iz tog razloga postoji sve veca potreba za
uvodenjem novih metodologija koje bi omogudéile ubrzanje procesa istrazivanja i razvoja lekova
(eng. Research and Development, R&D). Identifikacija potencijalnog ciljnog mesta dejstva za
odredenu bolest, vodeceg (eng. lead) jedinjenja, kao i racionalni dizajn Cine prve korake u ovom
procesu (Slika 1.12). Nakon identifikacije ciljnog mesta dejstva, razliite skrining (eng. screening)
metode omogucavaju pretrazivanje velikih baza podataka u cilju identifikacije vodeéeg (eng. lead)
jedinjenja (Slika 1.12). Vodece (eng. lead) jedinjenje predstavlja hemijsko jedinjenje koje poseduje
farmakolosku aktivnost od interesa. Racionalni dizajn se odnosi na njegovu dalju optimizaciju u
cilju povecanja aktivnosti, selektivnosti i poboljSanja farmakokineti¢kih osobina (240).

Primena kompjuterskih metoda u dizajniranju lekova (eng. Computer-Aided Drug Design,
CADD) zauzima sve ve¢i znacaj u procesu otkric¢a i razvoja novih lekova (Slika 1.12) (241,242).
Ekonomicnost, pouzdanost i usteda vremena predstavljaju samo neke od pogodnosti njihovog
koriS¢enja u razli¢itim fazama istrazivanja. Poseban znacaj zauzimaju u ranim fazama istrazivanja
omogucavajuéi analiziranje velikih baza podataka i uticu¢i na smanjenje broja jedinjenja koje je
potrebno sintetisati i ispitati in vitro (243).

Kompjuterske metode u dizajniranju
lekova (CADD)

=
=
=
=
=
=
2
=
==
=
=
=
o

Otkrivanje leka Razvoj leka
(Drug discovery) (Drug development)

Slika 1.12. Pozicija kompjuterskih metoda u procesu otkri¢a i razvoja lekova (242).

Na osnovu informacija koje su dostupne o ciljnom mestu dejstva od interesa, kao i
ligandima, kompjuterske metode je moguce podeliti u dve grupe (Slika 1.13):

- metode zasnovane na strukturi liganda (eng. Ligand-Based Drug Design, LBDD) i
- metode zasnovane na strukturi ciljnog mesta dejstva (eng. Structure-Based Drug Design,
SBDD).
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Slika 1.13. Prikaz naj¢es¢e koris¢enih kompjuterskih metoda u dizajniranju lekova (CADD) (242).

1.3.1 Metode zasnovane na strukturi liganda

Metode zasnovane na strukturi liganda (eng. Ligand-Based Drug Design, LBDD) se
nazivaju jos$ 1 indirektne metode jer se koriste u slu¢ajevima kada struktura ciljnog mesta dejstva od
interesa nije poznata. Dizajniranje novih jedinjenja sa Zeljenim osobinama se zasniva na
proucavanju 2D ili 3D struktura ve¢ poznatih liganada koji ostvaruju svoje dejstvo na izabranom
receptoru. Metoda kvantitativnog odnosa strukture i aktivnosti (eng. Quantitative Structure-Activity
Relationship, QSAR) kao i metoda kvantitativnog odnosa strukture i osobina jedinjenja (eng.
Quantitative Structure-Property Relationship, QSPR) su jedne od najceS¢e koriS¢enih metoda iz
ove grupe.

QSAR/QSPR pristupi se baziraju na primeni razli¢itth matematickih i statistickih metoda u
cilju razvoja modela koji mogu sa odredenom tacnoS¢u predvideti biolosku aktivnost i osobine
jedinjenja na osnovu njihove strukture. U osnovi, formira se matematicka zavisnost izmedu
bioloSke aktivnosti (ili neke druge osobine od interesa) jedinjenja 1 strukturnih osobina
(molekulskih deskriptora) jedinjenja. QSAR/QSPR modeli se dalje mogu koristiti za predvidanje
aktivnosti/osobina novih strukturnih analoga, kao i proucavanje farmakofore ispitivanih liganada.

1.3.1.1 Formiranje 3D-QSAR modela

3D-QSAR (eng. 3D- Quantitative Structure-Activity Relationship) modelovanje je jedan od
najcesce koriséenih pristupa u QSAR analizi. Zasniva se na primeni deskriptora koji uzimaju u
obzir trodimenzionalne (3D) prezentacije molekulskih struktura, omogucavajuci bolje razumevanje
strukturnih osobina jedinjenja i definisanje klju¢nih karakteristika koje su vaZzne za ispoljavanje
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aktivnosti na odredenom ciljnom mestu delovanja (244). Postoji veliki broj metoda koje mogu biti u
osnovi 3D-QSAR modela. Jedna od njih je CoMFA (eng. Comparative Molecular Field Analysis)

¢iji je glavni nedostatak zahtev za poravnanjem jedinjenja (245). U cilju prevazilazenja problema
prostornog poravnanja struktura, razvijen je GRIND (eng. GRID Independent Descriptors) metod.

Polja molekulskih interakcija (eng. Molecular Interaction Fields, MIF) imaju veoma vaznu
ulogu u opisivanju sposobnosti liganda da stupi u interakciju sa makromolekulima, poput receptora
ili enzima. MIF-ovi predstavljaju interakciju izmedu jedinjenja tj. funkcionalne grupe i odredene
hemijske probe koja se nalazi u 3D mrezi oko jedinjenja (Slika 1.14). Probe predstavljaju fizicko-
hemijske osobine ciljnog mesta dejstva ispitivanog liganda (246). Cetiri vrste hemijskih proba se
koriste za sagledavanje hidrofobnih, elektrostatickih i sternih svojstava zamisljenog receptorskog
mesta:

- TIP proba — opisuje sterne interakcije i predstavlja oblik jedinjenja;

- DRY proba — opisuje hidrofobne interakcije;

- N1 proba — opisuje grupe koje su donori vodoni¢ne veze i1 definiSe prisustvo funkcionalne
grupe na jedinjenju sa osobinama akceptora vodoni¢ne veze;

- O proba — opisuje grupe koje su akceptori vodoni¢ne veze i definiSe prisustvo funkcionalne
grupe na jedinjenju sa osobinama donora vodoni¢ne veze.

Racunanje MIF interakcija se zasniva na primeni Lenard-Dzonsovih (Lennard-Jones) i
Kulonovih (Coulomb) potencijala kao Sto je prikazano u jednacini (1), uzimajuci u obzir potencijale
molekulske lipofilnosti, polarizabilnosti i potencijal vodoni¢ne veze (247).

E - EVDW + EEL + EHB + S (1)

Gde Eypy definiSe Van der Waals (VAW) energiju, Eg; elektrostaticku energiju, Eyp opisuje
energiju vodonic¢ne veze, a parametar S se odnosi na entropiju.

Polja molekulskih interakcija se Siroko primenjuju u ra¢unanju 3D molekulskih deskriptora
koji se mogu koristiti za formiranje QSAR modela i proucavanje farmakofore liganada. Takode,
poseduju veoma vaznu ulogu u in silico dizajnu novih lekova ukoliko struktura ciljnog mesta
dejstva nije poznata. Izracunate MIF interakcije izmedu liganda i probe omogucavaju predvidanje
vezujucih mesta proucavanih liganada na proteinima.

GRIND deskriptori su 3D molekulski deskriptori koji se dobijaju iz polja molekulskih
interakcija (Slika 1.14) (248). GRIND metod za formiranje 3D-QSAR modela se zasniva na
racunanju GRID nezavisnih deskriptora i generisanju varijabli koje su nezavisne od medusobne
pozicije ili orijentacije jedinjenja u 3D mrezi (249).
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Slika 1.14. Formiranje 3D-QSAR modela na osnovu GRID nezavisnih deskriptora.

Pentacle je jedan od programa koji se bazira na ratunanju GRIND deskriptora (250). Nakon
§to se za optimizovano jedinjenje izracuna inicijalno veliki broja MIF-ova, potrebno je izdvojiti
regione sa energetski najpovoljnijom interakcijom izmedu liganda i probe, koji se jo§ nazivaju i
¢vorni regioni (eng. nodes). Diskretizacioni algoritmi ALMOND i AMANDA omogucavaju
izdvajanje najrelevantnijih regiona iz svakog polja. ALMOND se zasniva na primeni Fedorov-og
optimizacionog algoritma i vrsi izdvajanje regiona uzimajuéi u obzir intenzitet polja u ¢vornom
regionu, kao 1 medusobna rastojanja izmedu izabranih ¢vorova. AMANDA algoritam se zasniva na
prefiltriranju ¢vornih regiona prema grani¢noj (eng. cut-off) vrednosti energije, u cilju uklanjanja
regiona sa slabim i nespecifiénim interakcijama (249,251). Informacije iz MIF-ova se potom
prevode u GRIND varijable primenom CLACC (eng. Consistently Large Auto and Cross
correlation) algoritma u programu Pentacle (252). Frakcioni faktorski dizajn (eng. Fractional
Factorial Design, FFD) se koristi za redukovanje broja inicijalno izracunatih deskriptora, u cilju
smanjenja mogucnosti za dobijanje pretreniranih modela (eng. overfitting) (253). Finalno generisani
GRIND deskriptori predstavljaju parove dve iste probe (npr. TIP-TIP) ili dve razli¢ite probe (O-
TIP) na odredenoj udaljenosti. Rezultati se prikazuju u obliku auto-korelograma i kros korelograma,
gde je svaki deskriptor definisan ja¢inom interakcije izmedu ¢vornih regiona i odgovaraju¢om
distancom na kojoj se nalaze (Slika 1.15). Program Pentacle vr$i skaliranje energije interakcije
prikazujuci je u obliku skora ¢ije su vrednosti u opsegu od 0 (nepoZeljne interakcije) do 1 (poZeljne
interakcije). Na ovaj nacin se omogucava definisanje znacajnosti svakog GRIND deskriptora u
formiranom modelu.
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Slika 1.15. Prikaz auto-korelograma i kros-korelograma u programu Pentacle.

Izracunati GRIND deskriptori se dalje mogu koristiti u analizi glavnih komponenti (eng.
Principal Component Analysis, PCA), kao 1 za formiranje regresionih modela primenom metode
parcijalnih najmanjih kvadrata (eng. Partial Least Square Regression, PLS). Na osnovu PCA
analize moguce je izvrsiti selekciju jedinjenja za trening 1 test set prilikom formiranja 3D-QSAR
modela. Zbog velikog broja inicijalno izraCunatih GRIND deskriptora, PLS analiza predstavlja
metodu izbora za generisanje prediktivnih 3D-QSAR modela. U osnovi, PLS je linearni regresioni
metod koji omogucava definisanje korelacije izmedu prouc¢avanih GRIND deskriptora (nezavisne
varijable-X) 1 bioloSke aktivnosti (zavisne varijable-Y). U cilju prevazilazenja problema velikog
broja interkoreliSu¢ih deskriptora, PLS analiza vr$i projekcije na latentne strukture (eng. Projection
to Latent Structures). Primarno izraCunati deskriptori se transformiSu u novi ortogonalni prostor u
cilju formiranja manjeg broja novih medusobno nezavisnih varijabli koje se nazivaju latentne
varijable (eng. Latent Variable, LV). Linearni regresioni model se formira na osnovu nekoliko
novih latentnih varijabli, koje predstavljaju linearnu kombinaciju originalnih varijabli (254).
Unakrsna validacija (eng. Cross-Validation, CV) predstavlja pouzdan nalin za procenu
prediktivnog znacaja svake PLS komponente, na osnovu ¢ega se odreduje optimalan broj LV u
modelu (255). Krajnji rezultat ¢ini skup najznacajnijih nezavisnih varijabli koje najbolje opisuju
zavisnu varijablu.

1.3.1.2 Formiranje QSPR modela

QSPR modeli omogucéavaju sagledavanje uticaja hemijskih karakteristika jedinjenja,
kodiranih u formi molekulskih deskriptora, na odredenu osobinu od interesa. Sustinski, molekulski
deskriptori predstavljaju hemijske osobine jedinjenja koje su izrazene u numerickoj formi, a
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moguce ih je podeliti na: konstitucionalne, topoloske, geometrijske, elektronske i termodinamicke
deskriptore (256).

Konstitucionalni deskriptori nose informaciju o strukturi jedinjenja, bez informacija o
atoma, broj veza i broj prstenova. Njihove vrednosti su iste za razli¢ita konformaciona stanja i ne
razlikuju se izmedu izomera. Topoloski deskriptori pripadaju grupi 2D deskriptora i uzimaju u obzir
raspored atoma u jedinjenju. Oni kodiraju informacije o obliku liganda, veliCini, prisustvu
heteroatoma, prisustvu viSestrukih veza, kao 1 ra¢vanju (257). Za razliku od topoloskih deskriptora,
geometrijski deskriptori poseduju veéu diskriminacionu mo¢ izmedu sli¢nih hemijskih struktura kao
1 informacije o molekulskim konformacijama. Zasnovani su na 3D strukturi jedinjenja, pa iz tog
razloga njihovom racunanju prethodi geometrijska optimizacija proucavanih jedinjenja (256).
Opisivanje elektronskih osobina liganada je bazirano na racunanju elektronskih deskriptora, dok
termodinamicki deskriptori koreliSu sa odredenim fizicko-hemijskim osobinama jedinjenja (256).

Neke od najCeS¢e koriS€enth matematickih metoda za formiranje QSPR modela su:
multilinearna regresija (eng. Multiple Linear Regression, MLR), metoda parcijalnih najmanjih
kvadrata (PLS), metoda podrzavaju¢ih vektora (eng. Support-Vector Machine, SVM), kao i
vestacke neuronske mreze (eng. Artificial Neural Network, ANN).

1.3.1.2.1 Multilinearna regresija

MLR je jedna od najcesce koriS¢enih tehnika za generisanje linearne zavisnosti izmedu
proucavanih deskriptora (nezavisne varijable) 1 osobine jedinjenja (zavisne varijable). KarakteriSu
je transparentnost 1 jednostavna interpretacija. Jednacina za MLR model je:

Y=apta XX +a, XX, +az; X X3+-+a, XX, (2)

Zavisna varijabla je predstavljena sa Y, dok su X1, X;, X3, ... X;, nezavisne varijable tj. deskriptori
praceni regresionim koeficijentima a4, a,, as, ... a,,. Konstanta modela je izrazena sa a.

Ogranicenje ove metode predstavlja veliki broj deskriptora koje je potrebno ispitati. U tom slucaju
je pre formiranja modela potrebno pristupiti njihovoj selekciji primenom odredenih metoda kao $to
su postupna (eng. stepwise) MLR analiza ili geneticki algoritam (eng. Genetic Algorithm, GA).
Postupna MLR analiza omogucava selekciju najvaznijih varijabli njihovim postepenim dodavanjem
u model i evaluacijom statisti¢ke znacajnosti u svakom koraku. Ukoliko varijabla nije znacajna, ona
se uklanja iz modela na osnovu definisanih kriterijuma (258).

1.3.1.2.2 Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata

Za razliku od MLR metode, PLS analiza omogucava analiziranje velikog broja
interkoreliSuc¢ih deskriptora. Znacajnost svake nezavisne varijable u modelu (X) se procenjuje na
osnovu vrednosti VIP (eng. Variable Importance in the Projection) parametra. VIP parametar se
izraunava kao ponderisana (eng. weighted) suma kvadrata PLS tezina (eng. weights, w) i
predstavlja meru uticaja svake varijable prema varijansi objasnjenoj PLS komponentom (259).
Varijable sa VIP koeficijentom ve¢im od 1 su najznacajnije za predvidanje i proucavanje zavisne
varijable. Umerenu znacajnost imaju deskriptori sa VIP koeficijentom izmedu 0,5 1 1, dok oni sa
VIP vrednostima manjim od 0,5 nemaju znacajan uticaj na zavisnu varijablu (260). Prema tome,
deskriptori se postepeno uklanjaju iz PLS modela na osnovu njihove izracunate VIP vrednosti dok
se ne dobije optimalan model sa najboljim vrednostima statistickih parametara.
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1.3.1.2.3 Metoda podrzavajuéih vektora

Metoda podrzavajuc¢ih vektora ili SVM pripada metodama masinskog ucenja i ima veliki
znaaj prilikom pojave problema poput malog broja uzoraka i nelinearne zavisnosti (261).
Regresioni SVM model omogucava predvidanje izlazne vrednosti (zavisne varijable) na osnovu
definisanih deskriptora koji ¢ine ulazne vrednosti. U osnovi, vr$i se preslikavanje podataka u
prostor ve¢e dimenzije primenom transformacije jezgra (eng. kermel), $to je moguce objasniti
slede¢om jednaCinom:

K(x,y) = (®(x) X ©(y)) 3)

Gde se K odnosi na funkciju jezgra, a @ na preslikavanje iz ulaznog prostora Xex,y u izlazni.
Moguce je razlikovati nekoliko funkcija jezgra za nelinearno transformisanje ulaznog prostora,
medu kojima je jedna od najces¢ih Gausova radijalna bazna funkcija (eng. Radial Basis Function,
RBF). Nakon transformacije jezgra, u novom prostoru je moguce primeniti postupak linearne
zavisnosti. Za validaciju performansi modelovanja najceSce se koristi viSeslojna unakrsna validacija
(eng. k-fold cross validation), sa pet ili deset slojeva, koja je prac¢ena variranjem parametara: C-
parametar kapaciteta, - e-neosetljive funkcije gubitka 1 y- koji kontroliSe amplitudu Gausove
funkecije (262).

1.3.1.2.4 Vestacke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze takode pripadaju metodama masinskog ucenja i zasnivaju se na
oponasanju funkcije bioloskih neurona i ljudskog mozga. U osnovi, ANN predstavlja skup velikog
broja medusobno povezanih neurona koji omogucavaju simulaciju neuroloskih procesa u mozgu
coveka (263). Neuronske mreze se strukturno sastoje od nekoliko slojeva: ulaznog, skrivenog i
izlaznog sloja. Broj neurona u prvom (ulaznom) sloju zavisi od broja ulaznih varijabli koje se
koriste za formiranje matematickih modela. Skriveni sloj vrsi obradu podataka i prosleduje rezultate
do izlaznog sloja, koji predstavlja krajnji rezultat (zavisnu varijablu koja se prati). SloZene
neuronske mreze se mogu sastojati od viSe skrivenih slojeva, Ciji se optimalan broj neurona
odreduje procesom treniranja. Svi slojevi su medusobno povezani, dok se jafina veze izmedu
neurona definiSe teZinskim faktorom (eng. weight) (264). Hemometrijska analiza primenom ANN
metode omogucava prevazilazenje problema nelinearne zavisnosti izmedu ispitivanih varijabli, a
znacajnu prednost ima u proucavanju velikog broja podataka. Nedostatak ove metode se odnosi na
mogucénost formiranja pretreniranih modela tj. modela koji su u velikoj meri prilagodeni trening
setu, ¢ime se smanjuje njegova sposobnost predvidanja.

1.3.1.3 Validacija QSAR/QSPR modela

Cilj svake QSAR/QSPR studije je razvoj validiranog modela sa dobrom moc¢i predvidanja.
OECD (eng. Organisation for Economic Co-operation and Development) principi definiSu osnovna
pravila koje je potrebno postovati prilkom razvoja pouzdanog i reproducibilnog QSAR modela
(265). 1z tog razloga, neophodno je primeniti razliCite validacione tehnike u cilju ispitivanja i
potvrdivanja pouzdanosti, stabilnosti i prediktivnosti formiranog modela.

1.3.1.3.1 Interna validacija

Interna validacija QSAR/QSPR modela je bazirana na jedinjenjima koja se koriste za razvoj
modela tj. trening set jedinjenjima. Statisti¢ki parametri koji se najc¢eS¢e koriste za internu
validaciju formiranih modela su: koeficijent determinacije, R® (4); predvidena suma kvadrata,
PRESS (eng. Predicted Residual Sum of Squares) (5); interni validacioni parametar, Q? (eng.
Cross-Validated Squared Correlation Coefficient) (6); kao 1 srednja kvadratna greSka procene,
RMSEE (eng. Root Mean Square Error of Estimation) (7) (266).
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Rz _ Z(Yexp(trening) - Ypred(trening))z (4)
Z(Yexp(trening) - (Yexp(trening))2

PRESS = X1, el (5)

02=1- PRESS ©6)

X (Yexp(trening) - 17ve)(p(t7’ening))2

RMSEE = /PR:SS (7)

U jednaCinama (4) i (6) Yexp(trening)parametar se odnosi na eksperimentalno dobijene vrednosti
zavisne varijable za trening set jedinjenja, dok Yy eq(trening) predstavlja vrednosti predvidene
modelom. Yexp(trening) se odnosi na srednju vrednost eksperimentalno dobijene zavisne varijable

trening set jedinjenja. Parametar e u jednacini (5) predstavlja razliku izmedu eksperimentalnih 1
predvidenih Y vrednosti, dok je n u jednacini (7) broj jedinjenja u trening setu.

Interni parametri validacije omogucavaju procenu prediktivnosti i robustnosti modela.
Vrednosti Q* veée od 0,5 ukazuju na tagnost u predvidanju formiranog QSAR/QSPR modela za
trening set jedinjenja. Takode, greska u predvidanju zavisne varijable formiranim modelom za
trening set se definiSe RMSEE parametrom, ¢ija vrednost treba biti §to manja (255,267).

Ipak, odredene studije su pokazale da iako niske vrednosti Q* ukazuju na lo§ model, visoke
vrednosti treba razmatrati sa oprezom i uraditi dodatnu validaciju modela (268). Povecanje broja
deskriptora u odnosu na broj jedinjenja poveéava i $ansu za dobijanjem veéih Q? vrednosti.
Parametrima interne validacije nije moguée proceniti prediktivnost modela kada se on primeni za
potpuno novi set jedinjenja (test set), koji nije ucestvovao u njegovom formiranju. Iz tog razloga,
formirani su parametri eksterne validacije koji se raCunaju na osnovu rezultata analize test seta.

1.3.1.3.2 Eksterna validacija

U cilju procene prediktivnosti 1 primenljivosti razvijenth QSAR/QSPR modela u
proucavanju novog seta podataka koriste se razliciti parametri eksterne validacije. Neki od njih su:
Rzpred, kojim se predstavlja stepen korelacije izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrednosti za
test set jedinjenja (8); kao 1 srednja kvadratna greska predvidanja, RMSEP (eng. Root Mean Square
Error of Prediction) (9) (267).

PRESS

R;%red =1

(8)

Z(yexp(test) - (17exp(1:rc—:'ning))2

RMSEP = /PR:SS 9)

Parametar Yoyp(test) s€ 0dnosi na eksperimentalno dobijene vrednosti zavisne varijable za test set
jedinjenja, dok je Yexp(trening) srednja vrednost Y varijable za trening set. PRESS parametar se

racuna prema prethodno navedenoj jednacini (5). U jednacini (9), n se odnosi na broj jedinjenja u
test setu.

QSAR/QSPR model sa dobrom mo¢i predvidanja bi trebao imati vrednost Rf)red vecu od 0,5, dok

greska predvidanja modela za test set jedinjenja, izrazena RMSEP parametrom, treba biti $to manja
(< 2ZRMSEE) (255,266,268).
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Interni parametar validacije Q® kao i eksterni Rzpred se Cesto koriste za tumacenje
prediktivnosti modela, medutim oba parametra zavise od srednje vrednosti Y varijable za trening set
jedinjenja. Njihovo raCunanje je u oba slucaja kontrolisano izrazom ,,Y.(Yexp(trening/test) —

(Yexp(trening))z“. Iz tog razloga, vrednosti ovih parametara su zavisne od opsega zavisne varijable i
ne mogu sa tacnos¢u da predstave devijaciju predvidenih u odnosu na eksperimentalne vrednosti
(266). Sa ciljem da se Sto preciznije opise predikciona sposobnost formiranog QSAR/QSPR modela
za eksterni test set, razvijeni su parametri » metrike (rzmemcs: rzm, Y 2m, Fzm 1 Ar'y) (269). Racunanje se
zasniva na slede¢im jednacinama:

r2 =r2(1—4/|r2 =1¢)) (10)

r? =r2(1 - “7‘2 — r0/2|) (11)

Vrednosti kvadrata koeficijenta korelacije izmedu predvidenih i eksperimentalnih vrednosti

jedinjenja sa odse¢kom (r2) i bez odsecka (r¢) se racunaju za odredivanje ;2. Zamena X i Y osa

. 2 . v 2 . . [ . 2
daje vrednost ro/ na osnovu koje se racuna r,{l . Parametri k i k’ su nagibi. Vrednosti 72, 1¢, ro/ , k

i k' se ra¢unaju preko sledecih jednacina:

22 _ _[Z(exp=Texp)(Vprea=Pprea)]” (12)
LV prea—Yprea)* XX (Yexp—Yexp)?

1 =1 - e (13)

W e a4

o= S (15)

K = Z(Y;,E,;::;ed) (16)

Yexp 1 Yprea su eksperimentalne i predvidene vrednosti zavisne varijable, dok 176xp 1 Y'pred

predstavljaju njihove srednje vrednosti. Za prihvatljiv i prediktivan model, koeficijenti 12 i r,{lz

treba da budu veéi od 0,5, kao i njihova srednja vrednost, 7;2, dok razlika izmedu njih (Ar;2) treba
biti manja od 0,2 (269,270).

Parametri » metrike, osim §to mogu biti raCunati kako za trening tako 1 za test set jedinjenja,
mogu se racunati i za ceo set podataka (r,fl(o,,emu)). U slucajevima kada je broj jedinjenja u test
setu mali, prediktivnost modela se moZe proceniti ratunanjem r,%l(o,,emu) parametara (266).

Takode, za dodatnu potvrdu prediktivnosti modela za eksterni set podataka (test set), koristi
se 1 CCC (eng. Concordance Correlation Coefficient) parametar. Njegovo racunanje je bazirano na

slede¢oj jednacini:

CCC — 2 Z?:l(yexp(test) - Yexp(test) ) (Ypred(test) - ?pred(test))

(17)

— 2 _ 2 _ —
Z?=1(Yexp(test)_ Yexp(test)) + Z?=1(Ypred(test) - Ypred(test)) +n(Yexp (test)™ Ypred(test))
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gde su Yexp(test) 1 Ypred(test) €ksperimentalne i predvidene vrednosti zavisne varijable za test set

jedinjenja, a n broj jedinjenja u test setu. Idealna vrednost CCC parametra bi trebala biti Sto bliza 1
(255,271).

1.3.1.3.3 Domen primenljivosti

Osnovna primena formiranog QSAR/QSPR modela se zasniva na njegovoj moguénosti da
Sto tacnije predvidi proucavanu zavisnu varijablu, koja moze biti aktivnost ili neka druga osobina
od interesa. Upravo zbog toga neophodna je pazljiva procena njegove ta¢nosti u predvidanju, koja
pored validacije podrazumeva i1 definisanje domena primenljivosti (eng. Applicability Domain,
AD). Odredivanje AD je takode jedan od pet osnovih principa predlozenih od strane Organizacije
za ekonomsku saradnju i razvoj (eng. Organisation for Economic Co-operation and Development,
OECD). Sustinski, moze se definisati kao hemijski prostor okarakterisan osobinama (molekulskim
deskriptorima) jedinjenja koja su koris¢ena za formiranje modela (trening set jedinjenja) (272).
Predvidanje aktivnosti/osobina novih jedinjenja moze se smatrati pouzdanim samo ukoliko se
ispitivani ligand nalazi unutar definisanog AD za formirani QSAR/QSPR model. Jedna od najcesce
koriS¢enih metoda za definisanje AD je leverage pristup, kojim se definiSe mera uticaja odredene
hemijske strukture na model (273).

Leverage vrednost (h) za svako ispitivano jedinjenje iz trening i test seta se racuna
koriS¢enjem vrednosti izabranih deskriptora prema slede¢oj jednacini:

h; = x] (XTX) 1x; (18)

gde je x; vrednost deskriptora odredenog jedinjenja, a X matrica deskriptora trening set jedinjenja
koja se koriste za formiranje modela (274). U osnovi, h predstavlja meru udaljenosti izmedu x
vrednosti za i-to jedinjenje iz ispitivanog seta podataka i srednje x vrednosti za sva jedinjenja.
Ukoliko je vrednost nekog deskriptora (x) za odredeno jedinjenje znacajno veca u poredenju sa
ostalim jedinjenjima i h vrednost ¢e posledi¢no biti visoka.

Grani¢na leverage vrednost (h*) se raCuna prema slede¢oj jednacini:
h*=3x(p+1)/n (19)

gde je n broj jedinjenja iz trening seta, a p je broj nezavisnih varijabli. Ukoliko je izraCunata
leverage vrednost (h;) za odredeno jedinjenje veca od granicne leverage vrednosti (h*), predvidanje
se ne moze smatrati pouzdanim i jedinjenje se nalazi van definisanog AD (273).

1.3.2 Metode zasnovane na strukturi ciljnog mesta dejstva

Metode zasnovane na strukturi ciljnog mesta dejstva (eng. Structure-Based Drug Design,
SBDD), koje se nazivaju jo§ i direktne metode, koriste se u slucajevima kada je poznata 3D
struktura receptora od interesa. Sve veci napredak u razvoju brojnih biofizickih metoda je doveo do
otkrivanja viSe od 180000 proteinskih struktura koje su dostupne u PDB bazi podataka (275).
Najcesce koris¢ene metode za eksperimentalno odredivanje 3D modela proteina su: kristalografija
bazirana na X-zracima, kriogena elektronska mikroskopija (eng. Cryogenic Electron Microscopy,
cryo-EM) 1 nuklearna magnetna rezonanca (eng. Nuclear Magnetic Resonance, NMR). Ipak,
razumevanje interakcija izmedu liganda (supstrat, inhibitor, antagonista, inverzni agonista) i
receptora (enzima, transportera, GPCR ili jonskog kanala) jo§ uvek nije lak zadatak, uprkos
dostupnosti jako velikog broja strukturnih informacija. Receptori se izoluju u kompleksu sa
odredenim agonistom, antagonistom ili bez liganda, pruzaju¢i ograni¢ene informacije o nacinu
vezivanja nekih drugih jedinjenja. Pored toga, dobijeni 3D model receptora zavisi i od primenjene
metodologije. Nama dostupan trodimenzionalni oblik samo je jedan od svih moguc¢ih konformacija
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sa najnizom energijom. Uprkos odredenim nedostacima, izolovanje 3D strukture omogucava
dobijanje strukturnih informacija visoke rezolucije o bioloskim makromolekulima. Takode, ima
veliki znacaj u proucavanju ligand-receptor kompleksa na molekulskom nivou pruzajuéi uvid u
osnovna konformaciona stanja liganda i receptora u bioloskom sistemu, konformacione promene
izazvane interakcijom sa ligandom, kao i1 u ostvarivanju klju¢nih intermolekulskih interakcija
(276,277). Najces¢e koris¢ene metode zasnovane na strukturi ciljnog mesta dejstva u procesu
dizajniranja novih jedinjenja su simulacije molekulske dinamike (MD) i molekulski virtuelni
doking (VD) (Slika 1.16).

(&) 2 : : ; . . . ; B) & GLU9S

LEyo4 !

-

SER409

| TYR408
7 THR412
TYRAL6

PHE339 ) SER419
4 ASN41S

W

L TRR336
. PHE 390
%
QFRlb"‘"' ALAIZS PHE382
FHE198

\

Slika 1.16. Metode zasnovane na strukturi ciljnog mesta dejstva: (A) simulacije molekulske
dinamike 1 (B) molekulski virtuelni doking.

1.3.2.1 Molekulska dinamika

Uspostavljanje interakcije izmedu liganda i receptora dovodi do promene konformacije oba
molekula. Primena jedne rigidne strukture u proucavanju aktivnog mesta ¢esto nije dovoljna zbog
dinamicke prirode biomolekula. Cak i male konformacione promene, kao §to je pomeranje boénih
lanaca, mogu znacajno uticati na komplementarnost izmedu aktivnog mesta receptora i
proucavanog liganda. Iz tog razloga, primena simulacija MD ima veliki znacaj u proucavanju
konformacione dinamike fleksibilnih struktura, pruzajuéi vaznu osnovu za istraZivanje i razvoj
novih lekova (278). Sa ciljem da se simulira stvarno ponasanje svih atoma u ligand-receptor
sistemu, simulacije MD pruzaju uvid u interakcije izmedu receptora i liganda koje nastaju tokom
odredenog vremenskog perioda, uzimajuci u obzir strukturnu fleksibilnost, prisustvo membrane ili
uticaj rastvaraca (279). Simulacije MD se koriste za dobijanje viSe konformacionih stanja receptora
od interesa, pocevsi od njegove izolovane 3D strukture ili one nastale homologim modelovanjem.

Proces simulacija MD je zasnovan na drugom Njutnovom zakonu prema sledecoj jednacini:

dx; d?x
FizmiXazmixd—;zmix— (20)

gde parametar F; predstavlja silu koja deluje na i-ti atom sistema, dok je m masa atoma, a a
ubrzanje. Ovim zakonom se definiSe kretanje atoma 1 molekula u sistemu pod uticajem energetskog
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polja (279,280). Odnos izmedu sile koja deluje na atom sistema usled delovanja potencijalne
energije V(x) se moze izraziti jednac¢inom (21):

F(fi) = —ViV(fi) (21)

Na osnovu gore navedene jednacine moguce je zakljuciti da se sa promenom polozaja atoma u
sistemu tokom vremena menja i potencijalna energija.

Simulacije MD su bazirane na polju sila (eng. Force fields) koja racunaju energiju sistema
kao funkciju polozaja atoma. Potencijalna energija sistema, definisana empirijski razvijenim
poljima sila, se moze predstaviti sledeCom jednacinom:

V= Z K, (b — by)? + Z Ky (8 — 64)2 + 2 K, (1 + cos(ny — 8))

bonds angles dihedrals
2 tj tj 1)
+ E K¢(§0“Po) + E 12 6+ )
. Tii L&Y STU
impropers nonbonded Y

(22)

Sile u sistemu se sabiraju 1 izracunata potencijalna energija zavisi od parametara energije vezivanja:
(1) oscilacija duzine ravnotezne veze (bonds); (ii) oscilacija uglova veza (angles); (ii1) odstupanja
torzionih uglova (dihedrals); (iv) odstupanja od koplanarnosti (impropers); i parametara energije
koja objasnjava Van der Waals-ovo privlacenje i elektrostaticke interakcije (nonbonded) (281).

Da bi rezultati simulacije MD bili validni neophodno je da odredeni uslovi budu definisani,
kao §to su temperatura, pritisak i vremenski period u okviru kog dolazi do pomeranja atoma.
Pomeranje atoma se najées¢e definiSe u malim vremenskim koracima (10™"°s) &ime se omoguéava
adekvatno pracenje sistema i atomskih vibracija. U svakom koraku se racunaju sile, vezujuce i
nevezujuce (Jednacina 22) koje deluju na atom 1 vrs$i se njihovo pomeranje prema Njutnovom
zakonu. Proces se ponavlja veliki broj puta kako bi se dobile kontinuirane trajektorije koje traju
dovoljno dugo da bi se obezbedio energetski stabilan sistem.

1.3.2.2 Molekulski doking

Molekulski doking predstavlja jednu od najceS¢e koriS¢enih kompjuterskih metoda u
procesu dizajniranja novih lekova. U osnovi, koristi se za predvidanje predominantne bioaktivne
konformacije liganda koja se uklapa u aktivno mesto proteina, definisanje klju¢nih intermolekulskih
interakcija, kao i predvidanje slobodne energije vezivanja liganda za receptor (282). Molekulski
doking se bazira na primeni razliitih algoritama za pretrazivanje konformacija (eng. Sampling
algorithms) 1 skoring funkcije za rangiranje predvidenih konformacija prema nivou uklapanja (eng.
Scoring function) (283). U zavisnosti od stepena fleksibilnosti molekula, doking metode se mogu
podeliti na: (i) rigidni doking, u slu¢aju kada su strukture liganda i proteina rigidne; fleksibilno-
rigidni doking, kada je struktura proteina rigidna, a ligand se smatra fleksibilnim; fleksibilni doking,
kada su konformacije oba molekula fleksibilne.

Algoritmi za pretrazivanje omogucavaju generisanje poza liganda koje se uklapaju u
vezivno mesto proteina. Moguce je razlikovati dve vrste racunarskih algoritama za pretraZivanje:
algoritmi sohasticke optimizacije 1 algoritmi sa sistematskim pretrazivanjem (284). Konformaciono
pretrazivanje sohastickim algoritmima je bazirano na nasumi¢noj modifikaciji strukturnih
parametara liganda, medu kojima su najpoznatiji Monte Karlo metoda i1 genetski algoritmi (285).
Metoda sistematskog pretrazivanja se zasniva na malim varijacijama strukturnih parametara,
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postepeno utiCu¢i na promenu konformacije liganda. Ova grupa ukljucuje algoritme: iscrpne
pretrage (eng. Exhaustive search); fragmentacije (eng. Fragmentation); 1 pretraZivanje
konformacija (eng. Conformational ensemble) (284). Za razliku od sistematskog pretrazivanja,
sohasticke metode ne vrSe potpunu pretragu konformacionog prostora pa iz tog razloga obezbeduju
relativno brzo dobijanje rezultata.

Nakon konformacionog pretrazivanja, molekulski doking koristi skoring funkcije za
rangiranje generisanih konformacija i predvidanje slobodne energije vezivanja. Skoring funkcije se
mogu podeliti u tri grupe: funkcije zasnovane na polju sila (eng. Force field-based); funkcije
zasnovane na empirijskim zapazanjima (eng. Empirical) 1 skoring funkcije na bazi znanja (eng.
Knowledge-based) (286). Funkcije zasnovane na polju sila procenjuju potencijalnu energiju
vezivanja uzimajuci u obzir vezujucée (intramolekulske) i nevezujuée (intermolekulske) interakcije.
Empirijske funkcije koriste eksperimentalno odredene afinitete vezivanja, dok trecoj grupi
pripadaju skoring funkcije zasnovane na eksperimentalno utvrdenim 3D strukturama molekula
(286).

Tacnost rezultata dobijenih molekulskim dokingom mogucée je validirati racunanjem srednje
kvadratne devijacije (eng. Root-Mean Square Deviation, RMSD) izmedu dokovane poze liganda i
poze preuzete iz 3D strukture. Naime, predvidene konformacije liganda koje su najsli¢nije
eksperimentalno izolovanoj konformaciji iz 3D modela bi trebale biti najbolje rangirane. RMSD
omogucava kvantifikaciju slicnosti izmedu navedenih konformacija racunanjem srednje udaljenosti
izmedu njihovih atoma prema slede¢oj jednacini:

RMSD(@,b) = [ 1E11(au = bi)* + @iy = biy)? + (a1, = bip)? @2)

gde se a; parametar odnosi na atome jednog molekula, dok b; predstavlja atome drugog molekula
na koordinatama x, y i z. RMSD odstupanje manje od 2A ukazuje na dobro slaganje izmedu
predvidene i inicijalne konformacije (287).

1.3.2.3 Virtuelni skrining

Virtuelni skrining (eng. Virtual Screening, VS) predstavlja in silico metodu koja omogucava
pretrazivanje 1 analizu velikih baza jedinjenja/fragmenata u cilju selektovanja najboljih kandidata za
dalju optimizaciju i racionalni dizajn. Postoje tri vrste VS: VS zasnovan na strukturi liganda (eng.
Ligand-Based Virtual Screening, LBVS), VS zasnovan na farmakofori (eng. Pharmacophore-Based
Virtual Screening, PBVS) 1 VS zasnovan na strukturi ciljnog mesta delovanja jedinjenja (eng.
Structure-Based Virtual Screening, SBVS) (288).

VS zasnovan na strukturi liganda, LBVS, omogucava pretraZivanje baza podataka na
osnovu sli¢nosti izraunatih molekulskih deskriptora jedinjenja sa ve¢ poznatim aktivnim
jedinjenjem. Definisane zajednic¢ke karakteristike izabranog jedinjenja koriste se za pretraZivanje
velikih baza podataka u cilju izdvajanja najboljih kandidata za dalja eksperimentalna ispitivanja
(276).

Farmakofora se definiSe kao skup elektronskih i sternih karakteristika jedinjenja koje su
neophodne da bi se uspostavile optimalne supramolekulske interakcije sa specificnim ciljnim
mestom delovanja i pokrenuo/blokirao bioloski odgovor (289). Na osnovu struktura poznatih
aktivnih jedinjenja moguce je generisati farmakoforni model 1 definisati strukturne karakteristike
vazne za ispoljavanje bioloSke aktivnosti. VS zasnovan na farmakofori, PBVS, omogucéava
pretrazivanje baza podataka na osnovu formiranog modela 1 definisanih farmakofornih osobina
(276).
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VS zasnovan na strukturi ciljnog mesta dejstva, SBVS, zahteva poznavanje 3D strukture
ciljnog mesta delovanja jedinjenja. On omogucava dokovanje jedinjenja iz baze podataka u
vezujuce mesto izabranog receptora, sagledavanje specifi¢nih interakcija koje se formiraju i njihovo
rangiranje u cilju selekcije najboljih kandidata za dalja ispitivanja (290).

Navedene metode VS imaju Siroku primenu u pretrazivanju virtuelnih baza fragmenata, u
cilju identifikacije struktura koje se mogu koristiti u procesu dizajniranja i optimizacije vodeceg
(eng. lead) jedinjenja.

CADD tehnike imaju Siroku primenu u razli¢itim fazama istrazivanja i razvoja novih lekova.
KoriS¢enje in silico kompjuterskih metoda u racionalnom dizajnu novih lekova je znacajno uticalo
na ubrzavanje procesa identifikacije 1 optimizacije vodeceg (eng. lead) jedinjenja, kao i na
minimizaciju moguc¢ih neuspeha u zavrSnim fazama istrazivanja. Sa razvojem novih tehnologija
namecu se sve veéi izazovi u razvoju algoritama koji ¢e obezbediti $to tacnije 1 preciznije rezultate.
Uzimajuéi u obzir sloZenost bioloskih sistema u okviru kojih se vr$i proucavanje ligand-receptor
kompleksa, integracija komplementarnih LBDD i SBDD pristupa pruza moguénost razvoja
robustnih metodologija koje se mogu koristiti u dizajniranju novih efikasnijih i bezbednijih lekova.
Simulacije MD omogucavaju jedinstven uvid u dinamicku prirodu ligand-receptor kompleksa,
pruzajuci vazne informacije koje eksperimentalnim tehnikama nisu dostupne. S obzirom na to da
receptor podleze konformacionim promenama nakon vezivanja strukturno razliCitih liganada,
primena simulacija MD moze biti od kljunog znacaja za definisanje odgovarajueg mesta
vezivanja za studiju molekulskog dokinga. Molekulski doking je kompjuterska metoda koja se
koristi za proucavanje interakcija izmedu liganda 1 ciljnog mesta delovanja, kao i za rangiranje
liganada na osnovu njihovog afiniteta vezivanja za receptor. S druge strane, LBDD metode imaju
znacajnu prednost kada struktura ciljnog mesta dejstva nije poznata. 3D-QSAR analiza omogucava
formiranje modela koji se mogu koristiti za definisanje korelacije izmedu bioloske aktivnosti i
strukturnih osobina jedinjenja, kao i za predvidanje aktivnosti novih jedinjenja. Primena SBDD
metoda u kombinaciji sa 3D-QSAR analizom omogucava prevazilazenje problema optimizacije
bioaktivnih konformacija koje se koriste za formiranje prediktivnih modela. Rezultati dobijeni
kombinovanjem navedenih pristupa imaju vaznu ulogu u optimizaciji procesa VS, pruzaju¢i osnovu
za dalja eksperimentalna ispitivanja.
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1.4 Ispitivanje permeabilnosti jedinjenja kroz KMB

Uprkos napretku u razumevanju strukture i funkcije CNS-a, razvoj novih lekova za leCenje
ovih oboljenja predstavlja veliki izazov. Da bi lek bio odobren za upotrebu i dospeo na trziste
neophodno je da zadovolji osnovne kriterijume potentnosti, selektivnosti, terapijske efikasnosti,
oralne bioloske raspolozivosti (ukoliko se primenjuje oralno), zajedno sa prihvatljivim profilom
nezeljenih efekata (291). Pored toga, stopa uspeha odobrenja (eng. Approval success rate) zavisi i
od ciljnog terapijskog podrucja, gde je pokazano da lekovi koji deluju na nivou CNS-a imaju veoma
nisku Sansu za uspeh u poredenju sa ostalim (292). Ovo se moze pripisati razli¢itim faktorima kao
Sto su slozenost patofizioloSkih mehanizama CNS oboljenja, neprihvatljiv farmakokineticki profil
leka, kao 1 potreba da lekovi produ kroz KMB u cilju dostizanja i aktivacije/blokiranja ciljnog
mesta dejstva od terapijskog znacaja (291,293). Uprkos posedovanju visokog afiniteta za vezivanje
za odredeno ciljno mesto delovanja, brojna jedinjenja su dozivela neuspeh u istrazivanju usled
nemogucnosti da produ kroz KMB. Moguénost da lek ispolji svoje delovanje na nivou CNS-a u
velikoj meri zavisi od njegovih fizicko-hemijskih osobina, kao i farmakokinetickog profila. 1z tog
razloga, predvidanje ADMET (apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija i toksicnost)
osobina i razvoj metoda koje ¢e omoguciti procenu permeabilnosti jedinjenja kroz KMB ima veliki
znacaj u ranim fazama istraZivanja novih lekova za CNS oboljenja (294,295).

KMB predstavlja visoko selektivnu barijeru izmedu krvi 1 moZdanog tkiva. Ova barijera ima
vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze mozga zahvaljujuéi svojoj specificnoj strukturi. Sacinjena je
od specijalizovanih endotelnih ¢elija, medusobno spojenih ¢vrstim vezama bez transcelularnih pora,
astrocita, pericita i neurona. Osim zastitne uloge za CNS, KMB regulise transportne procese izmedu
mozga i krvotoka pasivnom difuzijom i aktivnim transportom (Slika 1.17) (296).
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Slika 1.17. Mehanizmi prolaska molekula kroz KMB (297).

1.4.1 Fizicko-hemijske i farmakokineticke osobine jedinjenja koja deluju na CNS

Glavne modifikacije endotelnih celija krvnih sudova mozga koje ogranicavaju prolazak
jedinjenja u CNS 1 stvaranje ultrafiltrata plazme su: ¢vrsti spojevi izmedu endotelnih ¢elija, manji
broj endocitnih vezikula i nedostatak transcelularnih pora. Iz tog razloga, prolazak lekova kroz
KMB u velikoj meri zavisi od njihovih karakteristika permeabilnosti da produ lipidnu celijsku
membranu.

Fizi¢ko-hemijske osobine

Vecina lekova prolazi KMB procesom transmembranske difuzije, na osnovu gradijenta
koncentracije. Lipofilnost je jedan od znacajnih faktora koji uti¢e na distribuciju leka u CNS-u.
Generalno, povecanje lipofilnosti je povezano sa povecanom permeabilnosti kroz KMB. Medutim,
previSe lipofilna jedinjenja imaju tendenciju zadrzavanja u membrani kapilara. Pored toga,
povecana lipidna rastvorljivost favorizuje apsorpciju od strane perifernih tkiva, Sto utie na
smanjenje koncentracije leka u krvi (298). Lipofilnost jedinjenja se najceS¢e izrazava parametrima
logP (koeficijent raspodele oktanol/voda) i logD (koeficijent raspodele oktanol/voda pri pH 7,4). Za
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razliku od logP parametra koji uzima u obzir samo nejonizovani oblik liganda, logD parametar
zavisi od prisustva jonizovanih i nejonizovanih oblika u rastvoru. Studije su pokazale da lipofilnost
izrazena kao logP u opsegu 2—4 i logD u opsegu 0-3 pozitivno koreliSe sa pasivnim prolaskom
jedinjenja u CNS (299). Lipofilnost moze biti procenjena razli¢itim eksperimentalnim metodama
koje su zasnovane na primeni visokoefikasne te¢ne hromatografije (eng. High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC), kao i kompjuterskim in silico predvidanjima (300).

Prolazak jedinjenja kroz lipidnu membranu takode zavisi od njegove molekulske zapremine,
koja je proporcionalna molekulskoj masi (eng. Molecular Weight, MW) jedinjenja 1 povrSini.
Optimalna molekulska masa CNS aktivnih jedinjenja treba biti manja od 400 Da. Pri povecanju
molekulske mase iznad ove vrednosti, permeabilnost kroz KMB nije proporcionalna lipidnoj
rastvorljivosti. Smatra se da mala lipofilna jedinjenja prolaze kroz KMB usled formiranja pora
unutar fosfolipidnog dvosloja. S obzirom na to da su pore odredene veliine, ograni¢eno je kretanje
jedinjenja sa ve¢om zapreminom (301). Studije su pokazale da povecanje povrsine jedinjenja sa 52
Az, koji ima molekulsku masu od 200 Da, na 105 Az, sa molekulskom masom od 450 Da, znacajno
smanjuje njegovu permeabilnost kroz KMB (302).

Pored toga, polarna povrsina (eng. Polar Surface Area, PSA) jedinjenja ve¢a od 90 A i
prisustvo vise od osam vodoni¢nih veza predstavlja ograniavajuci faktor za ulazak jedinjenja u
CNS. Smatra se da povecanje broja vodoni¢nih veza poseduje negativan uticaj na permeabilnost
usled povecanja slobodne energije koja je neophodna za pomeranje jedinjenja iz vodene sredine u
lipidnu membranu. Prema tome, jedinjenja sa optimalnim osobinama za prolazak kroz KMB treba
da imaju manje od sedam akceptora vodonicne veze i manje od 3 donora vodoni¢ne veze (301,303).

Farmakokineti¢ke osobine

Iako lek ispunjava sve gore navedene uslove za prolazak kroz KMB, od sustinskog znacaja
je 1 sagledavanje njegovih farmakokinetickih osobina koje su u velikoj meri povezane sa fizi¢ko-
hemijskim karakteristikama. Razli¢iti farmakokineticki procesi u organizmu uti¢u na osobine CNS
aktivnih jedinjenja, ukljucujuéi apsorpciju, metabolicku stabilnost, vezivanje za proteine, kao i
toksi¢nost.

Oralna bioloska raspolozivost leka u sistemskoj cirkulaciji zavisi od njegove permeabilnosti.
Transcelularni i1 paracelularni transport omogucava prolazak leka kroz epitelnu ¢elijsku membranu
gastrointestinalnog trakta. Apsorpcija leka je takode zavisna od prethodno navedenih fizicko-
hemijskih osobina. Povecanje lipofilnosti moze doprineti vecoj permeabilnosti, ali i potencijalno
ve¢oj mogucnosti da lek bude supstrat za metabolicke enzime, $to posledi¢no uti¢e na smanjenje
bioloSke raspolozivosti. Apsorpciju leka je moguce predstaviti kao odnos koncentracije leka u krvi
nakon intravenske 1 ekstravaskularne primene (npr. oralne) (291).

Presistemski metabolizam u velikoj meri moZe uticati na sistemsku bioloSku raspoloZivost i
toksicnost leka. Brzi oksidativni metabolizam posredstvom citohrom P450 (eng. Cytochrome P450,
CYP) enzima u jetri 1 crevima je odgovoran za smanjenje koncentracije leka u krvotoku kao 1
povecanje eliminacije. CYP izoenzimi predstavljaju najvazniju porodicu biotransformacionih
enzima koji su ukljueni u metabolizam velikog broja lekova (304). CYP izoforme 3A4 1 2D6
imaju znacajan doprinos u metabolizmu lekova koji deluju na nivou CNS-a. U cilju povecanja
sistemske bioloske raspolozivosti, znacajno je da lekovi §to manje podlezu metabolizmu
posredstvom CYP2D6, kao i da u Sto manjoj meri indukuju CYP3A4. Poseban oprez se zahteva
kod lekova koji deluju kao inhibitori ovih enzima, usled moguceg uticaja na inhibiciju metabolizma
drugih lekova kada se istovremeno primenjuju (303).

Vezivanje za proteine plazme predstavlja kljucni faktor koji uti¢e na prolazak jedinjenja
kroz KMB. Intenzitet i trajanje delovanja leka su zavisni od koncentracije nevezanog leka u plazmi.
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Lipofilnost i kiselo-bazna svojstva utiCu na vezivanje lekova za proteine plazme. Hidrofobna i
kisela jedinjenja se u ve¢oj meri vezuju za humani serumski albumin (eng. Human Serum Albumin,
HSA), dok baze imaju veci afinitet ka a,;-kiselom glikoproteinu (eng. a;-Acid Glycoprotein, AGP).
Pored toga, vezivanje za proteine plazme moze uticati na povecanje rastvorljivosti hidrofobnih
jedinjenja u plazmi (305). S obzirom na to da je poznato da samo slobodna frakcija leka moze proc¢i
kroz KMB, vezivanje za proteine plazme CNS aktivnih jedinjenja u znac¢ajnoj meri moze uticati na
njihovu efikasnost. Prolazak jedinjenja kroz KMB pasivnom difuzijom je ogranicen i prisustvom
ABC (eng. ATP-Binding Cassette) efluksnih transportera. P-glikoprotein (eng. P-gp-Multidrug
Resistance Protein 1, MDR1) je najznacajniji iz ove familije ABC proteina. Nalazi se na luminalnoj
membrani KMB 1 uz hidrolizu adenozin trifosfata (ATP) vrsi transport jedinjenja iz endotela u krv
(Slika 1.17) (301). Iz tog razloga, P-gp predstavlja jednu od glavnih prepreka u razvoju lekova, kao
potencijalnih P-gp liganada, koji deluju na nivou CNS-a. Suprotno tome, pojedini molekuli poput
glukoze i aminokiselina predstavljaju supstrate za influksne transportere koji omogucavaju njihov
aktivni transport kroz KMB do CNS-a (306).

Jedan od glavnih uzroka neuspeha CNS lekova u klinickim ispitivanjima se odnosi na
toksicnost. Fizicko-hemijske osobine leka poput lipofilnosti (ClogP > 3) i niske polarnosti (PSA <
75 A%) su povezane sa veéim rizikom za razvoj neZeljenih efekata (307). Takode, ispitivanje
inhibicije kalijumovih hERG kanala ima veoma vaznu ulogu u ranim fazama istrazivanja. Pokazano
je da vecina jedinjenja koja uti¢e na produzavanje QT intervala poseduje kardiotoksi¢no delovanje
usled inhibicije hERG kanala (303).

Predvidanje fizicko-hemijskih 1 farmakokinetickih osobina jedinjenja predstavlja vazan
korak u ranim fazama istrazivanja i razvoja lekova. Veliki znacaj ima u procesu dizajna novih
jedinjenja, analize i1 optimizacije, kao i u odabiru najboljih kandidata za bioloska ispitivanja. Postoje
razliCite in vivo, in vitro 1 in silico metode za procenu ADMET osobina jedinjenja. Ispitivanja na
razli¢itim Zivotinjskim vrstama su sve viSe potisnuta u ranim fazama istraZivanja lekova, usled
razvoja preciznih in vitro 1 in silico metoda koje mogu da simuliraju slozene bioloske uslove. In
vitro ispitivanja farmakokinetickih osobina se uglavnom zasnivaju na rekombinantnim,
subcelijskim, Celijskim 1 organskim sistemima. Njihov glavni nedostatak je ekstrapolacija na ceo
zivotinjski 1 ljudski organizam, ali i resursi koje je potrebno izdvojiti za izvodenje studija (308).
Najveca prednost u ranim fazama istrazivanja i optimizacije vodeceg (eng. lead) jedinjenja se daje
in silico metodama. Danas postoji veliki broj komercijalnih i nekomercijalnih kompjuterskih
programa, kao $to su ACD/i-Lab, ADMET Predictor i SwissADME, koji omoguc¢avaju predvidanje
fizicko-hemijskih i1 farmakokineti¢kih osobina jedinjenja u kratkom vremenskom periodu, §to je
znacajno u inicijalnim fazama odabira dizajniranih jedinjenja za sintezu.

1.4.2 Metode za ispitivanje permeabilnosti kroz KMB

Razli¢ite in vivo, in vitro 1 in silico metode se mogu koristiti za procenu permeabilnosti
jedinjenja kroz KMB. S obzirom na to da ispitivanje permeabilnosti primenom in vivo metoda
predstavlja veoma kompleksan, skup i1 dugotrajan proces, danas je razvijeno nekoliko in vitro 1 in
silico tehnika koje imaju Siroku primenu u ranim fazama istrazivanja lekova u cilju predvidanja
permeabilnosti novih jedinjenja kroz KMB (295,309,310).

Najcesc¢e in vitro metode koje se primenjuju za procenu permeabilnosti jedinjenja kroz
KMB su:
— paralelni test permeabilnosti na veStackim membranama (eng. Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay, PAMPA),
— tehnika imobilizovane veStacke membrane (eng. Immobilized Artificial Membrane, IAM),
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— Celijske kulture: endotelne celije mikrosudova govedeg mozga (eng. Bovine Brain
Microvessel Endothelial Cells, BBMEC), Madin-Darby Celije pseCeg bubrega (eng. Madin-
Darby canine kidney, MDCK) 1 ¢elije humanog epitela kolorektalnog adenokarcinoma —
Caco-2 ¢elije (311-313).

Kvantifikaciju prolaska jedinjenja kroz KMB je moguce izraziti razli¢itim parametrima.
NajceS¢e koriS€eni parametar permeabilnosti je logBB, definisan kao logaritam odnosa
koncentracije jedinjenja u mozgu 1 krvi, u stanju ravnoteze. Nazalost, tehnike koje se koriste za
merenje logBB vrednosti, ukljucujuéi in vitro metode 1 in vivo ispitivanja na pacovima, su veoma
dugotrajne 1 zahtevne Sto znacajno ogranicava dostupnost eksperimentalnih podataka (314). Pored
toga, permeabilnost jedinjenja kroz KMB je mogucée predstaviti i logPS (eng. Permeability Surface-
area product) parametrom. Vrednosti ovog parametra se izraCunavaju primenom in vivo metoda,
kao $to je in-situ perfuzija. Za razliku od logBB parametra koji se zasniva na merenju koncentracije
jedinjenja u stanju ravnoteze, logPS vrednostima je moguce definisati stepen penetracije jedinjenja
kroz KMB (315). S obzirom na to da procena permeabilnosti kroz KMB primenom in vivo metoda
nije pogodna za brzi skrining jedinjenja, razvijene su razliite in vitro 1 in silico tehnike. In vitro
PAMPA test, koji se zasniva na primeni vesStackih membrana, omogucéava kvantifikaciju pasivne
permeabilnosti koja se izrazava logP, parametrom (logaritam efektivne permeabilnosti).

1.4.2.1 Paralelni test permeabilnosti na vestaCckim membranama

Paralelni test permeabilnosti na veStackim membranama (PAMPA) predstavlja in vitro
skrining metodu pogodnu za predvidanje pasivne difuzije jedinjenja kroz razlicite bioloSke
membranske sisteme (311). Primena ove metode u proucavanju prolaska malih jedinjenja kroz
KMB ima veliki znac¢aj u ranim fazama istrazivanja, pruzajuéi relativno brze i pouzdane rezultate
kako o permeabilnosti, tako i o retenciji jedinjenja u membrani.

PAMPA metod za proucavanje CNS aktivnih jedinjenja se zasniva na odredivanju pasivnog
transporta jedinjenja kroz vestacku membranu, napravljenu od polarnih mozdanih lipida rastvorenih
u dodekanu, koji oponaSaju fizicko-hemijske osobine KMB (316). Specijalno dizajnirane 1
komercijalno dostupne mikrotitarske ploce sa 96 polja, koje se sastoje od akceptorske 1 donorske
¢elije medusobno odvojene mikroporoznim filterom, se koriste za sprovodenje PAMPA testa (Slika
1.18). Ispitivano jedinjenje razblazeno u puferu se nalazi u donorskoj ¢eliji. Nakon Sto se filter
membrana natopi lipidima, u akceptorski deo se doda samo pufer. Procesom pasivne difuzije
jedinjenja prelaze iz donorskog u akceptorski deo kroz selektivnu vestacku membranu. Nakon
odredenog perioda inkubacije uzorci se analiziraju primenom HPLC metode i raunanjem efektivne
permeabilnosti (317).

Najveci nedostatak ove metode predstavlja nemogucénost predvidanja aktivnog transporta,
kao ni efluksa P-gp (318,319). Prednost u ovom slucaju se daje prethodno navedenim in silico
metodama koje omogucavaju predvidanje najvaznijih ADMET osobina za prolazak jedinjenja kroz
KMB, kao i identifikaciju potencijalnih supstrata za P-glikoprotein. Ukoliko jedinjenja nisu
identifikovana kao supstrati za P-gp, PAMPA test se moze koristiti za pouzdano predvidanje
njihove permeabilnosti kroz KMB. Ipak, u odredenim sluc¢ajevima je pokazano da ¢ak i visoko
potentni supstrati za P-gp postizu svoju efikasnost na nivou CNS. Tada je potrebno uzeti u obzir da
koncentracije slobodnog leka u plazmi trebaju biti vece od onih koje su predvidene na osnovu
podataka o afinitetu za receptor (291).
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Slika 1.18. PAMPA sistem kori$¢en u ispitivanju permeabilnosti kroz KMB.

1.4.2.2 In silico metode u proucavanju permeabilnosti jedinjenja kroz KMB

Vaznu ulogu u ispitivanju permeabilnosti jedinjenja kroz KMB u ranim fazama istraZivanja
lekova imaju i in silico metode. Nasuprot in vivo i in vitro metodama, in silico pristupi se mogu
koristiti za efikasnu i pouzdanu skrining analizu velikog broja jedinjenja. Primena QSAR/QSPR
modelovanja omogucava definisanje zavisnosti izmedu eksperimentalno odredenih parametara
permeabilnosti (npr. logBB, logPS, logP,) i1 izracunatih molekulskih deskriptora ispitivanih
jedinjenja. Razli¢ite metode linearne i nelinearne regresije, ukljucuju¢i PLS, MLR, SVM i ANN, se
mogu koristiti za formiranje matematickih modela i predvidanje prolaska jedinjenja kroz KMB.
Diverzitet u hemijskim strukturama ispitivanog seta podataka definiSe hemijski prostor svakog
QSAR/QSPR modela u okviru kog je moguce izvrsiti pouzdano predvidanje permeabilnosti za nova
dizajnirana jedinjenja. Zhang 1 saradnici su primenom QSAR pristupa ukazali na vaznost pojedinih
fizicko-hemijskih parametara, poput lipofilnosti, broja vodoni¢nih veza, polarne povrsine, kao 1 Van
der Waals povrsine (eng. Van der Waals surface areas, VSA) (320). Takode, drugim in silico
studijama je pokazana vaznost elektrotopoloskih 1 geometrijskih GETAWAY deskriptora, kao i
uticaj polarizabilnosti 1 elektronegativnosti na prolazak jedinjenja kroz KMB (321-324).
Tehnoloski napredak u racunarskim naukama je uslovio razvoj metoda baziranih na simulacijama
molekulske dinamike koje na atomskom nivou omogucavaju sagledavanje procesa permeabilnosti.
Pojedine studije su pokazale veoma dobru korelaciju izmedu rezultata dobijenih MD simulacijama 1
eksperimentalno odredenih logBB i logPS vrednosti, kao i razumevanje osnovnih interakcija i sila
koje uticu na translokaciju jedinjenja kroz KMB (325,326).
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

48



Ciljevi ove doktorske disertacije su:

e Razvoj in silico protokola za racionalni dizajn jedinjenja sa viSestrukim dejstvom (eng.
multi-target) koja deluju kao dualni antagonisti 5-HT,4 1 D, receptora, sa smanjenim
afinitetom za H; receptor, integrisanjem inovativnih pristupa zasnovanih na strukturi liganda
i ciljnog mesta dejstva.

— Primena metoda zasnovanih na strukturi ciljnog mesta dejstva, simulacija MD i
molekulskog dokinga, u cilju proucavanja konformacionih stanja 5-HT,s, D, 1 H;
receptora nakon vezivanja strukturno razliitih antagonista, kao i generisanje
bioaktivnih konformacija ispitivanih jedinjenja.

— Formiranje 3D-QSAR modela, koriS¢enjem generisanih bioaktivnih konformacija
jedinjenja 1 validacija izraCunavanjem razliCitih internih 1 eksternih statisti¢kih
parametara.

e Definisanje slozene 3D-strukture farmakofore liganada sa dualnim antagonistiCkim
delovanjem na 5-HT;4 1 D, receptorima, i povecanim selektivnim delovanjem u odnosu na
H; receptor, sagledavanjem strukturnih osobina klju¢nih za ispoljavanje aktivnosti i
formiranje osnovnih intermolekulskih interakcija sa aminokiselinama na ciljnim mestima
delovanja.

e Racionalni dizajn i in silico optimizacija novih dualnih antagonista 5-HT,4/D; receptora, sa
smanjenim afinitetom za H; receptor.

— Primena savremenih VS metoda zasnovanih na pretraZivanju velikih baza fragmenta
u cilju dizajna novih dualnih antagonista, pogodnih za in vitro ispitivanja i dalje
strukturne modifikacije.

— In silico predvidanje aktivnosti novih dizajniranih jedinjenja primenom formiranih
3D-QSAR modela i definisanje klju¢nih interakcija u vezuju¢im mestima ispitivanih
5-HT;4, Dy 1 Hj receptora.

— Predvidanje ADMET osobina 1 izbor najboljih kandidata za buducu sintezu i
bioloska ispitivanja.

e Proucavanje strukture farmakofore i predlaganje strukturnih modifikacija za dizajn novih
selektivnih liganada imidazolinskih I, receptora kori§¢enjem metoda zasnovanih na strukturi
liganda.

— Razvoj prediktivnih 3D-QSAR modela i1 definisanje strukturnih osobina vaznih za
selektivno delovanje liganada na imidazolinskim I, receptorima u odnosu na
adrenergicke o, receptore.

— Predvidanje fizicko-hemijskih 1 farmakokinetickih osobina novih selektivnih
liganada imidazolinskih I, receptora 1 predlaganje strukturnih modifikacija u cilju
dalje optimizacije 1 unapredenja njihove aktivnosti i selektivnosti.

Primena in vitro 1 in silico metoda u ispitivanju permeabilnosti kroz KMB jedinjenja koja
uticu na modulaciju aktivnosti serotoninske i dopaminske neurotransmisije u CNS-u.
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Proucavanje permeabilnosti kroz KMB jedinjenja koja uti¢u na nivoe serotonina i
dopamina u CNS-u primenom in vitro paralelnog testa permeabilnosti na veStackim
membranama (PAMPA).

Generisanje 1 validacija prediktivnih QSPR modela u cilju izdvajanja klju¢nih
molekulskih deskriptora koji najviSe utiCu na permeabilnost ispitivanih jedinjenja
kroz KMB.

Primena simulacija molekulske dinamike u cilju sagledavanja procesa pasivne
difuzije proucavanih jedinjenja kroz lipidnu membranu na atomskom nivou.

Primena formiranih hemometrijskih modela za procenu permeabilnosti kroz KMB

dizajniranih dualnih antagonista 5-HT,2/D;-R i bicikli¢nih a-iminofosfonata kao
selektivnih liganada I,-IR.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1 Opsti podaci
3.1.1 Standardi i rastvaraci

Standardi ispitivanih jedinjenja kori$¢eni u ovoj disertaciji:

citalopram hidrobromid, pramipeksol dihidrohlorid, olanzapin, ropinirol hidrohlorid, kvetiapin
fumarat, mirtazapin, risperidon, ziprazidon hidrohlorid, necisto¢a Z1 (3-(1-piperazinil)-1,2-
benzizotiazol), necistoc¢a Z2 (6-hlor-5-(2-hloretil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-on), necisto¢a Al (7,7'-
(butilendioksi)di-3,4-dihidrohinolin-2(1H)-on) i haloperidol su nabavljeni od Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Supstrati hDAT proteina (AP263/40017925, AO854/40003386,
AM879/11741391, AG205/05879010, AO854/12910145, AP124/41027793) su nabavljeni od Specs
(Zoetermeer, Netherlands).

— Acetonitril HPLC cistoce (J.T. Baker, Deventer, Netherlands)

— Metanol HPLC c¢isto¢e (Merck, Darmstadt, Germany)

— Sircetna kiselina > 99,8% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

— Orto-fosforna kiselina 85% (Merck, Darmstadt, Germany)

— Amonijum hidroksid 25% (Carlo Erba, Milano, Italy)

— Polarni lipidi mozga svinje (kataloski broj 141101C) (Avanti Polar Lipids, Inc. Alabaster,
AL).

— Dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

— Dodekan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

— Natrijum hlorid (J.T. Baker, Deventer, Netherlands)

— Natrijum hidrogen fosfat (Merck, Darmstadt, Germany)

— Kalijum dihidrogen fosfat (Merck, Darmstadt, Germany)

3.1.2 Oprema

— Tecni hromatograf spregnut sa UV detektorom, Agilent Technologies 1200 HPLC sistem
(Santa Clara, CA, USA)

— Zobrax Eclipse Plus C18 kolona, 250 x 4,6 mm, 5 pum dijametar Cestica (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany)

— Sistem za preciS¢avanje vode (Neiderelbert, Germany)

— Analiticka vaga Adventurer-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, SAD)

— Analiticka vaga Mettler Toledo (Zurich, Switzerland)

— pH metar, PHM240 pH/ION-meter (Radiometer, Kopenhagen, Danska)

— Ultrazvuc¢no kupatilo USK (EI Ni§, Ni§, Srbija)

— Filtracione plo¢e za PAMPA test od 96 <celija (MultiScreen-HV, kataloski broj
MAHVN4510) (Millipore, Inc. Bedford, MA, SAD)

3.1.3 Kompjuterski programi

— Marvin Sketch 16.10.24 (ChemAxon, 2016, http://www.chemaxon.com)

— ChemDraw Ultra 7.0 (CambridgeSoft Corporation, http://www.cambridgesoft.com)

— Chem3D Ultra 7.0 (CambridgeSoft Corporation, http://www.cambridgesoft.com)

— CHARMM General Force Field (CGENFF) 1.0.0 (ParamChem, 2015,
https://cgenff.paramchem.org/initguess/)

— PlayMolecule (Acellera, 2017, https://www.playmolecule.com/)

— Visual Molecular Dynamics (VMD) 1.9.3 (University of Illinois, 2016,
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/)
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— Nano Scale Molecular Dynamics (NAMD) 2.8 (University of Illinois, 2011,
http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/)

— AutoDock Vina 1.1.2 (The Scripps Research Institute, 2011, http://autodock.scripps.edu/)

— Discovery Studio Visualizer 17.2.0.16349 (Dassault Systemes BIOVIA, 2017)

— Pentacle 1.07 (Molecular Discovery Ltd, 2009,
http://www.moldiscovery.com/software/pentacle/)

— SPSS 18.0 (PASW Statistics, Chicago, 2009)

— Fingerprints for Ligands and Proteins (FLAP) 2.2 (Molecular Discovery Ltd, 2016,
https://www.moldiscovery.com/software/flap/)

— ADMET Predictor 9.5 (Simulation Plus Inc., 2019, http://www.simulations-plus.com)

— SwissADME (Swiss Institute of Bioinformatics, 2017, http://www.swissadme.ch/)

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

— Soft independent Modelling of Class Analogy (SIMCA) P+ 12.0 (Umetrics AB, 2008,
http://www.umetrics.com)

— STATISTICA 13.6 (StatSoft Inc., 2019, http://www.statsoft.com)

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

3.2 In silico protokol za racionalni dizajn novih dualnih antagonista 5-HT;4 i D,
receptora, sa smanjenim afinitetom za H; receptor

3.2.1 Formiranje seta jedinjenja za ispitivanje

U ovom istrazivanju, strukturno razli¢iti antagonisti 5-HT,4 1 D, receptora, preuzeti iz
ChEMBL baze podataka (www.ebi.ac.uk/chembl/), su koris¢eni za formiranje 3D-QSAR modela i
analizu farmakofore (327). Antagonisticke aktivnosti ispitivanih jedinjenja su izrazene kao pKi
vrednosti (pKi = -logKi) (Tabele A7.1-A7.3). Opseg eksperimentalno dobijenih pKi vrednosti za 5-
HT,4-R je bio 5,92-11,00, dok su nesto nize vrednosti za D,-R, 5,52-9,05, kao i H;-R, 5,06-9,86.
Veliki raspon pKi vrednosti 1 strukturna razliitost ispitivanih jedinjenja pozitivno utiCu na
formiranje regresionih modela sa dobrim predikcionim sposobnostima i Sirokom primenljivosti.
Dominantni oblici jedinjenja pri fizioloSkom pH 7,4 su generisani primenom Marvin Sketch
16.10.24 programa (328). Selektovani oblici su optimizovani i energetski minimizovani primenom
semi-empirijske PM3 (eng. Parameterized Model revision 3) metode 1 Hartree-Fock/3-21G metode
u Chem3D Ultra 7.0 programu (329-332). Finalne konformacije liganda su odabrane nakon
simulacija MD 1 studije molekulskog dokinga.

PCA analiza iz programa Pentacle je koriS¢ena za formiranje klastera ispitivanih jedinjenja
na osnovu izraCunatih GRIND deskriptora. Prema tome, set jedinjenja koriS¢en za ispitivanje je
podeljen u tri razlicita klastera:

- klaster 1 - tricikli¢ni derivati dibenzocikloheptena, koji su strukturni analozi klozapina;
- klaster 2 - derivati 1,2-benzoizotiazola tj. jedinjenja sli¢na ziprazidonu;
- klaster 3 - tetracikli¢ni derivati hinoksalina, analozi lumateperona (Slika 3.1).

Klozapin, ziprazidon i lumateperon su potentni antagonisti 5-HT,a/D,-R koji pripadaju
grupi atipi¢nih antipsihotika. Izabrani su kao strukturni predstavnici definisanih klastera zbog svoje
Siroko poznate efikasnosti u lecenju psihoticnih simptoma razli¢itih neuroloSkih 1 mentalnih
oboljenja. Iz tog razloga, ova jedinjenja predstavljaju dobru osnovu za dalja istrazivanja i
definisanje strukturnih osobina klju¢nih za antagonizam na ispitivanim receptorima.

Set za proucavanje farmakofore 5-HT»4 1 D, receptora je generisan od jedinjenja iz klastera
1 (Slike 3.2 1 3.3), klastera 2 (Slika 3.4) 1 klastera 3 (Slika 3.5), dok je 3D-QSAR model za H;-R bio
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baziran na ligandima iz klastera 1 1 2 (34,333-337). Derivati lumateperona, zbog nedostatka
eksperimentalnih podataka o aktivnosti na H;-R, nisu bili uklju€eni u formiranje ovog modela.

Principal Component 2

Principal Component 1

Slika 3.1. PCA grafik ispitivanih antagonista 5-HT,4/D;-R. Klaster 1- tricikli¢ni derivati
dibenzocikloheptena (jedinjenja sli¢na klozapinu) su prikazani tamno plavom bojom; klaster 2-
derivati 1,2-benzoizotiazola (jedinjenja sli¢na ziprazidonu) su prikazani zelenom bojom, klaster 3-
tetracikli¢ni derivati hinoksalina (jedinjenja sli¢na lumateperonu) su prikazani svetlo plavom
bojom.
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Slika 3.2. Dominantne hemijske strukture jedinjenja iz klastera 1 koriS¢ene za 3D-QSAR
modelovanje.
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H, R,=CH,, R,=Cl, R;=H, ChEMBL42
R= c113,112 =H, R,= —C1, ChEMBLS31
,Rl =H, R,=H, R,=CI, ChNEMBL1113
R,=CH,, R,=H, R,=H, ChEMBL89970
R,=CH,, R,=H, R,=Cl, ChEMBL90882

\=CH,, R,=H, R,=(CH,),CH, ChEMBL94067
,=CH,, R,=Cl, R,=(CH,),CH, ChEMBL163239
\=CH,, R,=H, ChEMBL163863

\=CH,CH,, R,=H, R,=H, ChEMBL542029

\=CH,, R,=H, R;=CH,, ChEMBL544184

\=CH,CHCH,, R,=H, CAEMBL544418

,=CH,CHCH,, R,=H, ChEMBL555362

\=CH,CH,, R,=H, ChEMBL556969

,=CH,, R,=H, R;=H, ChEMBL554670

=Br, ChEMBL193435 (2S,4R,6S)
=F, ChEMBL193639 (2S,4R,6S)
=F, ChEMBL194659 (2S,4R,6S)
=F, ChEMBL195706 (2S,4S,6R)
=Br, ChEMBL195856 (2S,4S,6S)
=H, ChEMBL329566 (2S,4R,6R)
=F, ChEMBL363581 (25,4S,6S)
=Cl, ChEMBL364270 (2S,4S,6S)
s, R,=F, CHEMBL366164 (25,4R,6R)
0, R,=Cl, ChEMBL435301 (25,4R,6S)

R,=H, R,=H, R;=H, R,=H, R,=H, ChEMBL1222552

\ Re R,=karboksietil, R,=H, Ry;=H, R,=H, Rs=H, ChREMBL1222553
R,= karboksi-2,2-dimetiletil, R,=H, R;=H, R,=H, R,=H, ChEMBL1222554
R,=4-karboksicikloheksil, R,=H, R;=H, R,=H, R;=H, ChEMBL1222692
R,= karboksietil, R,=H, R;=H, R,=CH3, R;=CH3, ChEMBL1222624

R,= metilprop-2-enoik kiselina R,=H, Ry;=H, R,=CH3, R;=CH3, ChEMBL1222625

N R,= karboksi-2,2-dimetiletil, R,=CH3, R;=CH3, R,=H, R;=H, ChEMBL 1222693
o R,= karboksi-2,2-dimetiletil, R,=CH3, R,=H, R,=H, R,=H, ChEMBL1222694
TN R,= karboksi-2,2-dimetiletil, R,=Cl, R,=H, R,=H, R;=H, ChEMBL1222695

R,= karboksi-2,2-dimetiletil, R,=F, R,=H, R,=H, R.=H, ChEMBL1222763
R,= karboksi-2,2-dimetiletil, R,=H, R,=CH30, R,=H, R,=H, ChEMBL1222764
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Slika 3.3. Dominantne hemijske strukture jedinjenja iz klastera 1 koriS¢ene za 3D-QSAR
modelovanje.
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' R,= 1,2-oksazol-5-amido, R,=H, ChEMBL251834; R ,=H, R,= acetamido, ChEMBL252030
¥, R,=H, R,= acetamido, ChREMBL252030; R,=H, R,= propanamido, ChEMBL252031;
R,= fenilpropanamido, R,=H, ChEMBL252201; R,=H, R,= butanamido, ChEMBL252228
R,=H, R,=ciklopropankarboksamid, ChREMBL252230;
R,=H, R,= 4-fluorobenzamido, ChEMBL252429; R =H, R,= piridin-3-amido, ChEMBL252430
R = trifluoroacetamido, R,=H, ChEMBL252816; R = acetamido, R,=H, ChEMBL252818
N R,= propanamido, R,=H, ChEMBL253022; R,= ciklopropanamido, R,=H, ChEMBL253024
[ J R,= benzamido, R,=H, ChEMBL253233; R,= hlorobenzamido, R,=H, ChEMBL253439
X R,= fenilacetamido, R,=H, ChEMBL253878; R,= metilbenzamido, R,=H, ChEMBL253618
/L\ R,= piridin-3-amido, R,=H, ChEMBL398619; R,=H, R,= trifluoroacetamido, ChEMBL398711
/ R,= furan-2-amido, R,=H, ChEMBL398744; R = H, R,= 2-metilpropanamido, ChEMBL398525;
° R,= 3-butanamido, R,=H, ChEMBL400235; R,= 2-metilpropanamido, R,=H, ChEMBL400236
R,=NH,, R,=H, ChEMBL404000; R ,=4-fluorobenzamido, R,=H, ChEMBL442290
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Slika 3.4. Dominantne hemijske strukture jedinjenja iz klastera 2 koriS¢ene za 3D-QSAR
modelovanje.
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= (4-fluorofenil)-4-oxobutil, R,=CH;, R;=H, ChREMBL3233142(10R, 15S)
1= (4-fluorofenil)-4-oxobutil, R,=H, R,=H, ChEMBL3233143

= (4-fluorofenil)-4-oxobutil, R,=CH;CH,, R;=H, ChEMBL3233144

1= (4-fluorofenil)-4-oxobutil, R,=PhCH,, R;=H, ChEMBL3233147

\= (4-fluorofenil)-4-oxobutil, R,=CH;, R,=CH30, ChEMBL3233149

= fenil-4-oxobutil, R,=CH,, R;=H, ChEMBL3233406

= (4-fluorofenoksi)propil, R,=CH;, R;=H, ChEMBL3233409

= [(4-fluorofenil)formamido]etil, R,=CH,, R,=H, ChEMBL3233410

= 1,2-benzoksazol-3-il)propil, R,=CH,, R;=H, ChEMBL3233411

= (6-fluoro-1,2-benzoksazol-3-il)propil, R,=CH,, R,=H, ChEMBL3233412
(6-fluoro-1H-indazol-3-il)propil, R,=CH,, R;=H, ChEMBL3233413

= 2,8-dimetil-4-okso-3H,4H,9aH-pirido[ 1,2-a]pirimidin-3-il]etil, R,=CHj,
hEMBL3233416

\= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=CH;, R;=H, ChEMBL3233419 (108, 15R)
1= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=CH,, R,=H, ChEMBL3233420 (10S, 15S)
= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=CH;, R;=H, ChEMBL3233421 (10R, 15R)
(4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=H, R,=H, ChEMBL3233427 (10R,15S)

= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=H, R;=H, ChEMBL3233429 (2R,7S)

= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=H, R;=H, ChEMBL3233431

\= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=H, R;=H, ChEMBL3233432
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X=N, R,= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, R,=CH3, ChEMBL3233423
X=0, R,= (4-fluorofenil)-4-oksobutil, ChEMBL3233433

Slika 3.5. Dominantne hemijske strukture jedinjenja iz klastera 3 koris¢ene za 3D-QSAR
modelovanje.

3.2.2 Simulacije molekulske dinamike

Simulacije molekulske dinamike pripadaju metodama zasnovanim na strukturi ciljnog mesta
dejstva, koje zahtevaju poznavanje njegove 3D strukture i omogucavaju sagledavanje klju¢nih
ligand-receptor interakcija, kao 1 konformacionih promena. Eksperimentalno odredene 3D strukture
ispitivanih receptora, 5-HT,4-R (PDB ID: 6a93), D,-R (PDB ID: 6cm4) i H;-R (PDB ID: 3rze), su
preuzete iz PDB baze podataka (150,174,198).

PlayMolecule internet platforma je koriS¢ena za pripremu proteina i1 protonovanje pri
fizioloSkom pH 7,4 (338). Reprezentativna jedinjenja iz svakog klastera su dokovana u izabrane
receptore koriS¢enjem AutoDock (AD) Vina softvera (339). Naime, za svaki protein su uradene tri
zasebne simulacije MD sa klozapinom (ChEMBLA42), ziprazidonom (ChEMBL708) 1
lumateperonom (ChEMBL3233142). Koordinate ugljenikovog atoma u o poloZaju aminokiseline
Asp>? (Asp155 za 5-HTaa-R, Aspl114 za D>-R i Asp107 za H,-R) su kori§¢ene za centriranje kutije
¢ija je duzina bila 12-18 A u svim pravcima. Kutija omoguéava definisanje mesta vezivanja liganda
u proteinu. Program VMD 1.9.3 (eng. Visual Molecular Dynamics) je koriS¢en za pripremu sistema,
dok je za simulacije MD upotrebljen program NAMD 2.8 (eng. Nano Scale Molecular Dynamics)
(340,341). Da bi se simulirali bioloski uslovi, receptori su proucavani u membranskom okruzenju
koje je simulirano sa 1,2-palmitoil-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholinom (eng. /-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine, POPC). Dimenzije membrane prema X i1 Y koordinatama su postavljene
na 80 A za 5-HT,s-R i 120 A za D,-R i H;-R. Internet servis CGenFF (eng. CHARMM General
Force Field) je koriS¢en za parametrizaciju liganada 1 generisanje topoloSkih fajlova primenom
CHARMM General polja sila (342,343). U cilju formiranja hibridnog sistema, CHARMM?36 polja
sila su primenjena za definisanje lipida 1 proteina. Solvatacija formiranog sistema je obezbedena sa
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TIP3P modelom vode, dok je za neutralizaciju koris¢en NaCl u koncentraciji od 0,2 M. Grani¢na
udaljenost za Van der Waals i elektrostati¢ke interakcije je postavljena da bude do 12 A.

U sustini, ceo proces simulacija MD je moguce podeliti u tri faze. Prvu fazu predstavlja
minimizacija, drugu ekvilibracija, dok tre¢u fazu ¢ini produkcija. Faza minimizacije je zbog
kompleksnosti sistema u ovom slucaju bila podeljena na vise faza. Najpre je izvrSena minimizacija
lipidnih repova, koji su bili fleksibilni, dok su ostali atomi ostali fiksirani (ligand, protein, voda,
joni i lipidne glave). Nakon 1000 koraka minimizacije odradena je ekvilibracija sistema od 0,5 ns.
Druga faza minimizacije (1000 koraka) je obuhvatila fiksiranje proteina, omogucavajuci
molekulima vode, jona i lipida da se adaptiraju na receptor, a potom je uradena ekvilibracija od 1
ns. Po zavrSetku, ceo sistem je ekvilibrisan bez ikakvih ograni¢enja. Faza produkcije je glavna faza
simulacija MD u kojoj se svi atomi kre¢u slobodno. Kao i u nekim dosadasnjim studijama o GPCR,
produkciona faza je trajala 50 ns, kako bi se obezbedilo dovoljno dugo vreme za postizanje
ravnoteze u sistemu (344,345). Za simulacije je koriS¢en izotermalno-izobarski (NPT) ansambl pri
temperaturi od 310 K 1 pritisku od 1 atm. Fluktuacije u barostatu su kontrolisane Langevin-ovom
dinamikom (Nos-Hoover metoda).

Razli¢ite analiticke metode su koriS€ene za procenu stabilnosti sistema poput RMSD
analize, SASA (eng. Solvent Accessible Surface Area) analize, kao i broja vodoni¢nih (H) veza. Za
vizuelizaciju 1 validaciju generisanih trajektorija je koris¢en VMD 1.9.3. Konformacije proteina i
liganda dobijene nakon 50 ns simulacije su dalje istrazivane u studiji molekulskog dokinga.

3.2.3 Molekulski doking

Na osnovu konformacija koje su dobijene iz simulacija MD, predvidene su bioaktivne
konformacije svih ispitivanih jedinjenja primenom AD Vina softvera.

U studiji MD je proucavano devet razli¢itth kompleksa (5-HTs-R -
klozapin/ziprazidon/lumateperon, D,-R —klozapin/ziprazidon/lumateperon, H;-R —
klozapin/ziprazidon/lumateperon). Dobijene inaktivne konformacije ispitivanih receptora 1
referentnih liganada su dalje koriS¢ene kao osnova za generisanje konformacija ostalih liganada. U
zavisnosti kojem klasteru pripadaju, sva jedinjenja iz ispitivanog seta su dokovana u odgovarajucu
konformaciju receptora. Prema tome, ligandi iz klastera 1 su dokovani u konformaciju proteina
simuliranu sa klozapinom, klaster 2 jedinjenja u konformaciju nakon simulacije sa ziprazidonom,
dok su ligandi klastera 3 dokovani u konformaciju proteina simuliranu sa lumateperonom. U
osnovi, primenjen je fleksibilno-rigidni doking, koji podrazumeva da je struktura liganda
fleksibilna, dok se protein smatra rigidnim. Veli¢ina kutije koja definiSe ciljno mesto vezivanja je
postavljena na 12-18 A, u zavisnosti od veli¢ine liganda. Kao i u inicijalnom dokingu referentnih
liganada 1 ovde je za centriranje kutije definisan ugljenik u a poloZaju asparaginske kiseline na
poziciji 3.32 (Asp155- 5-HTa-R, Asp114- Dy-R 1 Asp107- H;-R).

Za predvidanje geometrije fleksibilnog liganda, AD Vina primenjuje geneticki algoritam,
kao sohasticku metodu. Rangiranje formiranih konformacija se vrsi na osnovu empirijske procene

vezivanja liganda za receptor, koja zavisi od Sest energetskih termina:

AG = Wy X gauss; + Wy, X gauss, + Wr X Repulsion + Wy, X Hydrophobic + Wy, X HB
+ WTOtNTOt

(24)

Prva tri parametra se odnose na sterne uticaje, dok poslednja tri parametra oznacavaju uticaj
hidrofobnih interakcija, vodoni¢nih veza i gubitak torzione entropije pri vezivanju (346). Procedura
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konformacione pretrage u AD Vina je podeSena vrednostima parametra exhaustiveness na 50, koji
kontroliSe sveobuhvatnost pretrage, i brojem od 20 generisanih poza za svaki ligand.

Finalne konformacije proucavanih jedinjenja su izabrane na osnovu sli¢nosti u vezivanju za
receptor u odnosu na referentno jedinjenje, kao i vrednosti AD Vina doking skora. Sto je doking
skor nizi, to je generisana konformacija energetski stabilnija. Konformacije liganada formirane na
ovaj nacin su dalje koriS¢ene za 3D-QSAR modelovanje i analizu strukture farmakofore. Za
vizuelizaciju 1 ilustraciju dokovanih kompleksa je koris¢en Discovery studio visualizer program
(347).

3.2.4 Formiranje i validacija 3D-QSAR modela

U cilju definisanja strukturnih osobina koje su vazne za postizanje optimalne aktivnosti i
selektivnosti na ispitivanim 5-HT,s, D, 1 H; receptorima, formirani su 3D-QSAR modeli u
programu Pentacle (250).

Na osnovu rezultata dobijenih PCA analizom (Slika 3.1) i strukturne sli¢nosti medu
proucavanim jedinjenjima, ispitivani set za svaki receptor (nsproa = 80, npy = 73, ng = 48) je
podeljen na trening (70%) i test (30%) set. Jedinjenja iz trening seta sluze za formiranje modela,
dok test set jedinjenja se koriste za validaciju formiranih modela. Pored toga, prilikom selekcije test
set jedinjenja uzeto je u obzir da svako izabrano jedinjenje bude u blizini bar jednog jedinjenja iz
trening seta, tako da su pKi vrednosti homogeno distribuirane u proucavanom opsegu. 3D-QSAR
model generisan za 5-HT,5-R se sastojao od 54 jedinjenja u trening setu i 26 jedinjenja u test setu
(Tabela A7.1), model za D,-R je imao 49 i1 24 jedinjenja u trening i test setu, redom, (Tabela A7.2),
dok je 3D-QSAR model za H;-R formiran sa 32 jedinjenja u trening setu i 16 jedinjenja u test setu
(Tabela A7.3).

Pentacle omoguéava generisanje regresionih modela na osnovu specificnih GRID
nezavisnih deskriptora, kako je opisano u poglavlju 1.3.1.1. Cetiri vrste hemijskih proba (DRY,
TIP, N1 i O), sa rastojanjem od 0,5 A, su koriséene za racunanje molekulskih polja interakcija.
Diskretizacioni algoritam ALMOND je izabran za izdvajanje najznacajnijih regiona (eng. hot spots)
koji definiSu povoljnu interakciju izmedu liganda 1 probe, na osnovu intenziteta polja 1 udaljenosti
izmedu selektovanih regiona. Broj filtriranih regiona je postavljen na 100, dok je tezinski faktor 50
%. Algoritam CLACC je potom upotrebljen za ratunanje GRIND deskriptora na osnovu energije
interakcije izmedu najznacajnijih regiona.

Dobijeni rezultati su prikazani u obliku korelograma, gde je svaki deskriptor (nezavisna
varijabla) definisan interakcijom izmedu dve iste ili razli¢ite probe i odredenom udaljenoSéu
izmedu njih. Za izdvajanje varijabli sa najznacajnijim uticajem na aktivnost ispitivanih antagonista
upotrebljen je frakcioni faktorski dizajn (FFD) (253). Inicijalno izraCunati veliki broj deskriptora se
smanjuje primenom FFD selekcije, formira se model i racunaju statisticki parametri validacije.
Formiranje modela u programu Pentacle je zasnovano na PLS regresionoj analizi, koja omoguc¢ava
definisanje zavisnosti izmedu selektovanih deskriptora i zavisne varijable (pKi).

Formirani 3D-QSAR modeli su potom analizirani primenom parametara interne (R* Q2,
RMSEE) i eksterne (Rzpred, RMSEP, tyetrics) Validacije (poglavlja 1.3.1.3.1 1 1.3.1.3.2) sa ciljem da
se potvrdi njihova pouzdanost i prediktivnost. Pored toga, za svaki model je definisan domen
primenljivosti koris¢enjem /leverage pristupa u SPSS 18.0 programu, dok su rezultati prikazani
Williams grafikom (348). Formiranje domena primenljivosti je zasnovano na vrednostima varijabli
trening set jedinjenja, koja se koriste za formiranje modela. Sirok spektar eksperimentalne
aktivnosti 1 strukturne razli¢itosti jedinjenja u trening setu omogucava formiranje modela sa Sirokim
domenom primenljivosti, $to je od znacaja za predvidanje aktivnosti novih jedinjenja.
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Formirani i1 validirani 3D-QSAR modeli su dalje koriS¢eni za analizu molekulskih
deskriptora koji su u znacajnoj korelaciji sa bioloSkim aktivnostima, kao 1 za kvantitativno
predvidanje aktivnosti novih, dizajniranih, jedinjenja.

3.2.5 Primena metoda zasnovanih na strukturi fragmenta u dizajniranju novih
liganada

Metode zasnovane na strukturi fragmenta (eng. Fragment-Based Drug Design, FBDD) su
omogucile brzo i efikasno pretrazivanje baza fragmenata, pruzajuc¢i dobru polaznu osnovu za dizajn
novih jedinjenja sa potentnim antagonistiCkim delovanjem na 5-HT,s 1 D, receptorima, kao i
smanjenim afinitetom za H; receptor (349).

U ovom istrazivanju primenjen je FBDD zasnovan na skriningu struktura fragmenata iz dve
komercijalno dostupne baze, Enamine Essential Fragment Library 1 General Fragment Library.
General Fragment Library je baza dostupna od Life Chemicals Inc., koja sadrzi oko 51000
fragmenata filtriranih prema molekulskoj masi < 300 i lipofilnosti izrazenoj ClogP parametrom <
3,0 (ClogP-oktanol/voda particioni koeficijent). Enamine Essential Fragment Library je preuzeta
od Enamine Ltd. 1 sastoji se od 320 fragmenata koji su filtrirani prema slede¢im parametrima:
molekulskoj masi < 250, ClogP < 2,5, broju donora/akceptora vodoni¢ne veze < 3 i topoloskoj
polarnoj povrsini (eng. Topological Polar Surface Area, TPSA) < 60 A. VS fragmenata iz
selektovanih baza je uraden pomoc¢u FLAP (eng. Fingerprints for Ligands and Proteins) programa
na osnovu njihove sli¢nosti sa strukturnim fragmentima ziprazidona i ChEMBL90882 (350,351).
Izabrana jedinjenja predstavljaju dobre vodece molekule (eng. lead molecule) zbog visokog
afiniteta za 5-HT,4 1 D, receptore, kao i ostvarivanja klju¢nih interakcija u vezujuéim mestima
proucavanih receptora.

Najpre je izvrSeno filtriranje General Fragment Library u cilju smanjenja velikog broja
fragmenata koje sadrzi. Fragmenti iz baze su filtrirani na osnovu sli¢nosti u obliku sa izabranim
fragmentima ziprazidona (1,2-benzotiazolom 1 1,3-dihidro-2-oksindolom) 1 ChEMBL90882
(dibenzoksepinom). Selekcija je izvrSena na osnovu Glob-Sum skora, koji omogucéava
kvantifikaciju sli€nosti izmedu fragmenata. Finalna baza za skrining se sastojala od pre-filtriranih
fragmenata General Fragment Library 1 fragmenata iz Enamine Essential Fragment Library.

VS u FLAP programu je zasnovan na izracunavanju GRID molekulskih polja interakcija
(MIF), uzimaju¢i u obzir Cetiri vrste proba koje definiSu: sterne interakcije (H), interakcije sa
donorima H-veza (N1), interakcije sa akceptorima H-veza (O), kao 1 hidrofobne interakcije (DRY)
(352). Nakon odredivanja energetski najpovoljnijih interakcija, MIF-ovi se kondenzuju u Cetiri
farmakoforne tacke formirajuci kvadriplet (Slika 3.6). FLAP potom vrsi preklapanje fragmenata iz
baze sa selektovanim fragmentima vodecih (eng. lead) jedinjenja poredeci kvadriplete (Slika 3.6).
Naime, molekulska sli¢nost se izracunava na osnovu Tanimoto sli¢nosti (eng. Tanimoto similarity)
izmedu MIF-ova kandidata iz baze i fragmenata vodeceg (eng. /ead) jedinjenja. U teoriji, Sto je
veca slicnost izmedu fragmenata to je veca verovatnoca da se na isti nacin vezuju za receptor. Za
rangiranje fragmenata i kvantifikaciju sli¢nosti koriS¢en je Glob-Sum skor, koji se izraCunava
sabiranjem skorova GRID proba. Na osnovu vrednosti Glob-Sum skora, fragmenti sa najvec¢om
slicnoS¢u sa fragmentima vodeceg (eng. lead) jedinjenja su selektovani za racionalni dizajn novih
dualnih antagonista (349).
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Slika 3.6. Racunanje GRID molekulskih polja interakcija i formiranje kvadripleta za pretrazivanje
preklapanja u bazi (352).

3.2.6 Insilico predvidanje ADMET osobina

U ovom istrazivanju, ADMET Predictor program je koris¢en za predvidanje fizicko-
hemijskih i farmakokinetickih osobina ispitivanih i dizajniranih dualnih antagonista 5-HT,5 1 D;
receptora (353). Na osnovu dobijenih rezultata, ligandi sa optimalnim ADMET profilom su
selektovani kao potencijalni kandidati za dalju optimizaciju i sintezu.

3.3 Proucavanje farmakofore selektivnih liganada imidazolinskih I, receptora
3.3.1 Selektovanje seta jedinjenja za ispitivanje

U okviru ove disertacije proucavani su i selektivni ligandi imidazolinskih I, receptora, koji
imaju potencijalnu ulogu u le€enju neuroloskih 1 mentalnih oboljenja. Nova grupa sintetisanih
liganada pripada derivatima biciklicnih oa-iminofosfonata (Slika 3.7). Abds 1 saradnici su
farmakoloski profil i selektivnost ispitali studijama kompetitivnog vezivanja na imidazolinskim I, 1
adrenergickim o, receptorima (218).

In silico studija obuhvata generisanje 3D-QSAR modela i proucavanje farmakofore
odgovorne za selektivnu delovanje na I,-IR u odnosu na a,-AR. Aktivnosti ispitivanih jedinjenja,
prikazane u Tabeli 3.1, su izrazene kao pKi vrednosti. U cilju dodatne validacije 1 poredenja
rezultata, pored selektovanih sintetisanih jedinjenja u studiju su dodata i Cetiri standarda sa
poznatim profilom aktivnosti na ovim receptorima: idazoksan, tracizolin, BU99008 1 LSL60101.
Formirani ispitivani set pokriva Sirok spektar eksperimentalne aktivnosti na oba receptora: pKip.r =
3,11-10,28 1 pKigp.ar = 3,59-10,27, §to obezbeduje dobar kvalitet i primenljivost formiranih
modela.

I u ovom slucaju, za selekciju dominantnih formi jedinjenja pri pH 7,4 koriS¢en je Marvin

Sketch 16.10.24 program, dok je geometrijska optimizacija pracena semi-empirijskom PM3
metodom i1 Hartree—Fock/3-21G metodom iz Chem3D Ultra 7.0 programa (328,332).
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Slika 3.7. Dominantne hemijske strukture I,-IR liganada koriS¢ene za 3D-QSAR modelovanje.

Tabela 3.1. Set jedinjenja iz trening (*) 1 test (**) seta koriS¢enih za formiranje I,-IR i a,-AR 3D-

QSAR modela.
Jedinjenja  pKirr pKiy,.  Selektivnost Jedinjenja pKinx pKiosar Selektivnost
AR L/o, L/a,
Idazoksan  7,41%* 8,35% - 9i 7,01%* 4,31% 501
Tracizolin 7,58* 4,33* - 9j 5,26* 8,11%* -
BU99008 7,05%%* 4,37%* - 9k 6,35% 3,77* 380
LSL60101 8,13* 5,17* - 91 <3 5,65% -
8a 6,79%%* 9,49%* 5 9m 3,84%* 3,44 2
8b 5,74%* 5,02 - 9n <3 4,73% -
8c 7,73% 8,49%* - 90 <3 + -
8d <3 10,27* - 9p <3 5,34% -
8e 5,11%* 6,14* - 9q <3 + -
9a 7,97%%* 5,93%* 110 Or 5,09%* 6,15%* -
9b 9,74% 9,01%* 5 9s <3 + -
9¢ 10,28* 10,38 1 9t <3 + -
9d 8,56** 6,27** 195 9u 5,81** 6,22% -
9e 6,65% 4,59* 115 9v <3 + -
12¢ <3 6,77%* - Iw <3 5,16* -
12d 7,55% 3,38% 14791 9x 6,81%* 10,18 -
13¢ 3,39% 3,85% - 9y <3 + -
13d 7,87% <3 74131 9z 7,90%* 5,12% 602
14c¢ 6,59%* 3,94%* 447 9aa 5,44%* + -
15¢ 5,35% 7,20% - 9ab 6,96* 5,43%* 34
9f 8,37* 5,85% 331 9ac 3,11%* <3 -
9g 4,02%* + - 9ad 7,96%* <3 91201
9h 7,35% 6,77* 3
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3.3.2 Formiranje i validacija 3D-QSAR modela

Novosintetisani ligandi su koriS¢eni za formiranje regresionih 3D-QSAR modela, u cilju
definisanja kvantitativnog odnosa izmedu strukturnih osobina koje su klju¢ne za selektivno
delovanje na I,-IR u odnosu na a,-AR 1 njihove bioloske aktivnosti.

Inicijalno formirani set za ispitivanje je za potrebe 3D-QSAR modelovanja podeljen na
trening 1 test jedinjenja prema PCA analizi, uzimajué¢i u obzir da pKi vrednosti budu homogeno
rasporedene u Citavom opsegu za oba seta (Slika 3.8). Finalni 3D-QSAR model za I,-IR je ukupno
sadrzao 33 jedinjenja, od kojih je 23 bilo u trening setu 1 10 u test setu (Tabela 3.1). 3D-QSAR
model za a,-AR je obuhvatao analizu 30 jedinjenja, podeljenih na 21 jedinjenje u trening setu i 9
jedinjenja u test setu (Tabela 3.1).

Program Pentacle je koris¢en za formiranje 3D-QSAR modela i racunanje GRIND
deskriptora prema prethodno opisanoj proceduri u poglavlju 3.2.4 (250). Robustnost i prediktivnost
formiranih modela je ispitana kroz opseznu analizu parametara interne (R*, Q2, RMSEE) i eksterne
(Rzpred, RMSEP, tyetics) validacije (poglavlja 1.3.1.3.1 i 1.3.1.3.2). Nakon toga, ispitan je domen
primenljivosti primenom /everage pristupa u SPSS 18.0 programu u cilju pronalazenja potencijalnih
autlajera (jedinjenja koja su izvan domena primenljivosti definisanog trening set jedinjenjima)
(348).

ADMET Predictor program i SwissADME internet platforma su kori§¢eni za definisanje
ADMET karakteristika proucavanih liganada I,-IR (353,354).

o / T
= klf/

Principal Component |

Slika 3.8. PCA grafik za I,-IR ispitivane ligande.

3.4 Ispitivanje permeabilnosti kroz KMB jedinjenja koja uti¢u na modulaciju
aktivnosti serotoninske i dopaminske neurotransmisije u CNS-u primenom in vitro
i in silico metoda

Osamnaest strukturno razlicitih jedinjenja koja uticu na modulaciju aktivnosti serotoninske i
dopaminske neurotransmisije u CNS-u, 6 hDAT supstrata i 12 CNS standarda, je koriS¢eno u in
vitro 1 in silico studijama za procenu permeabilnosti kroz KMB (Slika 3.9) (355). Primenom in
silico metode VS 1 naknadnom in vitro analizom, Djikic 1 saradnici su identifikovali Sest hDAT
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supstrata sa potencijalnim neuroprotektivnim delovanjem (AG205/05879010, AO854/40003386,
AO854/12910145, AM879/11741391, AP263/40017925, AP124/41027793) (356). Selektovana
jedinjenja su koriS¢ena u ovom istrazivanju u cilju procene njihove permeabilnosti kroz KMB i1
dostizanja ciljnog mesta dejstva od interesa. Pored hDAT supstrata, studija je obuhvatila i jedinjenja
sa poznatom efikasno$¢u u leCenju neurodegenerativnih i psihijatrijskih oboljenja. Necistoce
ziprazidona (Imp Z1 i Imp Z2) i aripiprazola (Imp A1) su takode bile ukljucene u ispitivani set
jedinjenja. Od znacaja je napomenuti da necistoa ziprazidona, Z2, poseduje genotoksi¢ni
potencijal zbog prisustva alkil halogenidne grupe, Sto moze znacajno uticati na bezbednost leka
(357).
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Slika 3.9. Hemijske strukture jedinjenja koris¢enih u PAMPA studiji.
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3.4.1 Procena permeabilnosti primenom in vitro paralelnog testa permeabilnosti
na vestackim membranama (PAMPA)

3.4.1.1 PAMPA test

Selektovani set jedinjenja je koriS¢en za procenu efektivne permeabilnosti kroz KMB
primenom in vitro PAMPA testa, po prethodno opisanom protokolu iz literature (Slika 3.8)
(317,324).

Najpre su pripremljeni rastvori neophodni za izvodenje testa:

- Fizioloski pufer (pH 7,4) je pripremljen rastvaranjem 8,0 g natrijum hlorida (NaCl), 2,38
g di-natrijum hidrogen fosfata (Na,HPO,) 1 0,19 g kalijum dihidrogen fosfata (KH,POy)
uvodi (1L).

- Osnovni rastvor ispitivanih jedinjenja je pripremljen rastvaranjem odgovarajuceg
standarda u dimetilsulfoksidu (eng. Dimethyl Sulfoxide, DMSO) da se dobije rastvor
koncentracije 5 mg/mL.

- Radni rastvori za ispitivana jedinjenja su napravljeni razblazivanjem osnovnih rastvora
fizioloskim fosfatnim puferom (pH 7,4) do finalne koncentracije od 25 pg/mL.

- Lipidna membrana, sacinjena od lipida mozga svinje (eng. Porcine Polar Brain Lipid,
PBL) je rastvorena u dodekanu u koncentraciji 20 mg/mL.

Za izvodenje PAMPA testa koriS¢ene su mikrofiltracione plo¢e od 96 celija. Donja éelija
predstavlja donorski deo u kome se nalazilo 300 pL radnog rastvora ispitivane supstance, dok
akceptorski deo Cini gornji odeljak ispunjen sa 300 pL fizioloSkog fosfatnog pufera. Membrana
koja razdvaja donorski od akceptorskog dela je natopljena sa 4 pL polarnih lipida rastvorenih u
dodekanu. Na donorski deo je pazljivo postavljen akceptorski odeljak, sistem je zaSticen
parafilmom 1 poklopcem, a potom inkubiran 18 h na 25 °C.

Nakon zavrSetka perioda inkubacije, sistem je rastavljen 1 koncentracije svih ispitivanih
supstanci u donorskim i akceptorskim ¢elijama, kao i u polaznim rastvorima su odredene HPLC
metodom sa UV detektorom (metoda je opisana dalje u tekstu). Sva jedinjenja su analizirana u
triplikatima, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti. Efektivna permeabilnost (P.) svih
ispitivanih jedinjenja je izraCunata primenom slede¢ih jednacina:

VaCa(t) + VdCd(t) = VdCd(0)(1 —R) (25)
__ 2303vd 1 (1415 M Ca(t)
Fe = A(t-T1qg) (1+rv) log1o [1 ( 1-R )Cd(O) (26)

Gde Va predstavlja zapreminu akceptorske, a V'd zapreminu donorske ¢elije. Filtraciona povrSina je
izrazena parametrom 4 (cm?), ¢ je vreme inkubacije (s), a Tig J€ vreme potrebno za zasi¢enje
membrane ~ 20 min. Parametri Cd(¢) 1 Ca(t) predstavljaju koncentracije ispitivanog jedinjenja u
donorskim 1 akceptorskim c¢elijama nakon perioda inkubacije (uM), a Cd(0) je koncentracija
polaznog rastvora (uM). Parametar R definiSe retenciju tj. udeo supstance koji se zadrzava u
membrani PAMPA sistema. Vrednosti 7, se racunaju prema jednacini r, =Vd / Va.

3.4.1.2 Analiza rezultata primenom HPLC metode

Za odredivanje koncentracije ispitivanih supstanci nakon inkubacije u PAMPA sistemu, kao
1 u pocetnom radnom rastvoru, koriS¢en je Agilent Technologies 1200 HPLC sistem spregnut sa
UV/VIS detektorom. Hromatografska analiza je vrSena na koloni Zobrax Eclipse Plus C18, 250 x
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4,6 mm, sa veli¢inom cCestica od 5 um. Volumen injektovanja je bio 20 uL, a protok mobilne faze 1
mL min”'. UV detekcija je vriena na talasnoj duZini od 254 nm. Mobilnu fazu za odredivanje
koncentracije hDAT supstrata su Cinili acetonitril i amonijum acetatni pufer (pH 3,9; 25 mM), dok
su CNS standardi ispitivani sa smeSom metanola i amonijum acetatnog pufera (324,358).
Amonijum acetatni pufer je pripremljen rastvaranjem 0,1927 g amonijum acetata u 500 mL
dejonizovane vode, uz podesavanje pH rastvorom sircetne kiseline.

3.4.2 Formiranje prediktivnih QSPR modela
3.4.2.1 Optimizacija jedinjenja

Pored odredivanja efektivne permeabilnosti primenom in vitro metode, ispitivana jedinjenja
su dalje koriS¢ena za in silico analizu i formiranje prediktivnih QSPR modela.

Za sva jedinjenja odreden je dominantni oblik pri fizioloSkom pH 7,4 u Marvin Sketch
16.10.24 programu, koji je potom geometrijski optimizovan primenom semi-empirijske PM3
metode 1 Hartree-Fock/3-21G metode (328,332).

3.4.2.2 Racunanje molekulskih deskriptora

Formiranje QSPR modela zahteva racunanje velikog broja molekulskih deskriptora koji
sadrze hemijske informacije o strukturi jedinjenja u numeri¢koj formi. Formirani modeli
omogucavaju definisanje kvantitativne zavisnosti izmedu izraCunatih deskriptora i odredene
osobine koja se modeluje. Iz tog razloga je veoma vazno koristiti pouzdanu metodologiju za
njihovo izracunavanje (256).

U ovom istrazivanju, optimizovane strukture ispitivanih liganada su koriS¢ene za racunanje
geometrijskih, topoloskih, elektronskih 1 fizicko-hemijskih deskriptora primenom Dragon i
ADMET Predictor softvera (353,359). Deskriptori koji su posedovali konstantne vrednosti nisu
uklju€eni u formiranje QSPR modela. Takode, Dragon program je upotrebljen za definisanje
interkorelacije izmedu izracunatih deskriptora. Ukoliko je interkorelacija izmedu parova deskriptora
bila ve¢a od 0,99 (PLS regresioni model) ili 0,90 (MLR 1 SVM analiza) za QSPR modelovanje su
selektovani deskriptori sa ve¢im uticajem na zavisnu varijablu, dok su drugi eliminisani. Prilikom
formiranja modela, deskriptori su skalirani primenom unit variance (UV) metode, a finalni broj
molekulskih deskriptora je bio 1484.

3.4.2.3 Formiranje i validacija QSPR modela

QSPR modelovanje obuhvata primenu razli¢itih matematic¢kih 1 statistickih metoda koje
omogucavaju definisanje empirijske zavisnosti izmedu zavisne varijable, logaritma efektivne
permeabilnosti (logP,) 1 izracunatih molekulskih deskriptora ispitivanih jedinjenja.

Za razvoj prediktivnih QSPR modela koriS€ene su tri razli¢ite matematicke metode: PLS
regresija, postupna MLR i SVM analiza. PLS i postupna MLR su najc¢es¢e koriS¢ene metode za
formiranje modela linearne regresije, dok SVM analiza omogucéava proucavanje nelinearne
zavisnosti. Za formiranje PLS modela koris¢en je SIMCA P+ 12.0 program, dok su MLR i SVM
modeli formirani u programu STATISTICA 13.6 (360,361). ANN analiza nije koriS§¢ena u ovom
istrazivanju usled moguénosti formiranja pretreniranih modela za mali broj jedinjenja u ispitivanom
setu podataka.

Ispitivani set se sastojao od 18 jedinjenja koja su za formiranje QSPR modela podeljena na
trening set od 12 jedinjenja (AMS879/11741391, AG205/05879010, AO854/12910145,
AP263/40017925, citalopram, pramipeksol, ropinirol, ziprazidon, risperidon, olanzapin, Imp Z2 i
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haloperidol) i test set od 6 jedinjenja (AP124/41027793, AO854/40003386, mirtazapin, kvetiapin,
Imp Z1, Imp Al). Selekcija je izvrSena na osnovu rezultata PCA grafika, uzimajuci u obzir da
svako jedinjenje iz test seta bude blizu jednog jedinjenja iz trening seta, sa homogeno distribuiranim
logP, vrednostima (Slika 3.10). Da bi se omogucilo pouzdano poredenje dobijenih rezultata, isti
trening i test set je koriS¢en pri formiranju svih QSPR modela.

Prediktivnost formiranih QSPR modela je analizirana raCunanjem parametara interne
validacije za trening set (QZ, RMSEE), eksterne validacije za test set (Rzpred, RMSEP, CCC) kao 1
parametara za ceo ispitivani set jedinjenja (rm overan). Takode, koris¢enjem SPSS 18.0 programa
odreden je domen primenljivosti izabranog modela (348).

Principal Component 2

Principal Component 1

Slika 3.10. PCA grafik liganada kori§¢enih u PAMPA studiji. 1- pramipeksol; 2-citalopram; 3-
ropinirol; 4-mirtazapin; S-risperidon; 6-AP263/40017925; 7-A0854/40003386; 8-
AMS879/11741391; 9-AG205/05879010; 10-A0854/12910145; 11-AP124/41027793; 12-kvetiapin;
13-ziprazidon; 14-olanzapin; 15-Imp Z1; 16-Imp Z2; 17-Imp A1; 18-haloperidol.

3.4.3 Primena SMD simulacija u proucavanju permeabilnosti jedinjenja kroz
KMB

Primena simulacija MD zauzima sve vec¢i znacaj u procesu optimizacije vodeceg (eng. lead)
jedinjenja. U ovoj studiji je koriS§¢ena usmerena molekulska dinamika (eng. Steered Molecular
Dynamics, SMD) sa ciljem da se objasni i sagleda proces prolaska jedinjenja kroz KMB na
molekulskom nivou (362).

SMD simulacije se zasnivaju na delovanju odredene sile na deo sistema tj. jedinjenje,
usmeravaju¢i ga da se pomera u unapred definisanom pravcu. Moguce je razlikovati SMD sa
konstantnom silom koja se primenjuje, kada prisustvo odredenih interakcija u sistemu uti¢e na
brzinu kretanja jedinjenja, 1 SMD sa konstantnom brzinom, kada promenljiva sila deluje na sistem,
a brzina ostaje ista. Primena ovih metoda je veoma korisna u proucavanju prolaska jedinjenja kroz
razli¢ite membrane i membranske proteine (326,363).

Ispitivana neuroaktivna jedinjenja, koja uti¢u na modulaciju aktivnosti serotoninskih i
dopaminskih sistema u mozgu, su analizirana primenom SMD simulacije povla¢enjem konstantnom
brzinom kroz lipidni dvosloj, koji imitira KMB. U osnovi, izmedu odabranog jedinjenja koje se
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krece 1 zamiSljenog atoma se formira opruga. Zamisljeni atom se pomera iz pocetne pozicije prema
lipidnom dvosloju, u pravcu z koordinate, konstantnom brzinom (v), prelaze¢i odredeni put za
odredeno vreme (Slika 3.11). Definisana opruga poseduje elasticnost i po delovanju sile dolazi do
njenog razvlacenja ili sabijanja. Elasti¢nu silu koja deluje na jedinjenje koje se krece je moguce
predstaviti jednac¢inom (27), gde je Az pomeranje atoma jedinjenja povezanog za oprugu.

F =k(Az —vt) (27)

Za pripremu sistema koris¢en je VMD 1.9.3 program, dok je za pokretanje SMD simulacija
koris¢en program NAMD 2.8 (340,364). Za simuliranje KMB izabran je DOPC (eng. 1, 2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine) lipidni dvosloj formiran pomo¢u CHARMM-GUI internet platforme
(365). CGENFF internet servis je primenjen za parametrizaciju i generisanje topoloskih fajlova
ispitivanih liganada. Formirani sistem se sastojao od 3299 molekula vode, rasporedenih ispod 1
iznad DOPC membrane od 72 molekula i1 jednog ispitivanog liganda (ukupno ~ 19890 atoma).

Podetna pozicija ispitivanog jedinjenja je podesena na 30 A udaljenosti od centra lipida, u
pravcu z ose (Slika 3.11). Sistem je najpre minimizovan 0,5 ns sa fiksiranim glavama lipida i
ligandom koriS¢enjem NPT ansambla pri temperaturi od 300 K i pritisku od 1 atm. Ekvilibrisan
sistem je koris¢en za SMD simulacije, koje su vrSene pri temperaturi od 310 K 1 pritisku od 1 atm.
Pomeranje atoma je definisano konstantnom brzinom (v) od 10 A/n, dok je konstanta sile (k) za
oprugu podesena na 5 kcal/molA®. Vreme trajanja SMD trajektorija je bilo razlicito (13-20 ns), u
zavisnosti od vremena koliko je ligandu bilo potrebno da prode membranu. U cilju spre¢avanja
deformacije sistema pod delovanjem primenjene sile, glave lipida su fiksirane, a kretanje molekula
u sistemu je ograniceno cilindrom od 8 A od centralne ose membrane.

Voda

[ojsoap ruprdry

Voda

Slika 3.11. Sematski prikaz formiranog SMD sistema. Crvena strelica prikazuje silu koja deluje na
atom koji se pomera u pravcu z ose.
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4. REZULTATII DISKUSIJA
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4.1 Proucavanje sloZzene 3D strukture farmakofore i racionalni dizajn novih dualnih
antagonista 5-HT,A/D;-R sa smanjenim afinitetom za H; receptor

Primena viSeciljne (eng. multi-target) strategije u le¢enju kompleksnih oboljenja, kao Sto su
psihijatrijski 1 degenerativni poremecaji centralnog nervnog sistema, predstavlja osnovu za razvoj
novih lekova koji uticu na modulaciju aktivnosti razlicitih receptora u cilju uspostavljanja fizioloske
ravnoteze 1 postizanja terapijske efikasnosti (366). Bolesti sa slozenim patologijama karakterise
disregulacija razliitih fizioloSkih procesa. Iz tog razloga, proucavanje strukture farmakofore i
dizajn novih lekova sa viSestrukim dejstvom omogucéava sagledavanje najvaznijih strukturnih
osobina klju¢nih za optimalno antagonisticko delovanje na proucavanim receptorima. Pored
pozitivnog uticaja na terapijsku efikasnost, multi-target pristup u razvoju novih lekova svojim
sinergistickim delovanjem utiCe na smanjenje slozenosti leCenja, pojave nezeljenih efekata i
farmakokinetickih interakcija (367).

Serotoninski 5-HT;4 i dopaminski D, receptori predstavljaju vazna ciljna mesta dejstva u
terapiji brojnih neuroloskih i mentalnih oboljenja. Proucavanje slozene 3D strukture farmakofore,
kombinovanjem razli¢itih kompjuterskih metoda, predstavlja vazan korak u racionalnom dizajnu
novih dualnih antagonista 5-HT,s/D, receptora sa smanjenim delovanjem na druge off-target
receptore, poput histaminskog H; receptora. Definisanje in silico protokola za razvoj novih
potentnih i selektivnih jedinjenja pruza sveobuhvatan uvid u primenu razli¢itih metoda zasnovanih
na strukturi ciljnog mesta dejstva, kao 1 strukturi liganda.

4.1.1 Molekulska dinamika

U cilju proucavanja strukture i dinamike 5-HT,a, D> 1 H; receptora u kompleksima sa
izabranim referentnim ligandima (klozapinom, ziprazidonom i lumateperonom) koris¢ene su
simulacije molekulske dinamike. Ukupno devet simulacija (5-HT3a-
klozapin/ziprazidon/lumateperon, D»- klozapin/ziprazidon/lumateperon 1 H;-
klozapin/ziprazidon/lumateperon) je analizirano primenom razliitih analitickih metoda u cilju
procene njihove stabilnosti tokom 50 ns trajanja simulacije.

Racunanje RMSD vrednosti predstavlja jednu od najceS¢e koriS¢enih metoda za procenu
stabilnosti proteina i pracenje konformacionih promena. Zasniva se na racunanju distance izmedu
koordinata atoma koji se kre¢u tokom odredenog vremena. Odstupanja manja od 2 A ukazuju da je
sistem postigao ravnotezno stanje i da nema znacajnih konformacionih promena (368). Grafici
izracunatih RMSD vrednosti skeleta proteina (eng. backbone), liganada i teskih atoma (eng. heavy
atoms) vezivnog mesta su prikazani na slikama 4.1 - 4.3. Rezultati dobijenih RMSD vrednosti za
skelete proteina ukazuju da su svi kompleksi stabilni nakon inicijalnih 25 ns simulacije, a neki ¢ak i
pre. Vrednosti izraCunate za 5-HT,a 1 D, receptore u kompleksima sa klozapinom ukazuju da
izabrani receptori postaju stabilni nakon 15 ns sa prose¢nim RMSD vrednostima od 1,2 A i 1,6 A
(Slike 4.1-B 1 4.2-B). Vrednosti izracunate za proteinske skelete 5-HT,n 1 D, receptora sa
ziprazidonom su ostale stabilne na 1 A i 1,4 A nakon 25 ns (Slike 4.1-F i 4.2-F), dok je sa
lumateperonom doslo do stabilizacije na 1,4 A za 5-HT,o-R i 1 A za D,-R (Slike 4.1-J i 4.2-]).
Stabilnost proteinskog skeleta H; receptora u kompleksima sa klozapinom i ziprazidonom je
dokazana RMSD vrednostima stabilizovanim oko 1,5 A (Slike 4.3-B i 4.3-F), a sa lumateperonom
oko 1,2 A nakon 5 ns (Slika 4.3-J). Fluktuacije RMSD vrednosti prou¢avanih liganada manje od 1
A potvrduju njihovu stabilnost u vezujuéim mestima tokom simulacije (Slike 4.1-4.3- C, G, K).
Takode, RMSD vrednosti izraCunate za aminokiseline u vezujuéim mestima ukazuju na njihovu
potpunu stabilnost tokom trajanja trajektorije od 50 ns (Slike 4.1-4.3- D, H, L).
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S obzirom da su odstupanja u svim izmerenim RMSD vrednostima bila niza od granicne
vrednosti od 2 A, moguée je zakljugiti da su proucavani kompleksi postigli ravnoteZno stanje tokom
50 ns trajanja simulacije 1 da ne dolazi do znacajnih konformacionih promena u sistemima (327).
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Slika 4.1. Kompleksi 5-HT,4-R sa klozapinom (A-zuto), ziprazidonom (E-plavo) i lumateperonom
(I-ljubicasto) nakon 50 ns MD simulacije i izraCunate RMSD vrednosti. (A) Vezujuce interakcije
klozapina u 5-HT»4-R; (B) RMSD proteinskog skeleta 5-HT»4-R/klozapin, (C) RMSD klozapina 1
(D) RMSD aminokiselina u vezuju¢em mestu 5-HT,-R/klozapin; (E) Vezujuce interakcije
ziprazidona u 5-HT»a-R; (F) RMSD proteinskog skeleta 5-HT»4-R/ziprazidon, (G) RMSD
ziprazidona i (H) RMSD aminokiselina u vezuju¢em mestu 5-HT,4-R/ziprazidon; (I) Vezujuce
interakcije lumateperona u 5-HT»4-R; (J) RMSD proteinskog skeleta 5-HT,4-R/lumateperon, (K)
RMSD lumateperona i (L) RMSD aminokiselina u vezuju¢em mestu 5-HT,4-R/lumateperon.
RMSD - srednja kvadratna devijacija.

71



® | ®

|
RMSD [A]

® gk )
M = )
f E
54 :
! VR 1
7 == 05
W

©)

RMSD [A]

Vreme (ns)

(G)

RMSD [A]

RMSD [A]

(D)

RMSD [A]

(H)

RMSD [A]

(L)

Slika 4.2. Kompleksi D,-R sa klozapinom (A-Zuto), ziprazidonom (E-plavo) i lumateperonom (I-
ljubicasto) nakon 50 ns MD simulacije i izraCunate RMSD vrednosti. (A) Vezujuce interakcije
klozapina u D,-R; (B) RMSD proteinskog skeleta D,-R/klozapin, (C) RMSD klozapina i (D)
RMSD aminokiselina u vezujuéem mestu D,-R/klozapin; (E) Vezujuée interakcije ziprazidona u
D,-R; (F) RMSD proteinskog skeleta D,-R/ziprazidon, (G) RMSD ziprazidona i (H) RMSD
aminokiselina u vezuju¢em mestu D,-R/ziprazidon; (I) Vezujuce interakcije lumateperona u D,-R;
(J) RMSD proteinskog skeleta D,-R/lumateperon, (K) RMSD lumateperona i (L) RMSD
aminokiselina u vezuju¢em mestu D,-R/lumateperon. RMSD - srednja kvadratna devijacija.
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Slika 4.3. Kompleksi H;-R sa klozapinom (A-Zuto), ziprazidonom (E-plavo) i lumateperonom (I-
ljubicasto) nakon 50 ns MD simulacije i izra¢unate RMSD vrednosti. (A) Vezujuce interakcije
klozapina u H;-R; (B) RMSD proteinskog skeleta H;-R/klozapin, (C) RMSD klozapina i (D)
RMSD aminokiselina u vezuju¢em mestu H;-R/klozapin; (E) Vezujuce interakcije ziprazidona u
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H;-R; (F) RMSD proteinskog skeleta H;-R/ziprazidon, (G) RMSD ziprazidona i (H) RMSD
aminokiselina u vezuju¢em mestu H;-R/ziprazidon; (I) Vezujuce interakcije lumateperona u H;-R;
(J) RMSD proteinskog skeleta H;-R/lumateperon, (K) RMSD lumateperona i (L) RMSD
aminokiselina u vezuju¢em mestu H;-R/lumateperon. RMSD - srednja kvadratna devijacija.

U cilju dalje potvrde stabilnosti proucavanih sistema, izracunat je broj vodoni¢nih
interakcija koje se formiraju tokom vremena trajanja simulacije (369). Osnovni kriterijumi koji
opisuju vodoni¢ne veze (H-veze) definiSu da optimalna udaljenost izmedu akceptora i donora treba
biti manja ili jednaka 3,5 A, a ugao koji se formira manji ili jednak 30°. Rezultati dobijeni u ovoj
studiji su prikazani na Slici 4.4. Broj vodoni¢nih interakcija koji se ostvaruje izmedu proucavanih
proteina 1 liganada je konzistentan tokom cCitave produkcione faze od 50 ns. Takode, dobijeni
rezultati su u skladu sa finalno analiziranim kompleksima. Kao §to je prikazano na Slikama 4.4-A,
D 1 G, klozapin tokom c¢itavih 50 ns formira samo jednu stabilnu vodoni¢nu interakciju sa sva tri
proucavana receptora, i to sa asparaginskom kiselinom na poziciji 3.32. Suprotno tome, ziprazidon
u vezuju¢em mestu 5-HT,4-R ostvaruje tri interakcije koje se stabilizuju nakon 25 ns simulacije, Sto
je pokazano i RMSD analizom (Slika 4.4-B). Sa D, i H; receptorima ziprazidon formira dve
vodoni¢ne interakcije koje su stabilne od samog pocetka produkcione faze (Slike 4.4-E i 4.4-H).
Broj ostvarenih vodonicnih interakcija izmedu 5-HT4-R i lumateperona je varirao izmedu dve i tri,
da bi poslednjih 20 ns ostao stabilan sa dve interakcije (Slika 4.4-C). Ipak, sa D, 1 H; receptorima
lumateperon je formirao samo jednu H-vezu koja je odrzala stabilnost tokom c¢itavih 50 ns
simulacije MD (Slike 4.4-F i 4.4-1).

Visoka stabilnost proucavanih vodoni¢nih interakcija tokom 50 ns simulacije MD ukazuju
na dobro uklapanje liganada u aktivhim mestima proucavanih receptora, bez pojave znacajnih
devijacija u broju H-veza tokom trajanja simulacije.
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Slika 4.4. Broj vodoni¢nih (H) veza u proucavanim sistemima tokom 50 ns simulacija molekulske
dinamike. 5-HT,4-R — klozapin (A)/ziprazidon (B)/lumateperon (C); D,-R — klozapin
(D)/ziprazidon (E)/lumateperon (F); H;-R — klozapin (G)/ziprazidon (H)/lumateperon (I).
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Dodatno, za validaciju rezultata MD izracunate su i vrednosti SASA parametra, uzimajuci u
obzir aminokiseline iz vezuju¢eg mesta. SASA parametar se Cesto koristi za definisanje povrSine
proteina koja je dostupna rastvaracu, kao i za predvidanje potencijalnih konformacionih promena u
sistemu (370). Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.5 i ukazuju na stabilnost izraCunatih SASA
vrednosti tokom simuliranih 50 ns. Takode, uoc¢eno je da su fluktuacije u svim sistemima manje od
4 nm” tokom poslednjih 25 ns. Prema tome, moguée je zakljuiti da aktivna mesta u prou¢avanim
kompleksima 5-HT,4, D, 1 H receptora ne podlezu znacajnim konformacionim promenama u fazi
produkcije, dodatno potvrdujuci pouzdanost dobijenih rezultata.
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Slika 4.5. SASA vrednosti izraCunate za aminokiseline u vezuju¢im mestima proucavanih
kompleksa tokom 50 ns simulacije molekulske dinamike. (A) 5-HT,5-R — klozapin
(zuto)/ziprazidon (plavo)/lumateperon (ljubicasto); (B) D,-R — klozapin (Zuto)/ziprazidon
(plavo)/lumateperon (ljubicasto); (C) H;-R — klozapin (zuto)/ziprazidon (plavo)/lumateperon
(ljubicasto).

Uzimajuéi u obzir rezultate dobijene raCunanjem RMSD i SASA vrednosti, kao i
sagledavanjem ostvarenih H-veza, moze se zakljuciti da je 50 ns produkcione faze u simulacijama
MD bilo dovoljno da se uspostavi ravnoteza i stabilnost svih proucavanih kompleksa. 1z tog
razloga, dobijeni rezultati predstavljaju dobru osnovu za dalja ispitivanja primenom studije
molekulskog dokinga i 3D-QSAR modelovanja.

4.1.2 Molekulski doking

Nakon $to je dokazano da su svi proucavani kompleksi stabilni tokom simulacija MD 1 da
sistem ne trpi znacajne konformacione promene, primenjena je metoda molekulskog dokinga u cilju
formiranja bioaktivnih konformacija svih ispitivanih jedinjenja.

Inaktivne konformacije 5-HT,4, D, 1 H; receptora u kompleksima sa referentnim
antagonistima, koji se nalaze u najverovatnijoj bioaktivnoj konformaciji, su preuzete iz poslednjeg
koraka svake MD simulacije. Ostvarene intermolekulske interakcije u ispitivanim sistemima su
prikazane na Slikama 4.1-4.3. Uoceno je prisustvo svih hidrofobnih, vodoni¢nih, kao 1
elektrostatiCkih interakcija koje imaju vaznu ulogu u vezivanju za ispitivane 5-HT,4, D, 1 H;
receptore, Sto dodatno validira dobijene rezultate (150,174,198). Selektovane konformacije proteina
1 liganada su dalje koriS¢ene kao osnova za formiranje bioaktivnih konformacija ostalih jedinjenja
1z ispitivanog seta podataka.

Na osnovu klastera kojem pripadaju, ispitivana jedinjenja su dokovana u odredenu
konformaciju receptora. Finalne konformacije ispitivanih jedinjenja su izabrane na osnovu
izraCunate energije vezivanja i konformacionog preklapanja sa referentnim ligandom. Rezultati
studije molekulskog dokinga su prikazani u Tabelama A7.4-A7.6, a validacija je izvrSena
racunanjem RMSD vrednosti. U cilju procene preklapanja geometrije liganada iz 3D struktura 1
onih dobijenih molekulskim dokingom, uraden je re-doking i izrac¢unate RMSD vrednosti su
prikazane u Tabeli 4.1. Za dodatnu validaciju molekulskog dokinga, izracunate su 1 RMSD
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vrednosti teSkih atoma izmedu konformacija referentnih liganada dobijenih nakon simulacija MD i
konformacija dobijenih molekulskim dokingom (Tabela 4.1).

Posto su sve izraGunate vrednosti nize od opste prihvaéene graniéne RMSD vrednosti (2 A),
moguce je zakljuciti da se rezultati studije molekulskog dokinga mogu smatrati pouzdanim (287).

Tabela 4.1. RMSD vrednosti dobijene re-dokingom jedinjenja iz 3D struktura kao i referentnih
jedinjenja iz simulacije MD.

Kompleks RMSD
5-HT-R — risperidon 0,76
D,-R — risperidon 1,26
H;-R — doksepin 0,89
5-HT;-R — klozapin 1,44
5-HT,s-R — ziprazidon 0,64
5-HT4-R — lumateperon 1,54
D,-R — klozapin 0,20
D,-R — ziprazidon 0,60
D,-R — lumateperon 0,65
H;-R - klozapin 1,18
H;-R — ziprazidon 1,27
H;-R — lumateperon 1,76

4.1.3 3D-QSAR studija

Sa ciljem da se Sto tacnije predvide potencijalne bioaktivne konformacije ispitivanih
liganada koriS¢ene su studije molekulske dinamike 1 molekulskog dokinga. Na osnovu dobijenih
konformera izracunati su specificni GRIND deskriptori koji predstavljaju strukturne osobine
jedinjenja odgovorne za ispoljavanje bioloSke aktivnosti.

U ovom istrazivanju su formirana tri regresiona modela, za 5-HT»a, D> 1 H; receptor, u cilju
definisanja farmakofore dualnih antagonista 5-HTa/D>-R, sa smanjenim afinitetom za H;-R.
Rezultati pKi vrednosti predvideni formiranim 3D-QSAR modelima su prikazani u Tabelama A7.7-
A7.9, dok je odnos predvidenih 1 eksperimentalnih vrednosti graficki prikazan na Slici 4.6.

U nastojanju da se formiraju pouzdani 3D-QSAR modeli sa dobrom mo¢i predvidanja,
izraCunati su parametri interne i eksterne validacije (Tabela 4.2). Interna prediktivnost modela je
potvrdena visokim vrednostima R* i Q® (> 0,5) i niskin RMSEE vrednostima. Ta&nost u
predvidanju modela za eksterni set podataka je definisana koriS¢enjem jedinjenja iz test seta.
Dobijene vrednosti statistickih parametara Rzpred, rzm, r/zm 1 fzm vece od 0,5, vrednosti Arzm nize od
0,2 1 niske RMSEP vrednosti su ukazale na dobru stabilnost i prediktivni potencijal formiranih 3D-
QSAR modela, koji mogu da se koriste za pouzdano kvantitativno predvidanje aktivnosti novih
dizajniranih jedinjenja.

GRIND varijable sa najznacajnijim uticajima na bioloSku aktivnost ispitivanih Jedmj enja na
odredenom receptoru su prikazane na Slici 4.7. Varijable su predstavljene brojevima i opisuju
optimalnu udaljenost izmedu dve iste ili razli¢ite hemijske probe. Identifikovane varijable sa
pozitivnim uticajem su u direktnoj korelaciji sa proucavanim pKi vrednostima, dok varijable sa
negativnim uticajem uticu na smanjenje pKi vrednosti.
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Eksperimentalne pKi vrednosti Ekisperimentalne pKi vrednosti Eksperimentalne pKi vrednosti

Slika 4.6. Odnos predvidenih i eksperimentalnih pKi vrednosti u 3D-QSAR modelima za 5-HT,5-R
(A), DR (B) i Hi-R (C).

Tabela 4.2. Rezultati interne 1 eksterne validacije formiranih 3D-QSAR modela.

Model o’ R RMSEE R’,.. RMSEP o o Pu AP, PP k'
5-HT,;,-R 0,66 0,92 0,43 0,82 0,38 0,71 081 0,76 0,10 0,01 0,97
D,-R 0,61 0,81 0,36 0,77 0,25 0,69 0,76 0,72 0,08 0,00 1,01
H,-R 0,76 0,91 0,34 0,78 0,41 0,78 0,60 0,69 0,18 0,07 1,01
. < 0,85 <
Kriterijum >0,50  >0,70 20,50, prrepn >0.50 0 >0.50  >0,50  <0,20 <0,10 K< 115
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Slika 4.7. Varijable sa pozitivnim i negativnim uticajem na aktivnost za 3D-QSAR modele: 5-
HT24-R (A), D>-R (B) i H;-R (C).

4.1.4 Analiza strukture farmakofore ispitivanih antagonista 5-HT,s-R

Formirani i validirani 3D-QSAR model je omoguéio formiranje kvantitativne zavisnosti
izmedu izracunatih deskriptora ispitivanih antagonista i bioloSke aktivnosti na 5-HT»a-R, pruzajuci
jedinstven uvid u najvaznije strukturne karakteristike odgovorne za potentno antagonisticko
delovanje.

Varijable sa najznaajnijim pozitivnim uticajem na aktivnost ispitivanih antagonista na 5-
HT,4-R su: var257 (TIP-TIP: 21,20 - 21,60 A), var447 (DRI-TIP: 15,60 - 16,00 A), var379 (DRI-
N1: 15,60 - 16,00 A), var176 (N1-N1: 16,00 - 16,40 A), var288 (DRI-O: 6,40 - 6,80 A), var510 (O-
N1: 13,60 - 14,00 A) i var662 (N1-TIP: 20,00 - 20,40 A), dok su negativan uticaj ispoljile varijable:
var460 (DRI-TIP: 20,80 - 21,20 A), var263 (TIP-TIP: 23,60 - 24,00 A) i var644 (N1-TIP: 12,80 -
13,20 A) (Slika 4.7-A). Kratak opis selektovanih varijabli je predstavljen u Tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. Najvaznije varijable sa pozitivnim i negativnim uticajem na antagonisti¢ku aktivnost
ispitivanih liganada na 5-HT,4-R.

Varijable Parovi proba  Udaljenost (A) Opis
NI1-N1 B Dve grupe sa osobinama akceptora vodoni¢ne veze na optimalnoj
varl76 (pozitivna) 16,00 - 16,40 udaljenosti, prisutne kod potentnih liganada iz klastera 2.
var257 TIB-TIP 2120 - 21.60 Oznaf:a\{a duz.lnu J(.ec.hnj.etya.u klasteru 2 i ima vazan uticaj na
(pozitivna) povecanje aktivnosti jedinjenja za 5-HT,4-R.
var263 TIP-TIP 23.60 24,00 Nepoyoljna gdgl]epqst .1zmedu dva sterna regiona prisutna kod
(negativna) nekoliko dugih jedinjenja.
DRY-O DefiniSe udaljenost izmedu hidrofobnog regiona i protonovanog
var288 .. 6,40 - 6,80 azota kao donora vodoniéne veze. Prisutna kod svih proucavanih
(pozitivna) T
jedinjenja.
var379 DRY.—NI 15.60 — 16,00 Opisuje pozeljnu gdaljenost 1z¥1.16d1.1 h1Qr0f0pnog regiona i
(pozitivna) akceptora H-veze. Prisutna kod veéine jedinjenja iz klastera 2 i 3.
DRY-TIP Slicno var257, opisuje pozitivan uticaj optimalne udaljenosti
var447 . 15,60 — 16,00 izmedu hidrofobnih i sternih regiona kod jedinjenja iz klastera 2 i
(pozitivna) 3
DRY-TIP B Slicno var263, ukazuje da povecanje udaljenosti izmedu
vard60 (negativna) 20,80 -21,20 hidrofobnih i sternih regiona negativno uti¢e na aktivnost.
vars10 OTNl 13.60 — 14,00 Prlvsustvo akce}?tora i donprg H—yege na odredenoj udaljenosti,
(pozitivna) uoceno kod vecine potentnih jedinjenja iz klastera 2.
var644 NI-TIP 12,80 — 13.20 Prlsu.tna kod manje aktivnih jedinjenja iz klasterg 1 .kO_]a poseduju
(negativna) sterni region i akceptora H-veze na manjem rastojanju.
N1-TIP Slicno varl76 i var379, opisuje akceptora H-veze i sterni region
var662 (pozitivna) 20,00 — 20,40 na optimalnom rastojanju. Uglavnom izrazena kod jedinjenja iz

klastera 2.

Jedinjenja iz klastera 1 su tricikli¢ni derivati dibenzocikloheptena sa opsegom pKi vrednosti
za 5-HT,4-R od 5,92 do 8,80. Analizom formiranog 3D-QSAR modela je pokazano da samo var288
(DRY-O ) ima snaZan pozitivan uticaj na aktivnost ispitivanih jedinjenja iz ovog klastera. Visoka
vrednost ove varijable, koja opisuje optimalnu udaljenost od 6,40 - 6,80 A izmedu hidrofobnog
centra, triciklicnog prstena, i protonovanog azota kao donora H-veze, je izraCunata za najaktivnije
jedinjenje iz ove grupe, ChEMBL366164 (pKi = 8,80) (Slika 4.8-A).

Suprotno tome, najve¢i negativni uticaj na aktivnost ispitivanih antagonista je pokazala
varijabla N1-TIP, var644 (Slika 4.8-B). Ona definiSe nepovoljnu udaljenost (12,80 - 13,20 A)
izmedu akceptora H-veze, karboksilne grupe, i sternog regiona oko dibenzocikloheptenskog
prstena. Specificna duZina jedinjenja iz klastera 1, koja je niza od optimalne (var257), je ogranicila
prisustvo znacajnih varijabli sa pozitivnim uticajem poput: varl76 (N1-N1), var257 (TIP-TIP),
var379 (DRY-N1), var447 (DRY-TIP), var510 (O-N1) 1 var662 (N1-TIP), koje su izraZene kod
potentnih jedinjenja iz klastera 2 1 3.

Derivati 1,2-benzoizotiazola ¢ine jedinjenja iz klastera 2 sa opsegom pKi vrednosti 7,00-
11,00 za 5-HT»a-R. Sve izratunate GRIND varijable, koje su pokazale zna¢ajan pozitivan uticaj na
aktivnost ispitivanih antagonista, su prisutne u referentnom jedinjenju ove grupe, ziprazidonu
(ChEMBL708) (Slika 4.8-C). 3D-QSAR studijom su izdvojene varijable DRY-TIP (var447: 15,60 -
16,00 A) i TIP-TIP (var257: 21,20 - 21,60 A) koje defini$u optimalnu duZinu visoko potentnih
jedinjenja klastera 2. Njima se opisuje prostorna udaljenost izmedu sterne regije oko oksindolnog
prstena 1 1,2-benzoizotiazolnog prstena kao sternog ili hidrofobnog centra (Slika 4.8-C). Prema
tome, moguce je zakljuciti da prisustvo dva heterociklicna prstena na odredenoj udaljenosti
povecava biolosku aktivnost i pruza povoljno uklapanje u vezivno mesto 5-HT,5-R. Posmatrajuci
korelogram N1-N1 primetno je da varl76 poseduje snazan pozitivan uticaj na pKi vrednosti,
ukazuju¢i na optimalnu udaljenost izmedu dva akceptora H-veze, karbonilnog kiseonika
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oksindolnog prstena i azotovog atoma benzotiazolnog prstena, od 16,00 — 16,40 A (Slika 4.8-C).
Vaznost vodoni¢nih interakcija u aktivnom mestu proucavanog 5-HT,a-R je dodatno potvrdena
GRIND varijablama DRY-N1, O-N1 i N1-TIP. Veéina potentnih jedinjenja iz klastera 2 poseduje
visoke vrednosti varijabli N1-TIP (var644: 12,80 - 13,20 A) i DRY-N1 (var379: 15,60 - 16,00 A),
koje opisuju povoljnu udaljenost izmedu karbonilnog kiseonika oksindolnog prstena, kao akceptora
H-veze, i benzotiazolnog prstena kao sternog ili hidrofobnog centra (Slika 4.8-C). Pored toga, O-N1
(var510) varijablom je pokazano da osim akceptora H-veze, i grupe sa donorskim osobinama
pozitivno koreliSu sa bioloSkom aktivnosti ispitivanih liganada na 5-HT;5-R. Ona definiSe
udaljenost izmedu —NH grupe oksindolnog prstena, kao donora, i atoma azota benzotiazolnog
prstena kao akceptora H-veze (Slika 4.8-C). Kao 1 kod jedinjenja iz klastera 1, i ovde je prisutna
var288 (DRY-O), koja ukazuje na vaznost protonovanog azota piperazinskog prstena za
ostvarivanje kljucne elektrostaticke interakcije sa aktivnim mestom 5-HT»4-R (Slika 4.8-C) (157).

U okviru klastera 2, nizak afinitet za 5-HT,5-R (pKi = 8,32) je eksperimentalno odreden za
ChEMBL253233 (Slika 4.8-D). Pokazano je da dodatno uvodenje benzamidnog supstituenta visoko
koreliSe sa niskom aktivnoscu izabranog liganda, Sto opisuje DRY-TIP varijabla (var460). Naime,
ona pokazuje da poveéanje udaljenosti izmedu sternih i hidrofobnih regija (20,80 - 21,20 A), u
odnosu na optimalnu udaljenost (var447: 15,60 - 16,00 A), onemoguéava povoljno uklapanje u
aktivno mesto 5-HT»4-R (Slika 4.8-D).

Klaster 3 (pKi: 6,15-9,27) je sacinjen od jedinjenja koja predstavljaju tetraciklicne
hinoksalinske derivate, ¢iji je strukturni predstavnik lumateperon (ChEMBL3233142). Formiranim
3D-QSAR modelom je pokazano da prisustvo dve grupe sa hidrofobnim osobinama, poput
tetraciklicnog i1 benzenovog prstena na optimalnoj udaljenosti, pozitivno korelisSe sa pKi
vrednostima proucavanih antagonista za 5-HT,4-R, $to je opisano varijablama DRY-TIP (var447:
15,60 - 16,00 A) i TIP-TIP (var257: 21,20 - 21,60 A) (Slika 4.8-E). Pored toga, vaZnost
akceptorskih osobina hinoksalinskog prstena, u cilju ostvarivanja potencijalne vodoni¢ne interakcije
sa aminokiselinama iz aktivnog mesta 5-HT,5-R, je definisana var379 (DRY-NI) i var662 (N1-
TIP) (Slika 4.8-E). Kao 1 kod ispitivanih jedinjenja iz klastera 1 1 2, GRIND varijabla DRY-O
(var288) je takode prisutna i1 kod jedinjenja klastera 3, opisujuc¢i udaljenost izmedu tetracikli¢ne

strukture 1 piperazinskog azota (Slika 4.8-E).

Visoke vrednosti negativnih GRIND varijabli TIP-TIP (var263: 23,60 - 24,00 A) i DRY-TIP
(var460: 20,80 - 21,20 A) ukazuju da prisustvo sternog centra, poput metil grupe, na duzem
rastojanju od hinoksalinskog prstena uti¢e na smanjenje bioloske aktivnosti za 5-HT»a-R, kao kod
ChEMBL3233416 (pKi = 6,15) (Slika 4.8-F). Niza aktivnost ovog jedinjenja takode moze biti
opisana i nedostatkom znacajnih varijabli sa pozitivnim uticajem, NI1-TIP (var662) i DRY-N1
(var379), zbog povecane udaljenosti izmedu ovih regiona.
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Slika 4.8. GRIND varijable iz 3D-QSAR studije sa najznacajnijim pozitivnim (crvene) i negativnim
(plave) uticajem na aktivnost ispitivanih antagonista na 5-HT4-R. Jedinjenja klastera 1: (A)
ChEMBL366164 i (B) ChEMBL1277585; jedinjenja klastera 2: (C) ChREMBL708-ziprazidon i (D)
ChEMBL253233; jedinjenja klastera 3: (E) ChEMBL3233142-lumateperon i (F)
ChEMBL3233416. Hidrofobne regije (DRY) su prikazane Zutom bojom, sterne regije (TIP)
zelenom, regija donora H-veze (O) je prikazana crvenom bojom dok akceptora H-veze (N1)
plavom.

4.1.5 Interakcije u vezuju¢em mestu 5-HT,,-R

U daljem istrazivanju primenjena je studija molekulskog dokinga u cilju validacije rezultata
3D-QSAR analize.

Konformacija 5-HT»a-R nakon simulacije sa klozapinom je kori$¢ena za doking jedinjenja
iz klastera 1. Analiza intermolekulskih interakcija ChEMBL366164 1 ChEMBL1277585 je ukazala
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na povoljno uklapanje tricikli¢ne strukture ispitivanih antagonista sa donjim hidrofobnim dzepom u
aktivnom mestu 5-HT,4-R (Slike 4.9-A 1 4.9-B). Naime, ovaj segment je odgovoran za formiranje
-1 interakcije sa aminokiselinom Trp336%*, z-alkil interakcija sa Vall56 i I1e210 na pozicijama
3.3314.61,1 VAW interakcija sa aminokiselinama iz TM domena 3, 51 6: Ser159°3 6, Ser2425‘461,
He163**°, Me237°*%, Gly238>*+, Phe234°*, Phe243°* i Phe340% (Slike 4.9-A i 4.9-B). U
gornjem delu aktivnhog mesta, jedinjenja su ucestvovala u formiranju dodatnih hidrofobnih
interakcija sa Val366'>" i Tyr370"*%. Pored toga, uoeno je da najaktivnije jedinjenje iz ove grupe
usled prisustva atoma sumpora, kao akceptora H-veze, gradi vodoni¢nu interakciju sa Thr160 na
poziciji 3.37 (Slika 4.9-A). Kljucna elektrostaticka interakcija koja nastaje izmedu suprotno
naelektrisanih molekula (eng. salt bridge), Aspl55°2% i azota iz piperazinskog prstena, je prisutna
kod svih ispitivanih jedinjenja (Slike 4.9-A 1 4.9-B). Rezultati dobijeni studijom molekulskog
dokinga potvrduju zakljucke 3D-QSAR analize za klaster 1.

Za doking jedinjenja iz klastera 2 iskoriS¢ena je struktura 5-HT,4-R nakon simulacije MD sa
ziprazidonom. Kao §to je prikazano na Slikama 4.9-C 1 4.9-D, benzotiazolna grupa ispitivanih
jedinjenja takode uspostavlja kontakt sa najznacajnijim aminokiselinama iz donjeg hidrofobnog
podruc¢ja. Tako manje elektronegativan od atoma kiseonika, sumporov atom ima moguénost
formiranja vodoni¢nih veza koje mogu uticati na stabilizaciju proucavanog kompleksa (371).
Studijom molekulskog dokinga je pokazano da sumpor iz benzotiazolnog prstena ziprazidona
formira vodoni¢nu vezu sa Thr160>’, kao i ChEMBL366164 iz klastera 1 (Slika 4.9-C). Ovo je
moguce potvrditi 1 varijablama iz formiranog 3D-QSAR modela, var176 (N1-N1) i var510 (O-N1),
koje isticu vaznost prisustva akceptora H-veze na ovoj poziciji. U odnosu na klaster 1, jedinjenja iz
klastera 2 karakteriSe prisustvo drugog hidrofobnog regiona, koji je etil piperazinskim mostom
odvojen od prvog. Ovaj region se povoljno uklapa u gornji hidrofobni dzep ispitivanog 5-HT,5-R,
ostvarujuci interakcije sa slede¢im aminokiselinama: Ser1312'60, 1161352'64, 1161523'29, Tyr139,
Tyr370"*%, Trpl51>*% Leu228!, Leu229"% Asn3637° i Val366’~° (Slika 4.9-C). GRIND
varijablama DRY-TIP (var447: 15,60 - 16,00 A) i TIP-TIP (var257: 21,20 - 21,60 A) iz 3D-QSAR
studije je definisana optimalna udaljenost izmedu opisanih hidrofobnih regiona, dok je pokazano da
bilo koje povecanje razdaljine negativno koreliSe sa antagonistiCkom aktivno$¢u na 5-HT»a-R
(var263 1 var 460) (Slika 4.9-D). Protonovani azot iz piperazinskog mosta je odgovoran za
formiranje interakcije sa Asp155°~* (Slike 4.9-C i 4.9-D). Takode, uo&eno je da jedinjenja sa veéim
pKi vrednostima za 5-HT»a-R, poput ziprazidona, formiraju konvencionalnu vodoni¢nu vezu sa
polarnom aminokiselinom iz TM domena 7, Asn3637% (Slika 4.9-C). Ova interakcija je dodatno
potvrdena znacajnim varijablama iz 3D-QSAR studije: var176, var379 1 var662, koje isti¢u vaznost
donorskih 1 akceptorskih interakcija u aktivnom mestu prouc¢avanog 5-HT,a-R. Suprotno tome,
prisustvo benzamidnog supstituenta kod najmanje aktivnog jedinjenja ovog klastera,
ChEMBL253233, je izazvalo specificnu konformaciju koja onemogucéava formiranje vodoni¢nih
interakcija (Slika 4.9-D).

Konformacija 5-HT»a-R iz kompleksa sa lumateperonom, dobijena nakon 50 ns simulacije
MD, je koriS¢ena za doking tetraciklicnih liganada iz klastera 3. Na Slikama 4.9-E 1 4.9-F su
prikazani lumateperon, kao predstavnik ove grupe, 1 najmanje aktivho jedinjenje,
ChEMBL3233416. Uoceno je da je njihov nacin vezivanja za 5-HT,4-R sli¢an ziprazidonu, gde je
hinoksalinski prsten pozicioniran u donjem hidrofobnom dzepu, dok je benzenski prsten u gornjem,
ostvarujuci interakcije sa svim vaznim aminokiselinama iz ovih regiona. Manja aktivnost ovih
derivata u odnosu na ziprazidon moze biti opisana nedostatkom vodoni¢ne interakcije sa polarnom
aminokiselinom Asn363’°, dok je prime¢eno da atom fluora interaguje sa Trp367 " (Slika 4.9-E).
Ovo je moguce potvrditi i nedostatkom pozitivnih varijabli iz 3D-QSAR studije, var379 i var662,
koje opisuju optimalnu udaljenost izmedu donjeg hidrofobnog/sternog regiona, i akceptora H-veze
prisutnog u gornjem heterociklicnom prstenu.
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Slika 4.9. Identifikovane intermolekulske interakcije u vezuju¢em mestu 5-HT»4-R proucavanih
liganada: (A) ChEMBL366164, (B) ChEMBL1277585, (C) ChEMBL708-ziprazidon, (D)
ChEMBL253233, (E) ChEMBL3233142-lumateperon i (F) ChREMBL3233416. Ljubi¢astom bojom
su prikazane n-alkil i n-w interakcije, vodoni¢ne veze su prikazane zelenom, salt bridge interkacija
je narandzasta, dok su aminokiseline koje formiraju hidrofobne VAW interakcije uokvirene.

Rezultati dobijeni ovom analizom farmakofore 5-HT,a receptora su u skladu sa rezultatima
studije koja je obuhvatila, pored derivata klozapina i ziprazidona, i derivate sulfonilpiridina (372).
Najvaznije GRIND varijable iz ove studije su prikazane u Tabeli 4.4. Prouc¢avanjem njihovog
uticaja na bioloSku aktivnost ispitivanog seta jedinjenja na 5-HT,4-R potvrden je pozitivan uticaj
prisustva dva hidrofobna centra na optimalnom rastojanju (var37, var240). Manja udaljenost
izmedu sternih regiona, kao kod derivata klozapina, je pokazala negativan uticaj (var222). Iz tog
razloga, moguce je zakljuciti da duzina jedinjenja sa potentnim antagonistickim delovanjem treba
biti zadrZzana u cilju povoljnog uklapanja u vezivno mesto 5-HTa-R. Takode, ova studija je
dodatno potvrdila povoljan uticaj donora i akceptora H-veze u cilju ostvarivanja interakcije sa
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Asn363 iz TM domena 7, koja moze usloviti potencijalnu selektivnost i1 stabilnost formiranog
kompleksa (var288, var361).

Sulfonilpiridinski derivati predstavljaju specificnu grupu ovog ispitivanog seta jedinjenja sa
pKi vrednostima 7,19-9,72. Najaktivnije jedinjenje iz ove grupe, ChEMBL240876, poseduje
varijable sa pozitivnim uticajem na aktivnost, poput: var37 (DRY-DRY), var240 (TIP-TIP), var288
(DRY-O) 1 vard25 (DRY-TIP) (Slika 4.10-A). One naglasavaju povoljno rastojanje izmedu
hidrofobnih i sternih regija u ispitivanom jedinjenju, kao i vaznost prisustva donora H-veze (-OH
grupe). Zamena —OH supstituenta sa metoksi grupom, koja moze biti samo akceptor H-veze, je
rezultirala u smanjenju pKi vrednosti za 5-HT,5-R (ChEMBL240878, pKi = 7,19), §to je opisano
negativnom TIP-TIP varijablom (var222) (Slika 4.10-B). Ono po ¢emu se ova grupa razlikuje od
ostalih ispitivanih antagonista je nedostatak protonovanog azota u strukturi. Iz tog razloga, znac¢ajna
GRIND varijabla DRY-O (var262) nije prisutna kod ovih derivata, kao ni interakcija sa klju¢nom
aminokiselinom Asp155°** (Slike 4.10-C i 4.10-D). Iako ovim jedinjenjima nedostaje centralni
alifaticni amin, eksperimentalno je pokazano da poseduju visok afinitet vezivanja za 5-HT,-R
(373). Na osnovu toga, moguce je zakljuciti da protonovani azot nije neophodan, ali je pozeljan u
ostvarivanju interakcije sa aminergickim receptorima pruzaju¢i vecu stabilnost formiranih
kompleksa (372).

Tabela 4.4. Najvaznije varijable sa pozitivnim i negativnim uticajem na antagonisti¢ku aktivnost
ispitivanih liganada na 5-HT,4-R iz studije koja obuhvata derivate sulfonilpiridina (372).

Varijable Parovi proba  Udaljenost (A) Opis

var37 DRY._DRY 14,80 — 15,20  Predstavlja optimalnu udaljenost izmedu dva hidrofobna centra.
(pozitivna)

var262 DRY-O 4,00 — 4,40 Prlsutlvla kodvsv1h _]e'dlnj enja osim kod derivata sulfonilpiridina.
(pozitivna) NaglaSava vaznost prisustva protonovanog azota.

var288 DRY-O 14,40 — 14.80 DefiniSe .uc.lzjlljenost 1;medu .hldrqfobnog regiona i donora H-veze.
(pozitivna) Karakteristi¢na za derivate ziprazidona.
DRY-TIP Opisuyje  povoljnu  duzinu visoko potentnih  antagonista,

var425 .. 18,80 — 19,20  predstavljajuéi udaljenost izmedu hidrofobnih i sternih regiona kod
(pozitivna) . . . . o e

derivata ziprazidona i sulfonilpiridina.

varl33 Nl-Nl 2.80 - 3.20 Nepovoljan utlf:aj karboksilne grupe na biolosku aktivnost kod
(negativna) derivata klozapina.

var240 TIB-TIP 20,40 — 20,80 Udalj enost '1zmedu sternih regija kod derivata ziprazidona i
(pozitivna) sulfonilpiridina.
DRY-NI Ukazuje na vaznost prisustva akceptora H-veze, poput karbonilnog

var361 o 18,40 — 18,80  kiseonika, na odredenoj udaljenosti od heterocikli¢nog prstena kao
(pozitivna) .

hidrofobnog centra.

var222 TIP-TIP 13.20 — 13,60 Oplsuje. neggtlvpu korela.cgu. 1zmefiu du.zme .Jedlnjen]a koja

(negativna) pripadaju derivatima klozapina i bioloske aktivnosti na 5-HT,,-R.
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Slika 4.10. Identifikovane GRIND varijable i intermolekulske interakcije u vezujuéem mestu 5-
HT,4-R sulfonilpiridskih derivata: (A) 1 (C) ChEMBL240876, (B) i (D) ChEMBL240878.
Hidrofobne regije (DRY) su prikazane zutom bojom, sterne regije (TIP) zelenom, regija donora H-
veze (O) je prikazana crvenom bojom dok akceptora H-veze (N1) plavom. Kod rezultata
molekulskog dokinga, ljubicastom bojom su prikazane n-alkil i n-nt interakcije, vodoni¢ne veze su
prikazane zelenom, dok su aminokiseline koje formiraju hidrofobne VdW interakcije uokvirene.

4.1.6 Analiza strukture farmakofore ispitivanih antagonista D,-R

Formiranim 3D-QSAR modelom za D,-R omoguceno je sagledavanje najvaznijih
strukturnih deskriptora koji uti€u na bioloSku aktivnost ispitivanih antagonista na ovom
aminergickom receptoru.

Najznacajnije varijable sa pozitivnim uticajem na antagonisticku aktivnost na D,-R su:
var422 (DRY-TIP : 12,80 - 13,20 A), var635 (N1-TIP: 20,00 - 20,40 A), var551 (O-TIP: 12,40 -
12,80 A), var563 (O-TIP: 17 ,20 - 17,60 A), var296 (DRY-O: 14,40 - 14,80 A), var149 (N1-N1:
7,60 - 8,00 A) i var470 (O-N1: 6,00 - 6,40 A), dok su negativan uticaj ispoljile varijable: var534
(O-TIP: 5,60 - 6,00 A), var440 (DRY-TIP: 20,00 - 20,40 A) i var43 (DRY-DRY: 17,20 - 17,60 A)
(Slika 4.7-B). Kratak opis selektovanih varijabli je predstavljen u Tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Najvaznije varijable sa pozitivnim i negativnim uticajem na antagonisticku aktivnost
ispitivanih liganada na D,-R.

Varijable Parovi proba  Udaljenost (A) Opis
DRY-DRY Udaljenost izmedu dva hidrofobna centra veca od optimalne ima
var43 . 17,20 - 17,60 . o . TR
(negativna) negativan uticaj na aktivnost ispitivanih liganada na D,-R.
NI-NI Opisuyje optimalnu udaljenost izmedu dva akceptora H-veze,
varl49 " 7,60 — 8,00 uglavnom prisutna kod jedinjenja sa ve¢im pKi vrednostima za D,-
(pozitivna) R
var296 DRY-O 14,40 — 14.80 Definise .uq?ljenos't 1;medp hldrofobnog regiona i donora H-veze.
(pozitivna) Karakteristi¢na za jedinjenja iz klastera 2.
vard22 DRS.{TTIP 12,80 — 1320 Oplique povgljnu udaljengst }zrr}gdu .hldrqfobmh i stemlh regiona,
(pozitivna) svojstvena visoko potentnim jedinjenjima iz klastera 2 i 3.
vard40 DRY—.TIP 20,00 — 20,40 S.hcno Va?43., ukaguje d;l povecanje progtvorne udgljenostl izmedu
(negativna) hidrofobnih i sternih regiona negativno utice na aktivnost.
vard70 OTNl 6.00 — 6,40 Udavljenogt {zrr{e(?u gkceptora i donora H-veze. Prisutna kod svih
(pozitivna) poucavanih jedinjenja.
O-TIP Prisutna kod veéine nisko potentnih jedinjenja iz klastera 1 koja
var534 . 5,60 — 6,00 poseduju donora H-veze i sterni region na udaljenosti nizoj od
(negativna) .
optimalne.
O-TIP Opisuje udaljenost izmedu protonovanog azotovog atoma, kao
var551 .. 12,40 - 12,80  donora H-veze, i sternog regiona. Prisutna kod jedinjenja iz sva tri
(pozitivna)
klastera.
O-TIP Slicno var296, donor H-veze na odredenoj udaljenosti od sternog
var563 o 17,20 -17,60  centra pozitivno koreliSe sa aktivnoSc¢u jedinjenja iz klastera 2 za
(pozitivna) DR
-\,
var63s Nl.-".FIP 20,00 — 20,40 Uglavnom izrazena ‘kod jedinjenja iz klastf?ra 213, .deﬁnlse
(pozitivna) prostornu udaljenost izmedu akceptora H-veze i sternog regiona.

Opseg ispitivanih pKi vrednosti jedinjenja iz klastera 1 za D,-R je 5,66-8,64. Varijable sa
najve¢im intenzitetom koje poseduju pozitivan uticaj na biolosku aktivnost su varl49, var470 i
var551. Za najaktivnije jedinjenje iz ovog klastera, ChREMBL90882 (pKi = 8,60), izraCunate su
visoke vrednosti navedenih varijabli (Slika 4.11-A). Naime, varl49 je NI1-NI tip varijable koja
opisuje udaljenost izmedu dva akceptora H-veze, dibenzoksepinskog atoma kiseonika 1
piperazinskog azota, na rastojanju od 7,60-8,00 A (Slika 4.11-A). GRIND varijable O-N1 (var470) i
O-TIP (var551) dodatno validiraju rezultate 3D-QSAR studije ukazujuéi na vaznost prisustva
drugog, protonovanog, atoma azota u prstenu piperazina koji je kljuan za uspostavljanje
elektrostaticke interakcije sa D,-R. Var470 defini§e prostornu udaljenost (6,00-6,40 A) izmedu
pomenutog atoma azota kao donora H-veze i atoma kiseonika iz dibenzoksepina kao akceptora
(Slika 4.11-A). O-TIP varijablom (var551) je opisano rastojanje od 12,40-12,80 A izmedu
protonovanog azota 1 sterne regije oko tricikli€énog prstena (Slika 4.11-A).

Najnizu aktivnost medu proucavanim jedinjenjima iz klastera 1 poseduje ChEMBL6437
(pKi = 5,66). 3D-QSAR analizom je pokazano da GRIND varijabla O-TIP (var534) znacajno
koreliSe sa bioloSkom aktivnoséu ove grupe jedinjenja, opisuju¢i nepovoljnu udaljenost izmedu
donora H-veze, protonovanog azota i metil supstituenta kao sternog centra (Slika 4.11-B). U
poredenju sa jedinjenjima iz klastera 2, jedinjenja iz ove grupe generalno poseduju nize aktivnosti
na D»-R, §to je dodatno potvrdeno nedostatkom pozitivnih varijabli: var296, var563 1 var635.
Takode, nedostatak heteroatoma sa osobinama akceptora H-veze u tricikli¢noj strukturi je dodatno
doprineo smanjenju aktivnosti ove grupe jedinjenja.

Eksperimentalno dobijene pKi vrednosti ukazuju da jedinjenja iz klastera 2 poseduju visok
afinitet za D,-R (pKi: 7,17-9,05). Za opis varijabli sa najznacajnijim pozitivnim uticajem na
aktivnost izabrano je referentno jedinjenje ovog klastera, ziprazidon (pKip, = 8,30) (Slika 4.11-C).

85



Iz kros-korelograma DRY-O moguce je primetiti da var296 poseduje vazan uticaj na bioloSku
aktivnost, opisuju¢i optimalno prostorno rastojanje od 14,40-14,80 A izmedu benzotiazola kao
hidrofobnog centra i -NH grupe oksindolnog prstena, kao donora H-veze (Slika 4.11-C). Priblizna
udaljenost je definisana i DRY-TIP varijablom (var422: 12,80-13,20 A) koja ukazuje na
najpovoljniju udaljenost izmedu dva heterociklicna prstena (Slika 4.11-C). Kao i kod klastera 1,
znacajnost protonovanog azota u jedinjenju je potvrdena prisustvom varijabli O-N1 (var470) i O-
TIP (var551) (Slika 4.11-C). Pored toga, identifikovano je da veéina potentnih jedinjenja iz ovog
klastera poseduje visoke vrednosti var563 (O-TIP) i var635 (N1-TIP). Sli¢no ve¢ opisanoj var296,
GRIND varijabla O-TIP (var563) defini§e optimalnu distancu od 17,20-17,60 A izmedu sterne
regije benzotiazolnog prstena i —-NH grupe oksindola (Slika 4.11-C). S druge strane, varijabla N1-
TIP (var635: 20,00-20,40A) naglasava da prisustvo akceptora H-veze, poput karbonilnog kiseonika
oksindolnog prstena, na optimalnom rastojanju od istog sternog centra pozitivno korelisSe sa
bioloSkom aktivnos¢u proucavanih antagonista (Slika 4.11-C).

ChEMBLA400236 predstavlja najmanje aktivno jedinjenje ove grupe na D,-R (pKi = 7,17).
Analiza 3D-QSAR modela je pokazala da GRIND varijable DRY-DRY (var43) i DRY-TIP
(var440) poseduju najviSe izrazen negativan uticaj na aktivnost ovog jedinjenja. Naime, kao i kod
5-HT,a-R, poveéanje udaljenosti izmedu sternih i hidrofobnih regija (var43: 17,20 - 17,60 A i
var440: 20,00 - 20,40 A), usled uvodenja dodatnog supstituenta na oksindolnom prstenu,
nepovoljno uti¢e na uklapanje u vezivno mesto D,-R (Slika 4.11-D).

U okviru klastera 3, pKi vrednosti za D,-R su distribuirane u rangu 5,52-7,57. Visoku
eksperimentalnu aktivnost je pokazalo jedinjenje ChEMBL3233413 (pKi = 7,57). Potencijalno,
veca bioloska aktivnost ovog jedinjenja u odnosu na ostala iz klastera 3 mozZe biti objasnjena
prisustvom donora H-veze, -NH indazola, na optimalnom rastojanju od tetracikli¢nog prstena kao
hidrofobnog ili sternog centra (DRY-O, var296: 14,40-14,80 A; O-TIP, var563: 17,20 — 17,60 A)
(Slika 4.11-E). Sli¢no jedinjenjima iz klastera 2, prisustvo dva heterocikli¢na prstena je pokazalo
pozitivan uticaj na aktivnost ispitivanih jedinjenja za D,-R. GRIND varijabla DRY-TIP (var422:
12,80-13,20 A) definiSe optimalno rastojanje izmedu njih, dok O-TIP varijabla (var551: 12,40-
12,80 A) potvrduje vaznost protonovanog azota i kod ove grupe jedinjenja (Slika 4.11-E).

Najnizu aktivnost u ispitivanom setu liganada za D,-R je pokazalo jedinjenje
ChEMBL3233416 iz klastera 3 (pKi = 5,52). Bas$ kao i kod 5-HT»4-R, uvodenje metil supstituenta
na vecoj udaljenosti od tetracikli¢nog prstena kao hidrofobnog regiona je pokazalo negativan uticaj
na aktivnost ispitivanog jedinjenja (DRY-TIP, var440: 20,00 - 20,40 A) (Slika 4.11-F). Takode,
moguce je predvideti potencijalno loSe uklapanje ChEMBL3233416 u aktivnho mesto D»-R usled
vece udaljenosti izmedu dva heterociklicna prstena, Sto je opisano negativnom varijablom DRY-
DRY (var43: 17,20-17,60 A) (Slika 4.11-F). Nedostatak varijabli sa pozitivnim uticajem na
aktivnost: varl49, var296, var563 i var635, dodatno potvrduje rezultate koji sugeriSu da prisustvo
akceptora 1 donora H-veze na optimalnom rastojanju od tetraciklicnog prstena pozitivno korelise sa
antagonistickim delovanjem na D;-R.
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Slika 4.11. GRIND varijable iz 3D-QSAR studije sa najznacajnijim pozitivnim (crvene) i
negativnim (plave) uticajem na aktivnost ispitivanih antagonista na D,-R. Jedinjenja klastera 1: (A)
ChEMBL90882 i (B) ChEMBL6437; jedinjenja klastera 2: (C) ChEMBL708-ziprazidon i (D)
ChEMBL400236; jedinjenja klastera 3: (E) ChEMBL3233413 i (F) ChEMBL3233416. Hidrofobne
regije (DRY) su prikazane Zutom bojom, sterne regije (TIP) zelenom, regija donora H-veze (O) je
prikazana crvenom bojom dok akceptora H-veze (N1) plavom.

4.1.7 Interakcije u vezujuc¢em mestu D,-R

U cilju definisanja klju¢nih interakcija izmedu proucavanih antagonista 1 aminergickog D»-
R, kao i poredenja dobijenih rezultata sa analizom strukture farmakofore primenom 3D-QSAR
modelovanja, koriS¢ena je metoda molekulskog dokinga.

Konformacija D»-R sa klozapinom nakon simulacije MD je primenjena za doking jedinjenja
iz klastera 1. Nacin vezivanja antagonista opisanih u 3D-QSAR studiji, ChEMBL90882 1
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ChEMBL6437, je prikazan na Slikama 4.12-A i 4.12-B. Tricikli¢ni prsten oba jedinjenja pokazao je
dobro uklapanje sa hidrofobnim dZzepom D;-R koji je definisan aminokiselinama iz TM domena 3,
516: Cysl118™°, Ala122**, Val190°>%, Ser193°*, Ser194°*!, Phe198>*", Phe382°*, Trp386°* i
Phe389%°! (Slike 4.12-A i 4.12-B). Takode, uo&eno je da aktivnije jedinjenje, ChREMBL90882,
formira dve hidrofobne VdW interakcije sa aminokiselinama iz TM domena 7, Thr412 i Tyr416
(Slika 4.12-A). Klju¢na aminokiselina za delovanje na aminergickim receptorima, Asp na poziciji
3.32 (Aspl14), gradi elektrostaticku interakciju sa protonovanim azotom piperazinskog prstena
(Slike 4.12-A 1 4.12-B). GRIND varijable O-N1 (var470) i O-TIP (var551) iz 3D-QSAR studije su
u skladu sa rezultatima dobijenim molekulskim dokingom. One naglasavaju vaznost hidrofobnih i
vodonic¢nih interakcija u aktivnom mestu D,-R, opisujuci optimalnu udaljenost izmedu tricikli¢nog
prstena i tercijarnog amina proucavanih antagonista. U poredenju sa proucavanim jedinjenjima iz
klastera 2 i 3, policikli¢ni aromati¢ni derivati klastera 1 poseduju nizi afinitet za D,-R, Sto je
potvrdeno 1 rezultatima AD Vina doking skora prikazanog u Tabeli A7.5.

Jedinjenja iz klastera 2 su dokovana u konformaciju D,-R nakon 50 ns simulacije MD sa
ziprazidonom kao strukturnim predstavnikom. Rezultati molekulskog dokinga su pokazali da
benzotiazolni prsten ove grupe jedinjenja formira interakcije sa donjim hidrofobnim dzepom,
ukljudujuéi aminokiseline: Vall15>%?, Cys118>°, Thr119°%7, Ala122’*, Ser193°*, Ser197°*°!,
Phel198™%, Phe382°*, Trp386°*, Phe389%°', Phe390°** i Asn418’* (Slika 4.12-C). FEtil
piperazinski linker, osim interakcije sa polarnom asparaginskom kiselinom na polozaju 3.32
(Aspl14), formira i hidrofobne interakcije sa aminokiselinama iz TM domena 7: Thr4127®,
Tyr416”* i Ser419’*® (Slika 4.12-C). Navedeni linker ima vaznu ulogu u definisanju optimalne
udaljenosti izmedu dva heterocikli¢na prstena, koja su pokazala dobro uklapanje sa hidrofobnim
regijama D,-R. Naime, oksindolni prsten formira interakcije sa gornjim hidrofobnim dzepom koji je
definisan slede¢im aminokiselinama iz TM2, TM3 i TMT7: Val912'61, Leu942'63, Glu952‘64,
Phe110°2® i Tyr408’>* (Slika 4.12-C). Dodatno, DRY-TIP varijabla (var422) iz formiranog 3D-
QSAR modela ukazuje da uvodenje drugog heterociklicnog prstena pozitivno koreliSe sa
proucavanim pKi vrednostima za D,-R. Kao §to je prikazano na Slici 4.12-C, -NH oksindola
ucestvuje u formiranju vodoni¢ne interakcije sa Ser409 na poziciji 7.35. Ova interakcija je
uglavnom prisutna kod jedinjenja sa vec¢im pKi vrednostima, koja poseduju donora H-veze na
optimalnom rastojanju od donjeg heterocikli¢nog prstena, kao $to je opisano GRIND varijablama
DRY-O (var296) 1 O-TIP (var563) (Slika 4.11-C). Suprotno tome, amidna grupa najmanje aktivnog
jedinjenje iz klastera 2, ChEMBL400236, ne ucestvuje u formiranju vodoni¢nih interakcija u
aktivnom mestu D,-R (Slika 4.12-D). Uvodenje izopropil supstituenta je uslovilo nastanak
specificne konformacije ovog liganda, Sto je potvrdeno i znacajnim varijablama iz 3D-QSAR
studije sa negativnim uticajem na aktivnost DRY-DRY (var43) i DRY-TIP (var440) (Slika 4.11-D).

Derivati tetraciklicnog hinoksalina, koji pripadaju klasteru 3, su dokovani u konformaciju
D,-R nakon simulacije sa lumateperonom. Analiza dokovanih jedinjenja ChEMBL3233413 i
ChEMBL3233416 je pokazala da oni stupaju u interakcije sa svim znacajnim aminokiselinama iz
gornjeg 1 donjeg hidrofobnog dzepa, koje pripadaju TM domenima 2, 3, 5, 6, 1 7, kao 1
ekstracelularnom prevoju 1 (Slike 4.12-E i 4.12-F) (174,177,374). lako ChEMBL3233413 poseduje
donora H-veze u indazolnoj strukturi, specificna orijentacija ovog dela molekula je onemogucila
formiranje vodoni¢ne interakcije sa polarnim serinom (Slika 4.12-E). Za razliku od metil
supstituenta na piridopirimidinskoj strukturi manje aktivnog ChEMBL3233416, atom fluora kod
ChEMBL3233413 ucestvuje u formiranju dipol-dipol interakcije sa aminokiselinom iz TM domena
2, Glu95*** (Slike 4.12-E i 4.12-F).

88



ASPLI4

ASPIM
> TYR416
[TYR416) VAL115
(A) S (B) .
% SER193
'l ¥s118 p
| cvs f
5 Ay PHE189|
THR412 W—— |
CYS118] L _-!‘\‘ VAL 190
/ \ ALAIZ 3’,"‘ A,
{ 2\ /
SER193 7\ | /§ >y / 1
1 \ g R SER197 / b\ _ g
-l Ry A Pty —
VAL190 = }‘ e i ] X\_.,\ K SER194
4 ! ¥
[SER194) 4 r ¥
PHE198, PI86
PHE38% R TRP386 PHE389
[PHE198]
B
P [GLuos [LEU94]
LEUY4: L L
(C) . (D) TRP100 [PRO403]
\ | vaL91
SER409 ? 1
h > TYR408
ILE184 /' \
| TYR408
’
THR412 \ [TYR416]
T TN
|TYR416) ASP114 PHE389
SER419
ASN418| , 3 ¥ cvsns
VALLLS (ASNAIE] VAL LS %\ TRP386
4 E ’
PHE389 < e W
SER193 T
SER193 X _| TRP3%6 Rl
5 [TH e
SER197 PHE382 .
[SER19 —— — —=\ PHE390  [PHE382]
A PHE390 [sER197]
THRLY — —— = = -
" [PHE198 PHE195) E
/
LEU%|| GLU9S F
LEU%
(E) A, ()
TRP 100 /. - J - ;//
f VALS] r - TRP 100 { VAL91
/’ v [LEU41 “—"}/
o TYR408 /s A
/>;31- >_i (R
PHE110] -
/ THR412|
4 THRA412|
v TYR416 Aseld . TYR416
ASP1147 o
Jr— [VALTIS] [PrE389]
N 1P!!]C1P{9| o . -
— 7T A TRP385 PHE189 > 1: ) TRP386)
PHE189| = N 3 cysus
N | [ ] [c¥sns A
@ SER193 X PHE382|
SER193 | S E300 [PHE382 <
SER197| SER197) |PHE 198|
\_7‘ - SER 194 == PHE3%0
ISERI4) PHEI%]

Slika 4.12. Identifikovane intermolekulske interakcije u vezuju¢em mestu D,-R proucavanih
liganada: (A) ChEMBL90882, (B) ChEMBL6437, (C) ChEMBL708-ziprazidon, (D)
ChEMBLA400236, (E) ChEMBL3233413 1 (F) ChEMBL3233416. Ljubi¢astom bojom su prikazane
n-alkil 1 m-m interakcije, vodoni¢ne veze su prikazane zelenom, salt bridge interkacija je
narandZasta, dok su aminokiseline koje formiraju hidrofobne VdW interakcije uokvirene.

4.1.8 Uporedna analiza rezultata 3D-QSAR studije i molekulskog dokinga za 5-
HT;4, D, i Hj receptore

U cilju razvoja liganada sa viSestrukim dejstvom (eng. multi-target) 1 specificnim profilom
selektivnosti, uradene su studije 3D-QSAR modelovanja i molekulskog dokinga za histaminski H;-
R. lako multi-target jedinjenja u terapijskom smislu poseduju brojne prednosti, istovremeno
delovanje na viSe receptorskih sistema mozZe uticati na pojavu razli¢itih neZeljenih efekata usled
vezivanja za off-target proteine. Sporedno antagonisticko delovanje na H;-R je odgovorno za
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pojavu metabolickih nezeljenih efekata, povecanja telesne mase, hiperglikemije i1 dislipidemije
(35,375). 1z tog razloga, definisanje strukture farmakofore liganada sa potentnim antagonistickim
delovanjem na 5-HT,, i D, receptorima i smanjenim afinitetom na H; receptoru, predstavlja osnovu
za racionalni dizajn novih efikasnijih 1 bezbednijih jedinjenja koja mogu naci svoju potencijalnu
primenu u lecenju neuroloskih i mentalnih oboljenja.

Analizom formiranog 3D-QSAR modela za H;-R definisane su varijable sa najznacajnijim
pozitivnim uticajem na aktivnost: var217 (TIP-TIP: 12.40 - 12.80 A), var398 (DRY-TIP: 10.40 -
10.80 A) i var275 (DRY-O: 10.80 - 11.20 A). Negativnu korelaciju sa bioloskom aktivno$éu na
ovom receptoru su pokazale: var237 (TIP-TIP: 20.40 - 20.80 A), var408 (DRY-TIP: 14.40 - 14.80
A), var534 (O-TIP: 15.20 - 15.6 A), var599 (N1-TIP: 16.40 - 16.80 A), var149 (N1-N1: 10.00 -
10.40 A), var343 (DRY-NI: 13.20 - 13.60 A) i var458 (O-N1: 9.60 - 10.00 A) (Slika 4.7-C). Kratak
opis navedenih varijabli je predstavljen u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Najvaznije varijable sa pozitivnim i negativnim uticajem na antagonisticku aktivnost
ispitivanih liganada na H;-R.

Varijable Parovi proba  Udaljenost (A) Opis

NI1-N1 B Opisuje negativan uticaj dva akceptora H-veze na odredenoj

varl49 negativna 10,00-10.40 udaljenosti. Uglavnom izrazena kod jedinjenja iz klastera 2.
g 4 g Jjedinjeny
var217 TIP-TIP 12.40 — 12.80 DefiniSe optimalnu duzinu jedinjenja iz klastera 1 koja pozitivno
(pozitivna) ’ ’ korelise sa aktivnosti na H;-R.

TIP-TIP Duzina jedinjenja veéa od optimalne (var217) negativno korelise sa

var237 (negativna) 20,40-20,80 aktivnosti na H;-R. Prisutna kod jedinjenja iz klastera 2.

Opisuyje razdaljinu izmedu protonovanog atoma azota (donor H-

var275 DR.Y_O 10,80 — 11,20 veze) i sternog regiona, koja je kljucna za aktivnost svih ispitivanih
(pozitivna) Lol
jedinjenja.
var343 DRY.—NI 13.20 — 13,60 Nepovoljna u.da.ljvenost .1zrpe.du.h1.drof0bne regije i akceptora H-
(negativna) veze, karakteristiCna za jedinjenja iz klastera 2.
var3o8 DRYTTIP 10,40 — 10,80 Sli¢no var“217,.nag1'flsa.\{a optimalno rastojanje izmedu hidrofobne i
(pozitivna) sterne regije u jedinjenjima.
DRY-TIP Povecanje udaljenosti izmedu hidrofobne i sterne regije negativno
var408 . 14,40 — 14,80  utie na aktivnost jedinjenja na H;-R. Svojstveno ligandima iz
(negativna)
klastera 2.
O-N1 Slicno varl49, opisuje nepovoljnu udaljenost izmedu donora i
vard>3 (negativna) 9,60 -10,00 akceptora H-veze kod jedinjenja iz klastera 2.
vars34 O-T'IP 15,20 — 15.60 Deﬁmsg negativan ‘utlcaj krace'udaljeno‘stl ¥z¥ne§iu'donora H-veze,
(negativna) karboksilne grupe, i sternog regiona kod jedinjenja iz klastera 1.
vars99 NI-TIP 16,40 — 16,80 Sli¢no yar149 i var45s, prisutna .kod .Jedmjenja iz kltastera. 2 kOJ.a
(negativna) poseduju akceptora H-veze i sterni region na odredenoj udaljenosti.

Formiranim 3D-QSAR modelima za 5-HT;4 1 D; receptore je definisana povoljna udaljenost
izmedu dva heterocikli¢na prstena, €ije prisustvo pozitivno koreliSe sa visokim afinitetom vezivanja
(5-HT2a-R: var257 i1 var447; D,-R: var422). Suprotno tome, analizom farmakofore za H;-R je
uoceno da prisustvo dva hidrofobna/sterna centra na ve€em rastojanju uti¢e na smanjenje bioloske
aktivnosti, §to je definisano varijablama: var237 (TIP-TIP) i var408 (DRY-TIP) (Slika 4.13-B).
GRIND varijable TIP-TIP 1 DRY-TIP sa pozitivnim uticajem na proucavane pKi vrednosti, var217
1 var398, opisuju optimalnu duzinu jedinjenja koja se povoljno uklapa u vezujuée mesto H;-R
(Slika 4.13-A). Najvece vrednosti ovih varijabli su izracunate za triciklicne derivate klozapinu
sli¢nih jedinjenja. Dobijeni rezultati su u skladu sa eksperimentalno odredenim pKi vrednostima,
koje ukazuju da jedinjenja iz klastera 1 poseduju veci afinitet ka H;-R u poredenju sa 5-HT4 1 D>
receptorima, dok su suprotna zapazanja kod jedinjenja iz klastera 2 (Tabela A7.3). Takode, rezultati
studije molekulskog dokinga su pokazali znacajno vece vrednosti doking skora za jedinjenja iz
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klastera 1 proucavana sa H;-R (Tabela A7.6), u odnosu na vrednosti dobijene za 5-HT,5 (Tabela
A7.14) i D, (Tabela A7.5) receptore.

Pored hidrofobnih regija, formirani modeli za 5-HT,, 1 D, receptore su takode pokazali da
pozitivan uticaj na bioaktivnost dualnih antagonista ima i prisustvo grupa sa donorskim i
akceptorskim osobinama na odredenom rastojanju od heterociklicnog prstena, koji takode poseduje
osobine akceptora H-veze. GRIND varijablama, var379 (DRY-N1) i var662 (NI-TIP), iz
formiranog modela za 5-HTs-R, i var635 (N1-TIP) iz modela za D,-R, je opisana optimalna
udaljenost izmedu akceptora H-veze i heterociklicnog prstena koji ostvaruje povoljne interakcije sa
aminokiselinama iz donjeg hidrofobnog dzepa proucavanih receptora. Dodatno, znacajnost donora
H-veze na pribliznoj udaljenosti je definisana varijablama O-N1 (var510) za 5-HT,5-R 1 O-TIP
(var563) 1 DRY-O (var296) za D,-R. Suprotno ovim rezultatima, 3D-QSAR model za H;-R je
izdvojio GRIND varijable, N1-N1 (var149), N1-TIP (var599), DRY-NI (var343), O-TIP (var534) i
O-N1 (vard58), koje opisuju negativnu korelaciju izmedu prisutnih donorskih 1 akceptorskih grupa i
ispitivanih pKi vrednosti (Slika 4.13-B). Na osnovu toga, moguce je zakljuciti da prisustvo ovih
grupa kod dualnih antagonista moze doprineti boljoj selektivnosti ka 5-HT,A 1 D, receptorima u
odnosu na H;-R.

GPCRdb predstavlja internet platformu koja sadrzi veliki broj informacija o najvecoj grupi
membranskih receptora — GPCR (149). Razvojem GPCRdb omogucen je laksi pristup velikom
broju eksperimentalnih podataka, ¢ija je vizuelizacija i analiza dodatno olakSana razliCitim
dijagramima. Fokus je na strukturama, receptorskim mutacijama, interakcijama liganada i
poravnanju sekvenci izabranih proteina.

U ovom istrazivanju, pomenuta baza podataka je koriS¢ena za proucavanje
aminokiselinskog sastava aktivnih mesta 5-HT,x, D, 1 H; receptora (Slika 4.14). Poravnanje
sekvenci je izvrSeno na osnovu poloZaja aminokiselina u strukturi proucavanih proteina. Na
pozicijama 3.32, 3.40, 6.44, 6.48 1 6.52 nalaze se aminokiseline koje su visoko konzervirane medu
aminergi¢kim receptorima. Odredene razlike u odnosu na H;-R su prisutne na polozajima 3.33
(Tyr108) 1 5.40 (Lys191), gde se nalaze polarne aminokiseline tirozin 1 lizin koje mogu ucestvovati
u formiranju vodoni¢nih interakcija, povecavajuéi afinitet vezivanja liganada za ovaj receptor (198).
Takode, uoceno je da na poziciji 7.35 kod 5-HT,o 1 D, se nalaze aminokiseline sa polarnim
osobinama Asn363 (5-HT,a-R) 1 Ser409 (D»-R), dok je na istom poloZzaju kod H;-R prisutna
aminokiselina Met451 (Slika 4.14). U poredenju sa metioninom koji ima hidrofobna svojstva, serin
1 asparagin mogu ucestvovati u formiranju vodoni¢nih interakcija u aktivnim mestima 5-HT»4 1 D
receptora. Prethodno opisane 3D-QSAR studije i1 studije molekulskog dokinga su naglasile vaznost
interakcije potentnih dualnih antagonista sa ovim aminokiselinama, koje pored povecanja afiniteta
mogu uticati 1 na stabilizaciju formiranih kompleksa.

S obzirom da je eksperimentalno pokazano da lumateperon poseduje veoma nizak afinitet za
H;-R, uradene su simulacije MD 1 studija molekulskog dokinga u cilju sagledavanja njegovog
nafina vezivanja i interakcija koje ostvaruje (Slika 4.13-E) (34). Analizom je pokazano da
lumateperon poseduje vise VAW interakcija u gornjem hidrofobnom dzepu, u poredenju sa ostalim
proucavanim jedinjenjima iz klastera 1 i 2 (Slika 4.13-E). Suprotno tricikli¢nim derivatima poput
klozapina koji ostvaruju znacajne interakcije u donjem hidrofobnom dzepu H; receptora,
sacinjenom od aromati¢nih aminokiselina, kod lumateperona su uocene interakcije samo sa
nekoliko rezidua (Slike 4.13-C 1 4.13-E). Aminokiseline poput Trp1584'57 i Thr112**" nisu ostvarile
kontakt sa prouc¢avanim ligandom. U poredenju sa ziprazidonom koji formira H-vezu sa cisteinom
iz ekstracelularnog prevoja 2 (Cys180), medu prouCavanim interakcijama lumateperona sa H;-R
nije uogena nijedna elektrostati¢ka interakcija osim sa konzerviranom Asp107°~* (Slike 4.13-D i
4.13-E). Prema tome, dobijeni rezultati su u skladu sa ¢injenicom da lumateperon poseduje bolji
profil selektivnosti za H;-R u odnosu na druge proucavane antagoniste (376).
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S obzirom da je postignuto dobro slaganje izmedu rezultata 3D-QSAR analize i1 studije

molekulskog dokinga, mozemo zakljuciti da razvijeni regresioni modeli za proucavane receptore
mogu dalje biti koriS¢eni za dizajn i pouzdano predvidanje aktivnosti novih dualnih antagonista 5-

HT,A/D; receptora, sa smanjenim afinitetom za H;-R.
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Slika 4.13. Identifikovane GRIND varijable i intermolekulske interakcije u vezuju¢em mestu H;-R.
(A) 1 (C) ChEMBL42-klozapin, (B) i (D) ChEMBL708-ziprazidon, (C) ChEMBL3233142-
lumateperon. Hidrofobne regije (DRY) su prikazane Zutom bojom, sterne regije (TIP) zelenom,

regija donora H-veze (O) je prikazana crvenom bojom dok akceptora H-veze (N1) plavom. Kod

rezultata molekulskog dokinga, ljubi¢astom bojom su prikazane n-alkil 1 n-m interakcije, vodoni¢ne
veze su prikazane zelenom, dok su aminokiseline koje formiraju hidrofobne VdW interakcije

uokvirene.
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Slika 4.14. Poravnanje aminokiselina prema poziciji u vezuju¢im mestima 5-HT,a, D, 1 H;
receptora, preuzeto iz GPCRdb. Aminokiseline sa hidrofobnim aromati¢énim osobinama su obojene
u zeleno, a sa hidrofobnim alifatiénim u zuto. Ljubicasta boja opisuje aminokiseline koje mogu
ucestvovati u formiranju vodoni¢nih veza, dok je cistein obojen braon.

4.1.9 Domen primenljivosti formiranih 3D-QSAR modela

Formirani 3D-QSAR modeli za 5-HT;a, Dy 1 H; receptore su dodatno ispitani predvidanjem
domena primenljivosti. Za svaki model je izvuc¢eno deset najznacajnijih varijabli koje su koriséene
za definisanje domena 1 izraCunate su grani¢ne leverage vrednosti, koje su iznosile 0,61 za
formirani 3D-QSAR model 5-HT,4-R, 0,63 za model D,-R i 0,97 za H;-R. Generisani Williams
grafici su prikazani na Slici 4.15. Na osnovu dobijenih rezultata moZemo zakljuciti da nijedno
jedinjenje iz proucavanog seta podataka ne odstupa van definisanog domena primenljivosti i da
formirani 3D-QSAR modeli mogu biti kori$¢eni za pouzdano predvidanje antagonisti¢ke aktivnosti
strukturnih analoga na 5-HT»4, D, 1 H; receptorima.
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Slika 4.15. Domen primenljivosti formiranog 3D-QSAR modela za 5-HT;4-R (A), D,-R (B) 1 H;-R
(C). Crveno su oznacena test set jedinjenja, dok krugovi simbolizuju trening set jedinjenja.
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4.1.10 Racionalni dizajn dualnih antagonista 5S-HT,4/D; receptora, sa smanjenim
afinitetom za H;-R

Kombinovanje razli¢itih kompjuterskih metoda zasnovanih na strukturi ciljnog mesta
dejstva 1 liganda, poput simulacija MD, molekulskog dokinga i 3D-QSAR modelovanja, omogucilo
je sveobuhvatnu analizu strukture farmakofore dualnih antagonista 5-HT,s/D, receptora, sa
smanjenim afinitetom za H;-R. Na osnovu dobijenih rezultata zakljuceno je da vece rastojanje
izmedu krajnjih lipofilnih i sternih centara jedinjenja pozitivno koreliSe sa aktivno$éu na 5-HTy, 1
D, receptorima, a negativno sa vezivanjem za H;-R. Takode, pozitivan efekat na dualno
antagonisticko delovanje je pokazalo prisustvo heterocikli¢nog prstena (A) sa osobinama akceptora
H-veze, usled prisustva elektronegativnih atoma kiseonika ili azota, na optimalnoj udaljenosti od
drugog prstena (B) koji poseduje i akceptorske i donorske grupe (Slika 4.16). Naime, studijom
molekulskog dokinga je dokazana vaznost navedenih grupa za uspostavljanje vodoni¢nih
interakcija sa aminokiselinama iz donjeg hidrofobnog dzepa, Thr160**” (5-HTy4-R) i Thr119**
(D»-R), 1 aminokiselinama na poziciji 7.35 iz gornjeg hidrofobnog dzepa (Asn363, 5-HT,a-R;
Ser409, D,-R). Analizom farmakofore za H;-R uoceno je da prisustvo polarnih grupa na vecoj
udaljenosti uti¢e na smanjenje aktivnosti za H;-R. Pored toga, strukturno poravnanje aminokiselina
iz aktivnog mesta proucavanih receptora je ukazalo na odredene razliCitosti u sastavu sekvence,
posebno na poziciji 7.35. U odnosu na 5-HT,4 1 D, receptore koji poseduju polarne aminokiseline u
ovom polozaju, kod H;-R je prisutna nepolarna aminokiselina metionin (Met451), §to znacajno
moze uticati na postizanje selektivnosti novih dualnih antagonista.

Nakon definisanja strukturnih osobina koje su vazne za postizanje optimalnog
antagonistickog delovanja na 5-HT,4 1 D, receptorima, predloZena je strategija za racionalni dizajn
novih jedinjenja. Ona se zasniva na modifikacijama hidrofobnih regiona A i B, koji su medusobno
razdvojeni etil piperazinskim linkerom (Slika 4.16). Potentni ligandi proucavanih receptora,
ziprazidon, lumateperon i ChEMBL90882, su izabrani kao vodeca (eng. lead) jedinjenja za dizajn
novih antagonista. Primena FBDD metode je omogucila generisanje novih jedinjenja sa povoljnim
farmakoloskim profilom aktivnosti. Strukturni fragmenti dibenzoksepin 1 1,2-benzotiazol su
koriS¢eni kao osnova za skrining fragmenata koji se povoljno uklapaju u hidrofobni region A, dok
je 1,3-dihidro-2-oksindol primenjen za skrining fragmenata za region B (Slika 4.16, Tabela 4.7).
Navedeni fragmenti predstavljaju strukturne delove vodecih (eng. lead) jedinjenja koji se dobro
uklapaju u hidrofobne regije proucavanih receptora 1 ostvaruju interakcije sa klju¢nim
aminokiselinama iz aktivnog mesta. Kao §to je prethodno opisano, Enamine Essential Fragment
Library 1 General Fragment Library su koriS¢ene za VS fragmenata na osnovu njihove slicnosti
prema odabranim strukturama vodecih (eng. lead) jedinjenja. Finalno, na osnovu vrednosti Glob-
Sum skora selektovano je 14 fragmenata za dalji dizajn novih liganada (Tabela 4.7).
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Hidrofobni region B

- prisustvo akceptora i donora H-veze

A

Slika 4.16. Strategija za racionalni dizajn novih dualnih antagonista 5-HT,4/D, receptora, sa
smanjenim afinitetom za H;-R.
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Tabela 4.7. Fragmenti selektovani nakon skrininga baza.

Hidrofobni region A, osnova za skrining:

Hidrofobni region B, osnova za skrining:

\Y o
/ ©E>:
S NH
Redni broj Glob_sum  Redni broj Glob_sum
fragmenta Struktura skor fragmenta Struktura skor
\ . NH .
1 4 1,81 1. C[T 2,44
\ (0]
2 @ 1,42 2 /@[ pa 2,33
N,
Q- |
3. : 1,36 3. ) 222
>\CH3 NH
H,C
[¢]
N (0] Cl
1,14 4. 2,20
4. o
NH
Hidrofobni region A, osnova za skrining:
___ X
a 5. @ 2,20
SPe o
Redni broj Struktura Glob_sum
fragmenta skor N
" 6. @I 1,74
1. N\?/ 1,20 N 0
7
2. 1,19 7. 1,73
SA® \
NH
Ve
s
3. 1,06

Primena razli¢itih metoda, poput same modifikacije vodeceg (eng. lead) jedinjenja ili
spajanje selektovanih fragmenata, je rezultovala dizajnom novih 30 liganada (Slika 4.17). Strukture
jedinjenja su najpre optimizovane, a potom dokovane u odgovarajucu strukturu receptora nakon
simulacije MD. Konformacije pripremljene na ovaj nacin su dalje koriS¢ene za predvidanje njihove
aktivnosti na proucavanim 5-HT»s, D> 1 H; receptorima primenom formiranih i validiranih 3D-

QSAR modela. Rezultati su prikazani u Tabeli A7.10.
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Slika 4.17. Hemijske strukture dizajniranih dualnih antagonista 5-HT»4 1 D; receptora pri pH 7,4.
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Na osnovu predvidenih pKi vrednosti, tri jedinjenja sa strukturno razli¢itim fragmentima,
A2, B3 1 C3, su izabrana za analizu interakcija koje ostvaruju u vezuju¢im mestima proucavanih
receptora (Slika 4.18). Pored predvidenih visokih aktivnosti na 5-HT,s 1 D, receptorima,
selektovana jedinjenja su in silico pokazala 1 visok nivo selektivnosti, kao 1 smanjen afinitet za H;-
R u odnosu na ostala dizajnirana jedinjenja (Tabela A7.10).

Na osnovu rezultata studije molekulskog dokinga, uocljivo je da sva tri proucavana
jedinjenja formiraju alkil-n, -t i VAW hidrofobne interakcije izmedu aromati¢nih heterociklusa i
aminokiselina iz vezuju¢eg mesta u donjem hidrofobnom dzepu. Zbog prisustva grupe sa
osobinama akceptora H-veze, proucavani ligandi su ostvarili vodoni¢ne interakcije sa polarnim
aminokiselinama na poziciji 3.37 za 5-HT»5-R (Thr160°~7) i pozicijama 3.37, 5.43 i 5.461 za D,-R
(Thr119°%7, Ser193°* i Ser197°*%") (Slike 4.18- A, B, D i H). Suprotno tome, u vezujuéem mestu
histaminskog receptora samo jedinjenje B3 je formiralo interakciju H-veze sa Asnl98 iz TM
domena 5 (Slika 4.18-F). Kod svih prouc¢avanih kompleksa prisutna je elektrostaticka interakcija sa
vaznom aminokiselinom (Asp) u polozaju 3.32 (Slika 4.18). S obzirom na to da je analiza
farmakofore dualnih antagonista pokazala da uvodenje hidrofobnog regiona B pozitivno koreliSe sa
antagonistickim aktivnostima na 5-HT,-R 1 D,-R, a negativno sa aktivno$¢u na H;-R, istrazeni su
razli¢iti fragmenti u ovom polozaju. Kao §to se vidi sa Slike 4.18, ovaj region je ostvario dobro
uklapanje sa gornjim hidrofobnim dzepom 5-HT:5-R i D;-R, koji je dominantno sainjen od
aminokiselina iz TM domena 2, 3 i 7 i ekstracelularnog prevoja 1 ili 2. Prethodnom analizom je
pokazano da prisustvo donorskih 1 akceptorskih grupa u ovom regionu uti¢e na povecanje aktivnosti
ka 5-HT,4 1 D, receptorima i smanjenju aktivnosti za H;-R. Sva tri selektovana jedinjenja, A2, B3 i
C3, formiraju interakciju vodonicne veze sa Asn3637% 5-HT,a-R (Slike 4.18- A, D i G). Takode,
jedinjenja A2 i B3 formiraju H-veze preko karbonilnog kiseonika sa Trp367’~°, dok donorska grupa
(-NH) C3 jedinjenja interaguje sa Gly359’2' (Slike 4.18 — A, D i G). Dokovanjem izabranih
jedinjenja u dopaminski receptor je pokazano da jedinjenja A2 i C3 ostvaruju interakciju sa Ser409
koji se nalazi na istom poloZaju (3.37) kao i Asn363 kod 5-HT,A-R (Slike 4.18-B 1 4.18-H).
Proucavanjem interakcija u aktivnom mestu H;-R, uoceno je da samo A2 formira interakciju slicnu
ziprazidonu, sa Cys180 iz ekstracelularnog prevoja 2 (Slika 4.18-C).

Formiranim 3D-QSAR modelima je predvidena veca antagonisti¢ka aktivnost dizajniranih
liganada za 5-HT;s-R u odnosu na D,-R, $to moze biti od znacaja za postizanje optimalne
efikasnosti 1 smanjenja pojave ekstrapiramidalnih nezeljenih simptoma (10). Pored toga, predvideno
je da dizajnirana jedinjenja poseduju znacajno manje aktivnosti za H;-R u poredenju sa referentnim
jedinjenjima, klozapinom i ziprazidonom (Tabela A7.10).

U cilju validacije predvidenih pKi vrednosti, primenjen je leverage pristup da bi se
procenilo da li dizajnirana jedinjenja pripadaju domenu primenljivosti formiranih modela. Rezultati
su prikazani Williams graficima na Slici 4.19. Generalno, moguce je zakljuciti da nijedno jedinjenje
ne odstupa van definisanog domena, pa iz tog razloga predvidanja aktivnosti formiranim 3D-QSAR
modelima se mogu smatrati pouzdanim.
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Slika 4.18. Studija molekulskog dokinga za dizajnirana jedinjenja. Identifikovane intermolekulske
interakcije: A2 u vezuju¢em mestu 5-HT»4-R (A), D,-R (B) 1 H;-R (C); B3 u vezuju¢em mestu 5-
HT,5-R (D), D>-R (E) i Hi-R (F); 1 C3 u vezuju¢em mestu 5-HT,4-R (G), D,-R (H) i H;-R (D).
Ljubic¢astom bojom su prikazane m-alkil i n-n interakcije, vodoni¢ne veze su prikazane zelenom,
salt bridge interkacija je narandzasta, dok su aminokiseline koje formiraju hidrofobne VdW

interakcije uokvirene.
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Slika 4.19. Domen primenljivosti formiranog 3D-QSAR modela za 5-HT,a-R (A), D>-R (B) i H;-R
(C) za dizajnirani set jedinjenja. Zeleno su oznacena dizajnirana jedinjenja, crveno su oznacena test
set jedinjenja, dok krugovi simbolizuju trening set jedinjenja.

4.1.11 In silico predvidanje ADMET osobina dizajniranih dualnih antagonista

ADMET Predictor program je koris¢en za predvidanje fizicko-hemijskih 1
farmakokineti¢kih osobina dizajniranih jedinjenja, kao 1 parametra koji definiSe sloZenost sinteze.
Dobijeni rezultati su prikazani u Tabelama A7.11 i A7.12. Parametri poput logP i MlogP definisu
lipofilne osobine jedinjenja koje su veoma vazne za prolazak kroz KMB. Za sva dizajnirana
jedinjenja, izuzev liganda C16, su izraCunate optimalne vrednosti parametara solubilnosti i
permeabilnosti. Analizom Lipinski parametra je pokazano da sva dizajnirana jedinjenja
zadovoljavaju definisane kriterijume (molekulska masa < 500; MlogP < 4,15; broj N/O < 10; broj
NH/OH < 5), osim C1 1 C16 koji poseduju visoku molekulsku masu i logP vrednosti (Tabela
A7.11). Polarnost jedinjenja se najc¢esce izrazava TPSA parametrom ¢ije vrednosti ne trebaju biti
veée od 140 A? (377). Vrednosti ovog fizicko-hemijskog parametra su zadovoljene kod svih
proucavanih jedinjenja. Proucavanjem parametara koji definiSu prolaznost jedinjenja kroz KMB
(BBB_Filter 1 LogBB) uoceno je da jedinjenja iz grupe A poseduju nesto niZze vrednosti u poredenju
sa ostalim (Tabela A7.12). S obzirom na to da je delovanje mnogih liganada direktno zavisno od
procenta nevezanog oblika za proteine, in silico ra¢unanje ovog parametra (hum__fup%) je pokazalo
da dizajnirana grupa B, a posebno jedinjenje B3, poseduje visok procenat slobodne forme u plazmi
u poredenju sa vodecim (eng. lead) jedinjenjima (Tabela A7.12). Poznato je da izoenzimi CYP450
igraju centralnu ulogu u metabolizmu brojnih jedinjenja, te je izvrSeno predvidanje vezivanja
proucavanih liganada za CYP2D6 1 CYP3A4. Rezultati su pokazali da su sva ispitivana jedinjenja
supstrati za ove enzime, dok vecina poseduje i inhibitorno delovanje (Tabela A7.12). Takode, in
silico predvidanjem ADMET osobina je uoceno da dizajnirani ligandi mogu biti potencijalni
supstrati za efluksni P-gp. Procenom toksicnosti ispitivanih jedinjenja zakljuceno je da A2 i A6, u
poredenju sa ziprazidonom, poseduju znacajno manji rizik od pojave kardioloskih neZeljenih
efekata usled inhibitornog delovanja na hERG kalijumove kanale (Tabela A7.12). Pored toga,
ADMET analizom je pokazano da dizajnirani ligandi A3-AS, B3, C11 i C12 nisu identifikovani kao
inhibitori hERG kanala, §to ukazuje na njihovu potencijalno bolju bezbednost u odnosu na vodeca
(eng. lead) jedinjenja (Tabela A7.12). Sveukupni toksi¢ni rizik je izraZen parametrom 70X Risk
koji ukazuje da sva dizajnirana jedinjenja poseduju nize vrednosti u odnosu na klozapin.

Za procenu sloZenosti sinteze dizajniranih jedinjenja izraunat je parametar SynthDiff
koriste¢i ADMET Predictor program (Tabela A7.11). Racunanje se zasniva na osnovu SA (eng.
Synthetic Accessibility) skora 1 vrednosti se rangiraju u opsegu od 0 (najlakse za sintezu) do 10
(najteze za sintezu), u zavisnosti od sloZzenosti molekulske strukture i sli¢nosti fragmenata sa veé
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poznatim iz baze (378). Na osnovu dobijenih rezultata moguce je zakljuciti da jedinjenja iz grupe A
poseduju najnize vrednosti SynthDiff parametra, posebno A2, dok su najviSe vrednosti izracunate za
grupu B (Tabela A7.11). U svakom slucaju, potrebno je uzeti u obzir da su novi dualni antagonisti
dizajnirani na osnovu komercijalno dostupnih fragmenata, Sto moze znacajno uticati na ubrzanje
procesa sinteze.

Finalno, na osnovu zakljucaka studije molekulskog dokinga, 3D-QSAR modelovanja i in
silico analize ADMET parametara, jedinjenja A2, B3 i C3 predstavljaju najbolje kandidate za dalju
optimizaciju, sintezu i bioloska in vitro ispitivanja (Tabela 4.8). Dobijeni rezultati predstavljaju
osnovu za razvoj novih liganada sa visSestrukim dejstvom, kao potencijalno novih lekova u terapiji
slozenih neuroloskih i mentalnih oboljenja.

Tabela 4.8. Predvidene pKi vrednosti za selektovana jedinjenja A2, B3 i1 C3 sa najboljim
osobinama i eksperimentalno odredene pKi vrednosti vodecih (eng. lead) jedinjenja.

A2 o BY | . C3 }m

) + @

0 N O '\/\
0 o)

iﬁﬁ;‘;ﬁ? ; a PKis gr2a pKip; pKim
A2 9,71 8,82 6,18
B3 9,85 8,06 6,89
C3 10,81 8,16 6,49
Lead jedinjenja PKis.gr2a pKip; pKin;
CHEMBL90882 8,52 8,60 /

Klozapin 8,04 6,66 8,96
Ziprazidon 10,10 8,30 7,33
Lumateperon 9,27 7,50 /

4.2 Definisanje farmakofore i predlaganje strukturnih modifikacija za dizajn novih
selektivnih liganada imidazolinskih I, receptora

Razli¢ita istrazivanja su pokazala uticaj serotoninergickih, dopaminergickih, adrenergickih i
imidazolinskih sistema u patogenezi strukturnih, funkcionalnih i bihejvioralnih poremecaja (41).
Naime, eksperimentalnim ispitivanjima je pokazano da aktivacija imidazolinskih I,-R endogenim
ligandom agmatinom ispoljava neuroprotektivni efekat usled modulacije aktivnosti NMDA
receptora, inhibicije sinteze NO 1 uticajem na sadrzaj monoamina u CNS-u (379). Pored
potencijalne efikasnosti u leCenju neurodegenerativnih oboljenja, takode je dokazano da ligandi koji
se vezu za [,-IR ucestvuju u modulaciji depresivnih 1 anksioznih poremecaja (379).

S obzirom da jo§ uvek nema dovoljno podataka o strukturi vezuju¢eg mesta I, receptora,
proucavanje potentnih i selektivnih liganada ovog receptora je klju¢no za razumevanje njegovog
farmakoloskog delovanja. U okviru ovog istrazivanja proucavana je farmakofora selektivnih
liganada I,-IR koji predstavljaju derivate biciklicnog a-iminofosfonata.
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4.2.1 3D-QSAR studija derivata a-iminofosfonata sa poznatim aktivnostima na
L-IR i a;-AR

Studija 3D-QSAR modelovanja je sprovedena u cilju definisanja osnovnih strukturnih
osobina koje utiCu na postizanje optimalne aktivnosti i selektivnosti proucavanih biciklicnih
a-iminofosfonata na nivou I,-IR 1 a,-AR (Slika 3.6). Formirana su dva 3D-QSAR modela uzimajuci
u obzir eksperimentalno dobijene pKi vrednosti liganada prikazane u Tabeli 3.4. U cilju validacije
formiranih modela i definisanja predikcione sposobnosti, izracunati su razli€iti statisti¢ki parametri.
Dobijene vrednosti parametara eksterne validacije poput Rzpred(IZ-IR) = 0,68, Rzpred(az—AR) =0,871
zadovoljavajuée vrednosti parametara r metrike za test set, su dokazale da razvijeni modeli
poseduju dobar prediktivni potencijal za proucavanje novih strukturnih analoga 1 predvidanje
njihove aktivnosti. Rezultati su prikazani u Tabelama 4.9 1 4.10.

Slike 4.20 1 4.21 predstavljaju PLS korelograme sa najvaznijim varijablama sa pozitivnim i
negativnim uticajem na aktivnosti ispitivanih liganada na I,-IR i a,-AR receptorskim mestima.
GRIND varijable koje su pokazale znacajnu pozitivnu korelaciju sa pKi vrednostima bicikli¢nih
a-iminofosfonata za I,-IR su: DRY-DRY (varl9: 7,60-8,00 A), TIP-TIP (varl83: 6,00-6,40 A),
DRY-TIP (var355: 7,60-8,00 A) i DRY-N1 (var303: 9,20-9,60 A) (Slika 4.20). Pozitivan efekat na
a2-AR aktivnosti su pokazale varijable: TIP-TIP (var189: 10,80-11,20 A), DRY-NI (var303: 13,20-
13,60 A) i DRY-TIP (var355: 12,40-12,80 A) (Slika 4.21). Za interpretaciju su kori$éena jedinjenja:
9c¢, koje poseduje visok afinitet za I,-IR, pKi =10,28; i 13d, koje poseduje visok nivo selektivnosti,
pKip.r = 7,87, L/ap = 74131 (Slika 4.22).

Tabela 4.9. Rezultati 3D-QSAR studije za ligande -IR.

Trening set PKieyp PKijrea Test set PKiyp PKijrea
9¢ 10,28 9,39 9d 8,56 8,00
9b 9,74 9,09 9a 7,97 8,27
of 8,37 7,78 Idazoksan 7,41 7,92
LSL60101 8,13 8,44 BU99008 7,05 7,84
9ad 7,96 7,52 9i 7,01 6,52
9z 7,90 7,37 9x 6,81 7,32
13d 7,87 8,00 8a 6,79 6,05
8¢ 7,73 7,76 14¢ 6,59 6,21
Tracizolin 7,58 7,36 9u 5,81 5,78
12d 7,55 8,55 9r 5,09 5,61
9h 7,35 7,94
9ab 6,96 6,65 R%,1.a=0,68 (>0,5)
9e 6,65 7,12 RMSEP=0,53
9k 6,35 5,91 r’,=0,59 (>0,5)
8b 5,74 6,87 r”,=0,64 (>0,5)
9aa 5,44 5,64 Ar?,=0,05 (<0,2)
15¢ 5,35 4,44 Pn= 0,61 (>0,5)
9j 5,26 5,93 (r-r¥p)/r*=0,02 (<0,1)
8e 5,11 5,07 k'= 1,00 (0,85<k'<1,15)
9g 4,02 4,98
9m 3,84 3,30
13¢ 3,39 3,16
9ac 3,11 3,42

R*=0,90 (>0,7)
Q’=0,65 (>0,5)
RMSEE=0,60
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Slika 4.20. PLS grafik sa izdvojenim GRIND varijablama 3D-QSAR modela za I,-1R.
Najznacajnije varijable su oznacene brojevima.

Tabela 4.10. Rezultati 3D-QSAR studije za ligande o,-AR.

Trening set PKicy, PKiyrea Test set PKicyp PKipreq
8d 10,27 10,65 8¢ 8,49 8,47
8a 9,49 9,85 12¢ 6,77 6,15
9b 9,01 8,41 9d 6,27 6,15
Idazoksan 8,35 7,95 9r 6,15 5,36
9j 8,11 7,91 9a 5,93 5,63
15¢ 7,20 7,02 9ab 5,43 5,83
9h 6,77 6,88 9w 5,16 5,26
9u 6,22 6,18 9n 4,73 5,02
8e 6,14 6,13 BU99008 4,37 4,86
9f 5,85 5,53

91 5,65 5,77 R%,ea=0,87 (>0,5)

9p 5,34 5,33 RMSEP=0,42

LSL60101 5,17 5,31 r’,=0,83 (>0,5)

9z 5,12 5,13 r’,=0,71 (>0,5)

9e 4,59 4,64 Ar?,=0,12 (<0,2)

Tracizolin 433 4.49 n=0,77 >0,5)

9i 431 4,48 (r*-r¥y)ir*=0,04 (<0,1)

13¢ 3,85 431 k'= 0,98 (0,85<k'<1,15)

9k 3,77 3,47

14¢ 3,94 4,32

12d 3,38 3,11

R?=0,98 (>0,7)
Q’=0,61 (>0,5)
RMSEE=0,57
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Slika 4.21. PLS grafik sa izdvojenim GRIND varijablama 3D-QSAR modela za o,-AR.
Najznacajnije varijable su oznacene brojevima.

GRIND varijabla TIP-TIP, var183, iz 3D-QSAR modela za I,-IR poseduje veoma znacajan
pozitivan efekat na proucavane pKi vrednosti a-iminofosfonata. Ona definiSe optimalnu udaljenost
izmedu elektron-privlaénih supstituenata N-fenil grupe kao sternih centara (6,00-6,40 A). Najvece
vrednosti ove varijable su izracunate za jedinjenja koja poseduju visok profil selektivnosti za I,-IR,
12d i 13d (Slika 4.22-B). Iz korelograma 3D-QSAR modela za a,-AR uocljivo je da ova varijabla
nema znacajan efekat na proucavane pKi vrednosti. Prema tome, moguce je zakljuciti da prisustvo
elektronegativnih atoma, hlora ili fluora, utiCe na povecanje aktivnosti i selektivnosti ispitivanih
liganada na nivou L-IR u odnosu na a,-AR. Vaznost hidrofobnih interakcija u vezuju¢em mestu
imidazolinskog receptora potvrdena je varijablama DRY-TIP (var355) i DRY-N1 (var303).
Optimalna udaljenost (9,20-9,60 A) izmedu hidrofobnog centra, bicikli¢nog prstena i akceptora H-
veze, atoma azota iz imino grupe, je definisana sa var303 (DRY-TIP). Suprotno tome, var25 (DRY-
DRY) iz 3D-QSAR modela za a,-AR definiSe da prisustvo fenil supstituenta u o poloZaju negativho
koreliSe sa aktivnoS¢u na ovom receptoru. Ovo je u skladu sa eksperimentalnim podacima koji
ukazuju da a-nesupstituisani ligandi poseduju ve¢i afinitet za a-AR u odnosu na I,-IR (8a, 8c, 8d i
8e). GRIND varijabla DRY-TIP definiSe prostorno rastojanje od 7,60-8,00 A izmedu hidrofobne
regije oko biciklicnog prstena i sternog centra, etil fosfonata (Slike 4.22-A 1 4.22-B). Takode,
analizom modela za I,-IR pokazano je da pozitivnu korelaciju sa ispitivanim pKi vrednostima
poseduje i DRY-DRY varijabla (varl9). Ona opisuje hidrofobni region oko N-fenil grupe,
ukazujuéi da prisustvo aromati¢nog supstituenta u ovom polozaju moze ucestvovati u formiranju
povoljnih VAW interakcija sa aminokiselinama iz vezujuceg mesta (Slike 4.22-A i 4.22-B). Ovo je
moguce potvrditi 1 eksperimentalnim rezultatima koji ukazuju da prisustvo N-alkil grupe umesto N-
fenil supstituenta, kao kod liganada 8a 1 9a, uti¢e na smanjenje aktivnosti na I,-IR.
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Slika 4.22. GRIND varijable iz 3D-QSAR studije sa najznacajnijim pozitivhim uticajem na
aktivnost ispitivanih liganada 9¢ (A) i 13d (B) na I,-IR. Sterni regioni (TIP) su prikazani zelenom
bojom, hidrofobni centri (DRY) su obojeni zuto, dok su plavom bojom predstavljene grupe sa
osobinama akceptora H-veze.

Formiranim 3D-QSAR modelom za L,-IR takode su definisane varijable sa negativhim
uticajem na aktivnost: TIP-TIP (var200: 12,80-13,20 A; var215: 18,80-19,20 A), DRY-NI1 (var314:
13,60-14,00 A) i DRY-TIP (var377: 16,40-16,80 A) (Slika 4.20). Najznac¢ajniji negativan uticaj na
aktivnost ispitivanih liganada na a,-AR su pokazale GRIND varijable: N1-N1 (var119: 4,40-4,80
A; var136: 11,20-11,60 A), O-N1 (var407: 11,60-12,00 A) i N1-TIP (var525: 15,60-16,00 A) (Slika
4.21). Jedinjenja sa najizraZenijim negativnim varijablama, 9m (pKip.r = 3,84) 1 9ac (pKip.r =
3,11) su prikazana na Slici 4.23.

Kao $to se vidi na Slici 4.20, GRIND varijable TIP-TIP, var200 1 var215, ispoljavaju
znacajan negativan uticaj na prouc¢avane pKi vrednosti za I,-IR. Obe varijable opisuju nepovoljnu
udaljenost izmedu dve sterne regije, etil fosfonata sa jedne strane 1 supstituenta N-maleimid grupe
sa druge (Slike 4.23-A 1 4.23-B). Visoke vrednosti varijabli su uglavnom izracunate za jedinjenja
koja poseduju vecu udaljenost izmedu opisanih grupa, poput: 8e, 9e, 9k, 9m, 9z, 9aa, 9ab i1 9ac,
ukazujuéi da uvodenje vecih supstituenata na N-maleimidu nije pogodno za uklapanje u vezujuce
mesto imidazolinskog I, receptora. Ovaj zaklju€ak takode potvrduje 1 negativna varijabla DRY-N1
(var314: 13,60-14,00 A), koja ukazuje da povecéanje udaljenosti izmedu hidrofobnog regiona
aromati¢nog prstena i akceptora H-veze, atoma azota iz imino grupe, uti¢e na smanjenje aktivnosti
proucavanih liganada za I,-IR (Slike 4.23-A 1 4.23B). Ovaj trend je uocen kod jedinjenja: 9j, 9m,
9z, 9ab 1 9ac. Pored toga, negativnu korelaciju sa ispitivanim pKi vrednostima za imidazolinski [,-R
je pokazala i GRIND varijabla DRY-TIP (var337) koja opisuje veéu razdaljinu (16,40-16,80 A)
izmedu hidrofobnih 1 sternih regija jedinjenja (8e, 9k, 9j, 9z, 9m, 9ab 1 9ac) (Slike 4.23-A 1 4.23-B).
Sveobuhvatna analiza negativnih varijabli potvrduje nepovoljno uklapanje duzih jedinjenja u
vezivno mesto imidazolinskog I, receptora. Ipak, analizom varijabli sa pozitivhim uticajem na
aktivnosti proucavanih bicikli¢nih iminofosfonata za a,-AR je pokazano da prisustvo sternog centra
na veéem rastojanju od etil fosfonata (var355, DRY-TIP: 12,40-12,80 A) ili akceptora H-veze
(var303, DRY-N1: 13,20-13,60 A) uti¢e na poveéanje aktivnosti na nivou adrenergickog receptora
(8e, 911 9j).
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Slika 4.23. GRIND varijable iz 3D-QSAR studije sa najznacajnijim negativnim uticajem na
aktivnost ispitivanih liganada 9m (A) i 9ac (B) na I,-IR. Sterni regioni (TIP) su prikazani zelenom
bojom, hidrofobni centri (DRY) su obojeni zuto, dok su plavom bojom predstavljene grupe sa

osobinama akceptora H-veze.

Domen primenljivosti 3D-QSAR modela za I, 1 o, receptore je definisan primenom leverage
pristupa, a formirani Williams grafici su prikazani na Slici 4.24. Dobijeni rezultati ukazuju da sva
ispitivana jedinjenja iz test seta pripadaju definisanim domenima, sugeriSu¢i da se formirani i
validirani modeli mogu koristiti za pouzdano predvidanje pKi vrednosti novih analoga na
proucavanim receptorima.
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Slika 4.24. Domen primenljivosti formiranog 3D-QSAR modela za [,-IR (A) i a,-AR (B). Crveno
su oznacena test set jedinjenja, dok krugovi simbolizuju trening set jedinjenja.

4.2.2 Insilico predvidanje fizicko-hemijskih i farmakokineti¢kih osobina

selektivnih liganada I,-IR

Proucavani bicikli¢ni a-iminofosfonati, sa potentnim delovanjem na L-IR (pKi > 7,00), su
koriS¢eni za analizu fizicko-hemijskih 1 farmakokinetickih osobina primenom ADMET Predictor 1
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SwisADME programa. Rezultati izracunatih parametara su prikazani u Tabelama A7.13 i A7.14.
Na osnovu vrednosti parametara solubilnosti (logS) i lipofilnosti (logP,w) moguce je zakljuciti da
sva ispitivana jedinjenja poseduju dobar profil bioloske raspolozivosti (Tabela A7.13). Analizom je
uoceno da uvodenje aromati¢nih supstituenata u ligandu utice na povecanje logP vrednosti kao 1
afiniteta vezivanja za albumin, istovremeno smanjujuéi rastvorljivost u vodi (9z, 9d, 12d i 13d).
Polarnost bicikli¢nih derivata je ispitana i racunanjem TPSA parametra, Cije su vrednosti bile u
okviru grani¢nih (20A2 < TPSA < 130A?) (Tabela A7.13). Dodatno su osobine dobre bioloske
raspolozivosti (MlogP < 4.15; molekulska masa < 500; broj N/O < 10; broj OH/NH < 5) ispitane
Lipinski parametrom. Zbog molekulske mase vece od 500 Da, jedinjenja 9z i 13d su prekrsila jedan
od kriterijuma Lipinskog (Tabela A7.13). U poredenju sa proucavanim standardima (idazoksan,
tracizolin 1 BU99008), a-iminofosfonati se u znacajno veéem procentu vezu za proteine plazme, $to
moze biti uslovljeno veéim brojem aromaticnih grupa (Tabela A7.14). U poredenju sa
idazoksanom, vecina ispitivanih jedinjenja poseduje nizi rizik za vezivanje za CYP enzime, dok
nijedno jedinjenje nije identifikovano kao supstrat efluksnog P-gp (Tabela A7.14). Pored toga,
proucavani ligandi su pokazali znacajno nizi rizik za izazivanje toksi¢nog delovanja u odnosu na
standardna jedinjenja (idazoksan, tracizolin 1 BU99008) (Tabela A7.14). Za sva jedinjenja je
kvalitativnom analizom predviden visok procenat moguénosti prolaska kroz KMB (Tabela A7.14).

Teorijska studija novosintetisanih bicikli¢énih a-iminofosfonata je omogucila razumevanje
kljuénih strukturnih osobina za selektivno delovanje na imidazolinskim I,-R u odnosu na
adrenergicke a,-R, koje mogu posluziti kao osnova za strukturne modifikacije novih liganda. 3D-
QSAR analizom je pokazano da najveci pozitivan uticaj na aktivnost i selektivnost proucavanih
liganada ima prisustvo elektronegativnih supstituenata na optimalnom rastojanju od 6,00-6,40 A.
Takode, GRIND varijable DRY-DRY (varl9), DRY-N1 (var303) i DRY-TIP (var355) definisu da
uvodenje aromati¢nih supstituenata sa hidrofobnim svojstvima u polozajima R 1 R; (Slika 3.6)
pozitivno koreliSe sa aktivno$¢éu na I,-IR i omogucuju ostvarivanje povoljnih VdW interakcija sa
aminokiselinama iz vezuju¢eg mesta. Povecanje udaljenosti izmedu ovih regiona je pokazalo
negativan uticaj na aktivnost (DRY-TIP: var377) ispitivanih liganada na I,-IR, dok je pozitivna
korelacija uofena kod 3D-QSAR modela za a,-AR (DRY-TIP, var355). Takode, in silico
predvidanje ADMET osobina u ranim fazama istraZivanja, pored toga Sto utiCe na smanjenje
investicija neophodnih u daljim ispitivanjima, omogucéava 1 preliminarnu selekciju najboljih
kandidata pogodnih za in vitro ispitivanja. Jedinjenje 9d je pokazalo optimalan profil aktivnosti 1
selektivnosti na proucavanim receptorima (Kip.r = 2,8 nM; Kigar= 53 uM; Kipr = 912 uM)
(218). In vitro 1 in vivo studijama je dokazano potencijalno neuroprotektivno delovanje ovog
strukturnog predstavnika, ¢ija dalja optimizacija moZe usloviti razvoj nove grupe jedinjenja za
lecenje kognitivnih poremecaja kod neuroloSkih bolesti.

4.3 Primena in vitro PAMPA testa i in silico kompjuterskih metoda u proucavanju
permeabilnosti kroz KMB novih CNS aktivnih jedinjenja

Jedinjenja proucavana u okviru ove disertacije predstavljaju potencijalno nove terapeutike
za lecenje sloZenih neuroloskih i mentalnih oboljenja. Imajuéi u vidu da se ciljna mesta dejstva od
interesa (serotoninski, dopaminski i1 imidazolinski receptori) nalaze unutar CNS-a, procena
permeabilnosti proucavanih liganada kroz KMB je od sustinskog znacaja u ranim fazama
istrazivanja. Formiranje prediktivnih modela koji ¢e omoguciti sagledavanje kljucnih strukturnih
osobina za prolazak kroz KMB, kao i pouzdano predvidanje permeabilnosti predstavlja prvi korak u
izboru najboljih kandidata za dalja in vitro ispitivanja.
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4.3.1 Rezultati PAMPA testa

U okviru ovog istrazivanja, strukturno razli¢iti ligandi koji uti¢u na modulaciju aktivnosti
serotoninske 1 dopaminske neurotransmisije u CNS-u su koriseni za procenu pasivne
permeabilnosti kroz KMB primenom in vitro PAMPA testa. Ispitivani set se sastojao od ukupno
osamnaest jedinjenja, medu kojima se pored poznatih CNS standarda i njihovih necisto¢a nalaze i
novi supstrati hDAT proteina (Slika 3.8). Pramipeksol i ropinirol predstavljaju potentna jedinjenja
efikasna u leCenju PB, dok ostali ligandi pripadaju grupama poznatih antipsihotika i antidepresiva.

Na osnovu rezultata dobijenih iz PAMPA testa, primenom jednacina (25) i1 (26) izraCunate
su efektivne permeabilnosti (logP,.) proucavanih liganada i prikazane u Tabeli 4.11, zajedno sa
dostupnim eksperimentalnim vrednostima iz literature za logBB parametar. LogBB je takode
parametar permeabilnosti kroz KMB, koji predstavlja logaritam odnosa koncentracije leka u mozgu
1 krvi. Visoke vrednosti logP, parametra su u direktnoj korelaciji sa visokom propustljivosti kroz
KMB barijeru, dok niske logP, vrednosti poseduju negativan uticaj.

Prema izracunatim logP, vrednostima za procenu permeabilnosti kroz KMB kori§¢enjem
PAMPA testa, moguce je izvrsiti odredenu klasifikaciju jedinjenja u Cetiri grupe (380):

nepermeabilna jedinjenja: logP, < -6,14;

jedinjenja sa niskom permeabilnoscu: -6,14 <logP, < -5,66;
— srednje permeabilna jedinjenja: -5,66 <logP, < -5,33;
visoko permeabilna jedinjenja: logP,> -5,33.

Tabela 4.11. Rezultati PAMPA studije

Jedinjenje logBB,,, P, logP,
Pramipeksol - 5,19E-05 -4,29
Citalopram 0,99 (381) 2,68E-04 -3,57
Ropinirol -0,30 (382) 2,97E-05 -4,44
Mirtazapin 0,53 (383) 2,42E-04 -3,54
Risperidon -0,02 (382) 2,15E-04 -3,67
AP263/40017925 - 3,28E-04 -3,66
A0854/40003386 - 4,10E-04 -3,47
AMS879/11741391 - 3,69E-04 -3,38
AG205/05879010 - 3,21E-05 -4,45
A0854/12910145 - 3,45E-04 -3,46
AP124/41027793 - 3,69E-04 -3,43
Kvetiapin - 1,67E-05 -4,78
Ziprazidon - 1,08E-06 -5,88
Olanzapin 0,33 (384) 1,22E-04 -3,85
Imp Z1 - 4,67E-05 -4,42
Imp 72 - 1,04E-04 -3,98
Imp Al - 1,64E-04 -3,79
Haloperidol 1,34 (385) 1,70E-04 -3,65

Proucavanjem literaturnih podataka o eksperimentalno odredenim logBB vrednostima
uoceno je da ropinirol poseduje najnizu permeabilnost u odnosu na ostala jedinjenja (logBB = -
0,30), Sto je u skladu sa izraCunatom efektivnom permeabilnosti iz PAMPA analize (logP, = -4,44).
Suprotno tome, visoka permeabilnost definisana logBB vrednostima haloperidola (logBB = 1,34),
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citaloprama (logBB = 0,99) i mirtazapina (logBB = 0,53) je potvrdena i izracunatim logP,
vrednostima za ova jedinjenja (logP. (haloperidol) = -3,65; logP,. (citalopram) = -3,57; logP,
(mirtazapin) = -3,54) (Tabela 4.11).

Uzimajuéi u obzir definisane grani¢ne vrednosti, moguce je zakljuciti da sva ispitivana
jedinjenja, ukljucujuéi nove supstrate za hDAT kao 1 ostale ligande koji uti¢u na nivoe serotonina i
dopamina u CNS-u izuzev ziprazidona, poseduju visok nivo permeabilnosti kroz KMB (logP, > -
5,33). Nesto niza vrednost logP, u odnosu na ostala jedinjenja je izraCunata za ziprazidon, koji je
klasifikovan u grupu nisko permeabilnih (-6,14 <logP, (-5,88) < -5,66).

S obzirom na to da se PAMPA analiza bazira na proucavanju pasivhe permeabilnosti
liganada, predvidanje njihovog vezivanja za efluksni P-gp predstavlja vazan korak u validaciji
dobijenih rezultata. Primena ADMET Predictor programa je omogudila in silico predvidanje
potencijalnog vezivanja za P-gp prouCavanih jedinjenja (Tabeli 4.12). Analizom je pokazano da
hDAT supstrati kao i risperidon, pramipeksol, haloperidol i ne€isto¢e ziprazidona nisu supstrati za
P-gp, dok je za kvetiapin, citalopram 1 ziprazidon predvideno da vrSe inhibiciju ovog transportera. S
druge strane, mirtazapin, ropinirol, olanzapin i necistoca aripiprazola su identifikovani kao supstrati
ovog proteina, ali ne i inhibitori. Iako se smatra da efluks posredstvom P-gp moze ograniciti
prolazak jedinjenja kroz KMB, njihova intrinzi¢na pasivna permeabilnost moze biti dovoljna za
postizanje optimalne koncentracije slobodnog leka u mozgu (386).

U cilju dodatne validacije rezultata dobijenih in vitro PAMPA testom, kao kontrolno
jedinjenje koriS¢ena je levodopa, za koju je poznato da prolazi KMB aktivnim transportom. Uzorci
analizirani u triplikatu su ukazali na prisustvo levodope u donorskim, ali ne i u akceptorskim
¢elijama. Prema tome, moguce je zakljuciti da je primenjena PAMPA metoda omogucila pouzdano
predvidanje pasivne permeabilnosti kroz KMB proucavanih jedinjenja koja deluju na nivou CNS.

Tabela 4.12. In silico predvidanje vezivanja proucavanih liganda za P-gp.

Jedinjenje P-gp supstrat P-gp inhibitor
Pramipeksol Ne (45%) Ne (93%)
Citalopram Da (75%) Da (79%)
Ropinirol Da (95%) Ne (78%)
Mirtazapin Da (59%) Ne (93%)
Risperidon Ne (86%) Da (73%)
AP263/40017925 Ne (71%) Ne (93%)
A0854/40003386 Ne (86%) Ne (93%)
AM879/11741391 Ne (80%) Ne (93%)
AG205/05879010 Ne (80%) Ne (78%)
A0854/12910145 Ne (86%) Ne (93%)
AP124/41027793 Ne (63%) Ne (93%)
Kvetiapin Da (86%) Da (52%)
Ziprazidon Da (68%) Da (97%)
Olanzapin Da (82%) Ne (78%)
Imp Z1 Ne (54%) Ne (93%)
Imp 72 Ne (67%) Ne (93%)
Imp Al Da (99%) Ne (59%)
Haloperidol Ne (60%) Da (97%)
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4.3.2 QSPR modelovanje

Rezultati dobijeni PAMPA studijom su dalje koriS¢eni za QSPR analizu u cilju formiranja
pouzdanih modela za in silico predvidanje permeabilnosti liganada kroz KMB. Tri razlicite
matematiCke metode, postupna MLR, PLS i SVM, su primenjene za definisanje zavisnosti izmedu
efektivne permeabilnosti (logP,) i strukturnih osobina jedinjenja, izrazenih u formi molekulskih
deskriptora.

Za procenu linearne zavisnosti izmedu proucavanih parametara primenjene su postupna
MLR 1 PLS analize. Formirani modeli su validirani primenom parametara interne i eksterne
validacije, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Parametri interne i eksterne validacije za formirane QSPR modele.

Model 0 R RMSEE R’,..a RMSEP P . Pa AP K cce
MLR 0,86 0,86 0,26 -0,10 0,55 / / / / / /
PLS 0,58 0,73 0,39 0,64 0,32 0,69 044 057 025 0,99 0,86
SVM 0,78 0,81 0,32 0,57 0,35 0,72 0,55 0,63 0,12 098 098
0,85 <

>

. .o S
Kriterijum >0,50 >0,70 0,50  2XRMSEE

>0,50 >0,50 >0,50 <0,20 k< =1
1,15

MLR model je ukazao da najve¢i uticaj na proucavane logP, vrednosti ima lipofilnost
izrazena ALOGP2 (eng. Squared Ghose-Crippen octanol-water partition coefficient) deskriptorom
1 energija solvatacije prikazana SolvEMt 3D (eng. Length of the solvation energy moment vector)
parametrom, kao $to je prikazano u jednacini (28).

logP.=-2.78 -0.04 SolvEMt 3D -0.06 ALOGP2 (28)

Negativan koeficijent znacajnosti ALOGP2 deskriptora, koji predstavlja kvadratnu vrednost
ALOGP, ukazuje na paraboli¢nu zavisnost izmedu izracunatih vrednosti 1 logP, parametra.
Analizom je pokazano da jedinjenja sa veoma visokim vrednostima ALOGP2, poput ziprazidona,
kao 1 veoma niskim vrednostima, poput ropinirola i pramipeksola, poseduju i niske logP, vrednosti
(Tabela 4.14). 1z formirane jednacine (28) za MLR model takode je moguce zakljuciti da
SolvEMt 3D deskriptor poseduje negativan uticaj na ispitivane logP, vrednosti.

lako formirani MLR model karakteriSu visoke vrednosti parametara interne validacije,

analizom je pokazano da poseduje lo§ prediktivni potencijal za eksterni set jedinjenja, usled
vrednosti Rpreq < 0,5 (Tabela 4.13).
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Tabela 4.14. Izracunate vrednosti deskriptora selektovane MLR modelom i predvidene logP,
vrednosti za trening i test set (*) jedinjenja.

Jedinjenje ALOGP2 SolvEMt 3D logPepeq
Pramipeksol 0,02 36,99 -4,12
Citalopram 4,67 24,99 -3,97
Ropinirol 1,96 37,81 -4,27
Risperidon 3,09 21,62 -3,74
AP263/40017925 7,65 12,90 -3,70
AM879/11741391 8,25 2,26 -3,35
AG205/05879010 8,27 20,07 -4,01
A0854/12910145 4,48 9,57 -3,38
Ziprazidon 18,14 54,51 -5,90
Olanzapin 10,34 10,77 -3,79
Imp Z2 5,78 36,07 -4,44
Haloperidol 15,11 5,11 -3,88
Mirtazapin* 9,58 2,27 -3,43
A0854/40003386* 5,60 9,50 -3,45
AP124/41027793* 2,26 13,24 -3,38
Kvetiapin * 10,01 29,23 -4.,45
Imp Z1* 4,69 7,20 -3,31
Imp A1* 8,88 34,81 -4,59

Primenom PLS regresione analize formiran je model sa takode dve znacajne varijable: Hop
(eng. H autocorrelation of lag 0 / weighted by polarizability) i SolvEMt 3D, koje su rangirane
prema vrednostima VIP koeficijenta. Izracunata znacajnost za SolvEMt 3D, deskriptor iz ADMET
Predictor programa, je 1,0, dok je VIP vrednost za Hop, iz Dragon programa, iznosila 0,95 (Slika
4.25). Vrednosti selektovanih deskriptora zajedno sa predvidenim logP, vrednostima su prikazane u
Tabeli 4.15. Takode, analizom je pokazano da oba deskriptora poseduju negativan uticaj na
ispitivane logP, vrednosti (Slika 4.26).

VIP

08

06

0.4

02

007

SolvEMt_3D HOp

Slika 4.25. VIP vrednosti selektovanih deskriptora SolvEMt 3D i Hyp za formirani PLS model.
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Tabela 4.15. Izracunate vrednosti deskriptora selektovanih PLS modelom i predvidene logP,
vrednosti za trening i test set (*) jedinjenja.

Jedinjenje Hyp SolvEMt 3D logPepeq
Pramipeksol 1,25 36,99 -4,27
Citalopram 1,33 24,99 -4,14
Ropinirol 1,16 37,81 -4,13
Risperidon 1,27 21,62 -3,97
AP263/40017925 1,21 12,90 -3,67
AM879/11741391 1,13 2,26 -3,30
AG205/05879010 1,28 20,07 -3,95
A0854/12910145 1,05 9,57 -3,32
Ziprazidon 1,79 54,51 -5,56
Olanzapin 1,37 10,77 -3,90
Imp Z2 1,49 36,07 -4,65
Haloperidol 1,33 5,11 -3,69
Mirtazapin* 1,24 2,27 -3,48
A0854/40003386* 1,11 9,50 -3,42
AP124/41027793* 1,27 13,24 -3,77
Kvetiapin * 1,31 29,23 -4,21
Imp Z1* 1,51 7,20 -4,05
Imp A1* 1,15 34,81 -4,05

Koeficijent

HOp SolvEMt_3D

Slika 4.26. Prikaz koeficijenata izabranih deskriptora u formiranom PLS modelu.

Formirani PLS model je takode validiran raCunanjem parametara interne i eksterne
validacije (Tabela 4.13), gde je pokazao odredene prednosti u odnosu na MLR model. U cilju
dodatne procene robustnosti PLS modela, uradena je analiza permutacije zavisne varijable (¥
scrambling). Test je baziran na randomizaciji Y matriksa, dok X vrednosti ostaju nepromenjene.
Formira se novi model 1 raCunaju parametri inntemept <0051 Rzintercept < 0,40 (387). Formirani PLS
model je pokazao dobro uklapanje u definisane grani¢ne vrednosti: Q%= -0,24 i R%y = - 0,0024. S
obzirom da je PLS metod takode pokazao odredena ograni¢enja u raCunanju parametara eksterne
validacije (Tabela 4.13), deskriptori selektovani ovim modelom su dalje primenjeni za SVM
modelovanje.

SVM metod ima Siroku primenu u proucavanju nelinearne zavisnosti izmedu podataka.
Model je formiran primenom RBF funkcije i variranjem parametara optimizacije: C (10-45), ¢
(0,01-0,10) 1 y (0,10-1,00) u cilju postizanja najmanje greske (RMSE) desetostruke ukrstene
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validacije (261). Finalni model se sastojao od 5 podrzavajuc¢ih vektora, dok su vrednosti C, ¢ 1 y
parametara iznosile: 43, 0,09 1 0,125, redom (Tabela 4.16). Statisticki parametri validacije QSPR-
SVM modela su prikazani u Tabeli 4.13. Visoke vrednosti Q* i R izradunate za trening set
jedinjenja, su potvrdile internu prediktivnost, dok parametri poput Rzpred, Imetrics 1 CCC u okviru
grani¢nih vrednosti ukazuju na moguénost primene formiranog modela za pouzdana predvidanja
permeabilnosti novih jedinjenja. Zbog boljeg uklapanja parametara eksterne validacije, SVM model
je pokazao vecu predikcionu sposobnost u odnosu na PLS analizu (Tabela 4.13). Graficki prikaz
odnosa predvidenih i eksperimentalnih logP, vrednosti je dat na Slici 4.27.

Tabela 4.16. Rezultati QSPR-SVM studije za trening i test set (*) jedinjenja.

Jedinjenje logP, cxp logP; prea
Pramipeksol -4,29 -4,19
Citalopram -3,57 -3,40
Ropinirol -4,53 -4,10
Risperidon -3,67 -3,84
AP263/40017925 -3,48 -3,60
AMS879/11741391 -3,43 -3,39
AG205/05879010 -4,49 -3,82
A0854/12910145 -3,46 -3,39
Ziprazidon -5,97 -5,85
Olanzapin -3,91 -3,80
Imp Z2 -3,98 -4,57
Haloperidol -3,77 -3,67
Mirtazapin* -3,62 -3,51
A0854/40003386* -3,39 -3,44
AP124/41027793* -3,43 -3,68
Kvetiapin * -4,78 -4,08
Imp Z1* -4,33 -4,00
Imp A1* -3,79 -4,00

-300

400

Eksperimentalne logP,
3

-6.00—

Predvidene logP,

Slika 4.27. Odnos predvidenih i eksperimentalnih logP, vrednosti u formiranom SVM modelu.

Dodatno, za formirani QSPR-SVM model predviden je domen primenljivosti raunanjem
grani¢ne leverage vrednosti (h* = 0,75). Williams grafik je prikazan na Slici 4.28. Dobijeni rezultati
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su ukazali da nijedno jedinjenje iz test seta ne odstupa od definisanog domena, Sto implicira da
formirani 1 validirani SVM model mozZe biti koriS¢en za pouzdano predvidanje permeabilnosti kroz
KMB strukturno sli¢nih jedinjenja.

h*=0.75
5007

300

1.004

o® ©

-1.004 o
Ce

Standardizovani reziduali
*
R

-5.00- T

T T T T
000 020 0.40 060 080

Leverage vrednosti

Slika 4.28. Domen primenljivosti formiranog QSPR-SVM modela.Crveno su oznaena test set
jedinjenja, dok krugovi simbolizuju trening set jedinjenja.

4.3.3 Interpretacija najznacajnijih molekulskih deskriptora

Interpretacija statisticki najznacajnijih molekulskih deskriptora omoguéava razumevanje
strukturnih osobina koje imaju klju¢nu ulogu u prolasku jedinjenja kroz KMB. Izabrani SVM
model sa najboljim predikcionim osobinama se zasniva na racunanju dva molekulska deskriptora:
Hop i SolvEMt 3D.

Hop pripada grupi GETAWAY (eng. GEometry, Topology, and Atom-Weights AssemblY)
deskriptora koji se raunaju iz matrice molekulskog uticaja (eng. Molecular Influence Matrix,
MIM), tj. matri¢nog prikaza molekula izrazenog sa H i definisanog jedna¢inom:

H=Mx M"xM) "t x MT (29)

gde je M molekulski matriks sastavljen od centriranih Dekartovih koordinata (x, y 1 z) atoma
molekula u odredenoj konformaciji, uzimaju¢i u obzir atome vodonika. Matriks je simetricne
dimenzije, AxA, gde je A broj atoma u molekulu. Dijagonalni elementi matrice molekulskog uticaja
su izrazeni parametrom h;; (0-1) koji oznacava uticaj svakog atoma u molekulu na definisanje
oblika celog molekula. Atomi koji su viSe udaljeni od centra molekula imaju vece vrednosti h;; i
posledi¢no veci uticaj (388,389).

Hop je autokorelacioni deskriptor koji sadrZi topoloske 1 geometrijske informacije izraZzene u
funkciji polarizabilnosti, molekulske mase, VAW zapremine i elektronegativnosti. Njegovo
racunanje je zasnovano na jednacini (30) (389).

Hw) =Y, Z}‘-‘zi hij X w; X wj X S(dij; hij; k) zak =012,..,D (30)
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gde h;; predstavlja vandijagonalne elemente molekulskog matriksa uticaja H, w je tezinski faktor, a
Dirakova § funkcija se definise kao:

i3 Mij; ‘{0 ako je di; # k ili hyj < 0 (1)

Za odredeni atom i, samo oni atomi j, na topoloSkoj udaljenosti d;; sa pozitivnim h;;
vrednostima, se uzimaju u obzir procene uticaja jer imaju najvecu Sansu da interaguju sa i-tim
atomom.

Hop pripada grupi 3D deskriptora koji uzima u obzir polozaj atoma u matriksu i1 vrsi procenu
uticaja na osnovu polarizabilnosti na topoloskoj udaljenosti 0 u trodimenzionalnom molekulskom
prostoru. Najvece vrednosti ovog deskriptora su izraunate za olanzapin, ziprazidon i njegove
necistoce, Z1 1 Z2, usled prisustva atoma hlora i sumpora u jedinjenju. Poznato je da ovi atomi
imaju najvece vrednosti polarizabilnosti i posledicno najveéi uticaj na smanjenje permeabilnosti
kroz KMB (390). Suprotno tome, jedinjenja sa najnizim vrednostima ovog deskriptora su:
A0854/40003386, AO854/12910145 i AM879/11741391, koja poseduju i najvece logP, vrednosti.
Iz tog razloga, moguce je zakljuciti da uvodenje atoma fluora umesto hlora, uklanjanje atoma
sumpora iz liganda ili zamena sulfonamida sa amidskom funkcionalnom grupom moze imati
pozitivan uticaj na povecanje permeabilnosti kroz KMB. Osim polarnih karakteristika, Hyp uzima u
obzir i geometrijske osobine jedinjenja koje zavise od 3D strukture. Primeéeno je da jedinjenja sa
metil supstituentom na aromati¢nom prstenu, poput AG205/05879010, poseduju vise Hyp vrednosti
i nize logP, vrednosti u odnosu na jedinjenja sa metil grupom na zasi¢enom heterociklusu,
AP263/40017925, §to je potencijalno uslovljeno razli¢itim konformacionim stanjima ispitivanih
liganada. Predlozene strukturne promene su u skladu sa smernicama koje su definisane za dizajn
efikasnijih 1 bezbednijih dualnih antagonista 5-HT,4/D;-R. Prisustvo amidske funkcionalne grupe u
strukturi dizajniranih liganada je pokazalo znadajan pozitivan uticaj na povecanje aktivnosti na
proucavanim 5-HT,, 1 D, receptorima.

SolvEMt 3D je drugi selektovani deskriptor, izratunat u ADMET Predictor programu, koji
se definiSe kao duzina vektora momenta energije solvatacije. On takode poseduje negativnu
korelaciju sa prouCavanim logP, vrednostima, pa je povefanje njegove vrednosti praceno
smanjenjem efektivne permeabilnosti. Teorijski, ovaj deskriptor takode karakteriSe polarnost
molekula. Jedinjenja koja poseduju vise polarnih grupa i koja su protonovana pri fizioloSkom pH
imaju 1 viSe vrednosti SolvEMt 3D a nize logP,, poput ziprazidona i ropinirola.

Definisanje uticaja SolvEMt 3D i1 Hgp deskriptora je pruzilo jedinstvene informacije o
uticaju topoloSkih 1 geometrijskih faktora, kao i faktora polarizabilnosti na prolazak ispitivanih
liganada kroz KMB. Predlozene strukturne modifikacije mogu posluziti kao osnova za dalju
optimizaciju ispitivanih liganada u cilju poboljSanja njihovih osobina permeabilnosti. Takode,
formirani 1 validirani QSPR-SVM model moze biti koriS¢en za brzo i pouzdano predvidanje
permeabilnosti strukturno srodnih jedinjenja koja uticu na modulaciju aktivnosti serotoninske i
dopaminske neurotransmisije u CNS-u.

4.3.4 SMD simulacije

Primena SMD metodologije u ovom istrazivanju je omogucila kvalitativnu analizu procesa
permeabilnosti ispitivanih jedinjenja kroz KMB. Sistem je pripremljen prema postupku datom u
Eksperimentalnom delu 3.4.3, a Slika 4.29 prikazuje ligand AMS879/11741391 koji se nalazi na
razli¢itim pozicijama u odnosu na DOPC lipidni dvosloj.
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Slika 4.29. SMD simulacija jedinjenja AM879/11741391 koji se krece u pravcu z ose, iz vode u
lipidni dvosloj 1 opet izlazi u vodu sa druge strane.

Ligandi su proucavani u zasebnim sistemima, analiziraju¢i maksimum primenjene sile na
svako jedinjenje u funkciji vremena, kao i vreme potrebno da jedinjenje prode kroz lipidni dvosloj
koji imitira KMB (Slika 4.30). Na pocetku svake SMD simulacije, jedinjenje se kre¢e u vodenoj
sredini gde maksimum sile koja deluje na njega ne prelazi preko 150 pN. Kako se jedinjenje
primi¢e DOPC membrani i1 ulazi u hidrofobne regije (¢;), dolazi do ostvarivanja jacih interakcija u
sistemu koje utiCu i na povecanje sile koja deluje na jedinjenje sve dok ne izade opet u vodenu
sredinu. Maksimalna vrednost sile je uocena kod ropinirola, 395,88 pN (Slika 4.30). Nakon izlaska
iz lipidnog dvosloja i ponovnog ulaska u vodenu sredinu (%), sila koja deluje na jedinjenje se
znacajno smanjuje i postaje stabilnija.

Pored toga, ispitivana jedinjenja su analizirana uzimajuéi u obzir i1 vreme potrebno da
jedinjenje prode DOPC membranu, ra€unajuci razliku izmedu dva pika, na prikazanim graficima, u
vremenima 7,1 ¢;. Rezultati predstavljeni u Tabeli 4.17 su pokazali znac¢ajnu negativnu korelaciju sa
ispitivanim logP, vrednostima iz PAMPA studije (Iimenogpe = 0,66). Prema tome, moguce je
zakljuciti da je najduzi period prolaska kroz lipidnu barijeru imao ziprazidon (17 ns), dok je hDAT
supstrat, AM879/11741391, prosao za 6 ns (Slika 4.30). Dobijeni rezultati su u skladu sa
eksperimentalno izracunatim logP, vrednostima.

Proucavani sistem, koji imitira prolazak jedinjenja kroz KMB, je definisan promenljivom
elastiénom silom koja deluje na atome sa konstantnom brzinom kretanja. 1z tog razloga, izraCunate
su vrednosti maksimalne sile koja deluje na svako jedinjenje, Fnax (Tabela 4.17). Dobijeni rezultati
poseduju umereno znacajnu, negativnu korelaciju sa logP, vrednostima iz PAMPA studije
(TFmaxiogpe = -0,50), gde je povecanje vrednosti Fn.x praceno smanjenjem logP. vrednosti.
Eksperimentalnom analizom je uoceno da ziprazidon, ropinirol 1 kvetiapin poseduju najnizu
efektivnu permeabilnost (logP,) kroz KMB, S$to je u skladu sa izracunatim Fy,,x vrednostima iz
SMD simulacije (Tabela 4.17). Prema tome, moZemo zaklju¢iti da jedinjenja sa niskom
permeabilnoséu (logP, < 5,66) zahtevaju vecu silu koja deluje na sistem da bi prosli kroz
proucavanu membranu.

SMD simulacije jedinjenja koja uti¢u na modulaciju aktivnosti serotoninskog i dopaminskog
sistema u mozgu su omogucile sagledavanje njihovog prolaska kroz KMB, pruzajuc¢i detaljne
informacije o silama koje deluju na sistem u procesu translokacije. Generalno, ova metodologija
moze da se koristi za brzu 1 pouzdanu skrining analizu strukturno razli¢itih jedinjenja i predvidanje
njihove relativne permeabilnosti kroz KMB. Takode, SMD simulacije predstavljaju osnovu za
dalje, slozenije proracune slobodne energije (380).
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Slika 4.30. Graficki prikaz sile koja deluje na jedinjenje u funkciji vremena tokom SMD simulacije.
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Tabela 4.17. Rezultati SMD simulacije. Vreme predstavlja period potreban da jedinjenje prode
kroz DOPC membranu (#,-1;).

Jedinjenje Vreme (ns) Finax (PN) logP,
Pramipeksol 6,20 240,44 -4,29
Citalopram 13,40 292,15 -3,57
Ropinirol 11,60 395,88 -4,44
Mirtazapin 8,20 226,51 -3,54
Risperidon 9,00 265,35 -3,67
AP263/40017925 8,50 265,47 -3,66
A0854/40003386 7,40 183,10 -3,47
AMS879/11741391 6,00 262,42 -3,38
AG205/05879010 8,40 293,09 -4,45
A0854/12910145 6,40 226,45 -3,46
AP124/41027793 8,40 281,11 -3,43
Kvetiapin 12,20 334,69 -4,78
Ziprazidon 17,00 348,53 -5,88
Olanzapin 9,50 237,50 -3,85
Imp Z1 7,50 239,88 -4,42
Imp Z2 9,80 261,18 -3,98
Imp Al 8,90 317,60 -3,79
Haloperidol 10,00 352,50 -3,65

4.3.5 Insilico predvidanje permeabilnosti kroz KMB proucavanih dualnih
antagonista 5S-HT,./D,-R i selektivnih I,-IR liganada

In silico modeli, koji omogucavaju definisanje odnosa izmedu molekulskih deskriptora i
osobina od interesa, imaju vaznu ulogu u ranim fazama istrazivanja novih lekova. Zasnovani na
eksperimentalnim podacima poznatih liganada, modeli validirani opseznim statistickim
prora¢unima obezbeduju pouzdana predvidanja u okviru svog domena primenljivosti.

Strukturna raznovrsnost jedinjenja, kao i potvrdena eksterna prediktivnost omogucéavaju
pouzdano kvantitativno predvidanje permeabilnosti srodnih CNS kandidata kroz KMB primenom
formiranog QSPR-SVM modela. 1z tog razloga, dizajnirani dualni antagonisti 5-HT,,/D;-R, kao 1
ligandi imidazolinskih I,-R su analizirani formiranim modelom u cilju procene njihove efektivne
permeabilnosti 1 potencijalnog delovanja na ciljnim mestima dejstva unutar CNS-a. Model formiran
na osnovu eksperimentalno dobijenih podataka iz PAMPA studije je primenjen za predvidanje
logP, vrednosti novog seta podataka. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.18.
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Tabela 4.18. Predvidene logP, vrednosti za dizajnirane dualne antagoniste 5-HT,a/D>-R 1 ligande
I,-IR formiranim QSPR-SVM modelom. Za jedinjenja sa * su prikazane eksperimentalno dobijene
logP, vrednosti iz PAMPA studije.

Redni broj Jedinjenje SolvEMt 3D Hyp logP, Klasa
1 Pramipeksol* 1,57 0,10 -4,29 Trening
2 Citalopram* 1,40 0,12 -3,57 Trening
3 Ropinirol* 1,58 0,06 -4,53 Trening
4 Risperidon* 1,33 0,11 -3,67 Trening
5 AP263/40017925* 1,11 0,08 -3,48 Trening
6 AMS879/11741391* 0,35 0,05 -3,43 Trening
7 AG205/05879010* 1,30 0,11 -4,49 Trening
8 A0854/12910145* 0,98 0,02 -3,46 Trening
9 Ziprazidon* 1,74 0,25 -5,97 Trening
10 Olanzapin* 1,03 0,14 -3,91 Trening
11 Imp Z2* 1,56 0,17 -3,98 Trening
12 Haloperidol* 0,71 0,12 -3,77 Trening
13 Mirtazapin* 0,36 0,09 -3,62 Test
14 A0854/40003386* 0,98 0,04 -3,39 Test
15 AP124/41027793* 1,12 0,10 -3,43 Test
16 Kvetiapin* 1,47 0,12 -4,78 Test
17 Imp Z1* 0,86 0,18 -4,33 Test
18 Imp A1* 1,54 0,06 -3,78 Test
19 Al 1,23 0,09 -3,78 5-HT,4/D,-R
20 A2 1,44 0,12 -4,18 5-HT,4/Dy-R
21 A3 1,69 0,09 -4,26 5-HT,4/D,-R
22 A4 1,35 0,08 -3,84 5-HT,4/D,-R
23 AS 1,55 0,09 -4,12 5-HT,4/D,-R
24 A6 1,55 0,12 -4,27 5-HT,A/D,-R
25 Bl 1,72 0,06 -4,17 5-HT,A/D,-R
26 B2 1,33 0,10 -3,91 5-HT,4/D,-R
27 B3 1,52 0,07 -3,99 5-HT,4/D,-R
28 B4 1,74 0,08 -4,33 5-HT,4/D,-R
29 Cl 1,46 0,14 -431 5-HT,A/D,-R
30 C2 1,55 0,21 -5,07 5-HT,A/D,-R
31 C3 1,80 0,17 -5,00 5-HT,4/D,-R
32 C4 2,01 0,17 -5,37 5-HT,4/D,-R
33 C5 1,53 0,16 -4,55 5-HT,A/D,-R
34 C6 1,64 0,16 -4,71 5-HT,A/D,-R
35 C7 1,83 0,18 -5,15 5-HT,A/D,-R
36 C8 1,29 0,15 -4,24 5-HT,A/D,-R
37 C9 1,53 0,11 -4,22 5-HT,A/D,-R
38 C10 1,63 0,15 -4,66 5-HT,A/D,-R
39 Cl1 1,60 0,14 -4,49 5-HT,A/D,-R
40 Cl12 1,73 0,19 -5,09 5-HT,4/D,-R
41 C13 1,34 0,14 -4,19 5-HT,A/D,-R
42 Cl4 1,83 0,22 -5,55 5-HT,4/D,-R
43 Cl15 1,76 0,16 -4,88 5-HT,4/D,-R
44 Cle6 1,40 0,13 -4,17 5-HT,4/D,-R
45 C17 2,00 0,18 -5,41 5-HT,4/D,-R
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46 C18 1,30 0,15 -4,21 5-HT,/D,-R

47 C19 1,40 0,13 -4,23 5-HT,4/D,-R
48 C20 1,68 0,13 -4,57 5-HT,A/D,-R
49 Idazoksan 0,66 0,01 -3,22 I,-IR
50 8a 1,36 0,05 -3,74 I-IR
51 8b 1,06 0,07 -3,55 I-IR
52 8¢ 1,18 0,11 -3,83 I-IR
53 8e 1,17 0,08 -3,70 I-IR
54 9a 1,28 0,08 -3,76 I-IR
55 9b 0,88 0,09 -3,54 I-IR
56 9¢ 1,21 0,13 -4,05 I-IR
57 9d 1,20 0,17 -4,34 I-IR
58 9¢ 1,25 0,12 -3,95 I-IR
59 of 1,12 0,09 -3,70 I-IR
60 9¢g 1,33 0,09 -3,90 I-IR
61 %h 1,20 0,09 -3,78 I-IR
62 9i 1,36 0,10 -3,98 I-IR
63 9j 1,11 0,14 -4,01 I-IR
64 9k 1,36 0,13 -4,16 I-IR
65 9m 1,45 0,12 -4,20 I-IR
66 Or 1,25 0,16 -4,31 I-IR
67 9u 0,96 0,20 -4,39 I-IR
68 9x 1,80 0,11 -4,58 I-IR
69 9z 1,43 0,15 -4,38 I-IR
70 9aa 0,90 0,11 -3,69 I-IR
71 9ab 1,29 0,14 -4,16 I-IR
72 9ac 1,16 0,14 -4,04 I,-IR
73 9ad 1,38 0,15 -4,32 I,-IR
74 12d 0,86 0,17 -4,10 I,-IR
75 13¢ 1,35 0,12 -4,06 I,-IR
76 13d 0,90 0,16 -3,99 I,-IR
77 l4c 1,25 0,15 -4,19 I,-IR
78 15¢ 1,26 0,13 -4,09 I,-IR

U cilju procene pouzdanosti dobijenih rezultata, izraCunate su leverage vrednosti za novi set
jedinjenja i predvideno njihovo uklapanje u domen primenljivosti formiranog QSPR-SVM modela.
Za racunanje su koriS¢ene vrednosti najznacajnijih molekulskih deskriptora, SolvEMt 3D 1 Hyp iz
ADMET Predictor i Dragon programa. Rezultati prikazani na Slici 4.31 ukazuju da nema
odstupanja van definisane grani¢ne vrednosti (4*), pa se predvidanja formiranog modela za sva
ispitivana jedinjenja mogu smatrati pouzdanim.

Proucavanjem predvidenih logP, vrednosti za dizajnirane dualne antagoniste 5-HT,2/D>-R
uoceno je da veéina jedinjenja pripada grupi visoko permeabilnih (logP, > -5,33), izuzev C4, C14 i
C17 koja se svrstavaju u grupu srednje permeabilnih jedinjenja (-5,66 < logP, < -5,33) (Tabela
4.18). Naime, C4 i C17 jedinjenja karakteriSe prisustvo dve karbonilne grupe na dihidroindolnom
prstenu, Sto je uslovilo znacajno vece vrednosti SolvEMt 3D deskriptora u odnosu na ostale
dizajnirane antagoniste. S obzirom na to da pomenuti deskriptor negativno koreliSe sa logP,
vrednoSc¢u, povecanje njegove vrednosti je uticalo na znacajno smanjenje efektivne permeabilnosti
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ovih jedinjenja. Jedinjenje C14 poseduje vise vrednosti oba deskriptora u odnosu na jedinjenja sa
visokom permeabilnos¢u. Osim polarnosti jedinjenja, SolvEMt 3D 1 Hyp uzimaju u obzir i
geometrijske osobine jedinjenja, koje takode mogu uticati na predvidanja formiranim modelom.
Izabrani ligandi A2, B3 i1 C3, pripadaju grupi visoko permeabilnih jedinjenja, sa vrednostima logP,
parametra -4,18, -3,99 1 -5,00, redom.

w Dizajnirani antagonisti 5-HT,,/D,-R
080 h*=0,75 # 1R ligandi
# Test set jedinjenja
© Trening set jedinjenja

Leverage vrednosti

T
2000 4000 6000 8000 10000

Redni broj jedinjenja

Slika 4.31. Domen primenljivosti formiranog QSPR-SVM modela za dualne antagoniste 5-
HTzA/Dz'R 1 ligande IZ-IR.

Grupa selektivnih liganada imidazolinskih I,-R je takode analizirana formiranim QSPR-
SVM modelom s obzirom na potencijalnu efikasnost u lecenju CNS oboljenja. Analizom je
pokazano da se sva jedinjenja mogu klasifikovati u grupu visoko permeabilnih, sa logP,
vrednostima ve¢im od -5,33. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim studijama koje su
obuhvatile eksperimentalno ispitivanje efektivne permeabilnosti idazoksana i1 9d jedinjenja,
ukazujuci takode na visok nivo njihove permeabilnosti kroz KMB (218,324).
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Iako se trenutno na trzi$tu nalazi Sirok spektar lekova za neuroloska i mentalna oboljenja,
ipak postoji velika potreba za razvojem novih, bezbednijih i efikasnijih terapeutika. Neuroloske i
mentalne bolesti predstavljaju slozena patoloSka stanja koja su pracena disregulacijom razli¢itih
bioloskih sistema u mozgu. Primena viSeciljnog (eng. multi-target) pristupa u njihovom lecenju
predstavlja osnovu terapijske efikasnosti novih lekova koji uticu na modulaciju aktivnosti razli¢itih
receptora i uspostavljanje fizioloske ravnoteze. S obzirom na to da se radi o veoma izazovnom i
zahtevnom procesu, koriS¢enje in silico kompjuterskih metoda u kombinaciji sa in vitro
ispitivanjima moZe znacajno ubrzati proces otkrivanja novih lekova i pruziti dobru osnovu za dalja
istrazivanja.

U okviru ovog istrazivanja primenjene su savremene CADD metode u cilju sveobuhvatne
analize slozene 3D-strukture farmakofore dualnih antagonista 5-HT,4/D,-R, sa smanjenim
afinitetom za H;-R. Integracijom razli¢itih metoda zasnovanih na strukturi ciljnog mesta dejstva i
liganda generisan je in silico protokol koji je omogucio definisanje strukturnih osobina odgovornih
za potentno antagonisticko delovanje na proucavanim receptorima, kao 1 onih koje potencijalno
mogu uticati na pojavu metabolickih nezeljenih efekata. Ispitivani set podataka se sastojao od
strukturno veoma razli¢itih jedinjenja sa Sirokim spektrom eksperimentalne aktivnosti. Simulacije
MD i molekulski doking su koriS¢eni za generisanje specificnih bioaktivnih konformacija
prouCavanih liganada, koje su dalje primenjene u formiranju prediktivnih 3D-QSAR modela.
Formirani i validirani modeli su pruzili vazne informacije o strukturnim karakteristikama jedinjenja
koje znacajno koreliSu sa ispitivanim pKi vrednostima i uticu na biolosku aktivnost i selektivnost.
Dobijeni rezultati su ukazali da veée rastojanje izmedu krajnjih lipofilnih i sternih centara liganda,
kao 1 prisustvo dve hidrofobne regije sa akceptorima i donorima H-veze na optimalnom rastojanju
uti¢u na povecéanje aktivnosti za 5-HT;4 1 D, receptore, dok negativno korelisu sa aktivnos$éu na H;-
R. Pored toga, rezultati dobijeni 3D-QSAR studijom su validirani studijom molekulskog dokinga
koja je omogucila sagledavanje klju¢nih intermolekulskih interakcija u vezujuéim mestima
proucavanih receptora. Uoceno je da akceptorske grupe liganda u donjem hidrofobnom dzepu
ostvaruju vazne vodoni¢ne veze sa aminokiselinama Thr160°~ (5-HT,4-R) i Thr119*" (D,-R), dok
donorske 1 akceptorske grupe u gornjem hidrofobnom dZepu formiraju interakciju sa polarnom
aminokiselinom na poziciji 7.35 (Asn363, 5-HT,4-R; Ser409, D,-R). Navedene interakcije mogu
igrati potencijalno vaznu ulogu u stabilizaciji formiranih kompleksa i postizanju selektivnosti u
odnosu na H;-R.

Na osnovu dobijenih rezultata, uraden je VS komercijalno dostupnih baza fragmenata u cilju
identifikacije najboljih struktura za dizajn novih potentnih 5-HT,/D;,-R antagonista, sa smanjenim
afinitetom za H;-R. Farmakoforna analiza je pruzila osnovu za definisanje strategije u dizajnu novih
dualnih antagonista ¢ije su aktivnosti na proucavanim receptorima predvidene formiranim 3D-
QSAR modelima. Molekulski doking je pruzio uvid u intermolekulske interakcije koje potencijalno
mogu obezbediti visok nivo Zeljene aktivnosti i selektivnosti dizajniranih jedinjenja.

Nakon toga, uradeno je in silico predvidanje ADMET osobina u cilju izbora najboljih
kandidata za buduca ispitivanja. Jedinjenja A2, B3 i C3, su pokazala najbolji odnos aktivnosti i
selektivnosti na proucavanim 5-HT,s, D, 1 H; receptorima u odnosu na vodeca (eng. lead)
jedinjenja, kao 1 zadovoljavajuc¢i profil fizicko-hemijskih 1 farmakokinetickih osobina, pruzajuéi
dobru osnovu za dalja istraZivanja i optimizaciju.

Pored toga, u cilju sagledavanja novih terapijskih mogucnosti u lecenju neuroloskih
oboljenja, proucavana je farmakofora selektivnih liganada imidazolinskih I, receptora. Usled
ogranicenja u dostupnosti strukture ovog receptora, informacije dobijene analizom kvantitativnog
odnosa strukture i aktivnosti omogucéavaju definisanje vezivnog mesta i potencijalnih interakcija
kljucnih za ostvarivanje potentnog delovanja. Istrazivanje je obuhvatilo grupu novosintetisanih
bicikli¢nih a-iminofosfonata. 3D-QSAR analizom je pokazano da najveci uticaj na selektivnost
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ispitivanih I,-IR liganada u odnosu na a,-AR poseduje prisustvo elektronegativnih supstituenata na
optimalnom rastojanju. Takode, prisustvo aromati¢nih grupa, koje mogu ucestvovati u formiranju
potencijalnih hidrofobnih interakcija u vezujuéem mestu, pozitivno koreliSe sa ispitivanim pKi
vrednostima za I,-IR. Povecanje udaljenosti izmedu definisanih hidrofobnih regija u a polozaju
biciklicnog prstena i supstituenta N-maleimid grupe je pokazalo pozitivan uticaj na povecanje
aktivnosti za ap-AR. Pored toga, primenom ADMET Predictor programa izvrSeno je predvidanje
fizicko-hemijskih i1 farmakokinetickih karakteristika proucavanih liganada.

Sposobnost prolaska kroz KMB predstavlja klju¢nu osobinu svih centralnodelujué¢ih
jedinjenja. Brojne studije su pokazale da je manja terapijska efikasnost jedinjenja u preklinickim i
klinickim ispitivanjima veoma ¢esto povezana sa smanjenim transportom do ciljnog mesta dejstva u
CNS-u. Iz tog razloga, proucavanje permeabilnosti kroz KMB jedinjenja koja ostvaruju svoje efekte
na nivou CNS-a ima najveci znacaj u ranim fazama istrazivanja lekova. U ovoj studiji je ispitana
permeabilnost kroz KMB jedinjenja koja uticu na modulaciju aktivnosti serotoninskog i
dopaminskog sistema primenom in vitro PAMPA testa. Svi proucavani ligandi su pokazali visok
nivo permeabilnosti (logP, > -5,33), izuzev ziprazidona koji je grupisan u nisko permeabilne (-6,14
<logP, (-5,88) < -5,66). Dobijeni rezultati su u skladu sa eksperimentalno odredenim vrednostima
logBB parametra iz literature.

U cilju definisanja zavisnosti izmedu strukturnih osobina jedinjenja 1 efektivne
permeabilnosti, koriS¢ene su razliCite matematicke metode linearne (MLR i PLS) i nelinearne
(SVM) zavisnosti. Rezultati dobijeni opseznom statistickom analizom internih 1 eksternih
parametara validacije su ukazali na superiornost QSPR-SVM modela u odnosu na ostale formirane
modele, usled veée tacnosti u predvidanju za eksterni test set. Molekulski deskriptori sa
najznacajnijim uticajem na ispitivane logP, vrednosti su omogu¢ili analizu strukturnih osobina koje
uticu na permeabilnost liganada kroz KMB. SolvEMt 3D 1 Hop su najznacajniji selektovani
deskriptori koji negativno koreliSu sa proucavanim logP, vrednostima. Oni isti¢u topoloske i
geometrijske osobine jedinjenja, ukazujué¢i da modifikacije polarizabilnosti, zamenom atoma hlora
sa atomom fluora ili sulfonamida sa amidom, mogu uticati na poboljSanje prolaska jedinjenja kroz
KMB. Takode, predloZene strukturne modifikacije su u skladu sa prethodno definisanim
smernicama za dizajn aktivnijih 1 bezbednijih liganada sa dualnim antagonisti¢kim delovanjem na
5-HT,a/Ds-R.

Strukturna 1 farmakoloSka razli¢itost jedinjenja koja su koriS¢ena u QSPR studiji pruza
moguénost primene formiranog QSPR-SVM modela za pouzdano predvidanje -efektivne
permeabilnosti novih analoga koji pripadaju definisanom domenu primenljivosti. Izabrani model je
koriS¢en za predvidanje permeabilnosti kroz KMB dizajniranih dualnih antagonista 5-HT,a/D>-R 1
selektivnih liganada I,-IR. Dobijeni rezultati su pokazali da vec¢ina jedinjenja pripada grupi visoko
permeabilnih (logP,> -5,33).

Takode, uradene su SMD simulacije radi vizuelizovanja procesa permeabilnosti ispitivanih
liganada kroz proucavanu lipidnu membranu. Dobijeni rezultati su u skladu sa eksperimentalno
izraCunatim logP, vrednostima iz PAMPA studije, ukazuju¢i na mogucnost njihove potencijalne
primene u skrining analizi strukturno razli¢itih jedinjenja koja deluju na nivou CNS-a.

Proces istrazivanja i razvoja novih lekova je veoma slozen, dugotrajan i zahtevan. Danas
postoji sve veca potreba za razvojem metoda koje ¢e olakSati i ubrzati ispitivanja velikog broja
jedinjenja u ranim fazama istraZivanja, pruzajuc¢i pouzdane rezultate za izbor najboljih kandidata za
dalju sintezu 1 optimizaciju. U okviru ove doktorske disertacije, formiranjem integrativnog pristupa
primenom komplementarnih in silico 1 in vitro metoda postavljena je osnova za racionalni dizajn
efikasnijih 1 bezbednijih lekova za leCenje sloZenih neuroloSkih i1 mentalnih oboljenja. Rezultati
ovog istrazivanja su omogucili uvid u najvaznije kompjuterske metode, koje u kombinaciji sa in
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vitro tehnikama, mogu doprineti boljem razumevanju delovanja liganada koji uticu na modulaciju
aktivnosti serotoninskog i dopaminskog sistema u mozgu. Farmakoforna analiza je pruzila osnovu
za optimizaciju dualnih antagonista 5-HT,4 1 D5 receptora sa smanjenim afinitetom za H, receptor,
kao 1 selektivnih liganada imidazolinskih I, receptora, koji imaju vaznu ulogu u terapiji glavnih 1
propratnih simptoma razli¢itih neuropsihijatrijskih i neurodegenerativnih oboljenja. Formirani 3D-
QSAR modeli se mogu koristiti za pouzdano predvidanje aktivnosti novih strukturnih analoga koji
pripadaju definisanim domenima primenljivosti, dok QSPR model, koji je formiran na osnovu
rezultata in vitro PAMPA studije, predstavlja brzu i efikasnu skrining metodu za procenu
permeabilnosti jedinjenja kroz KMB. Proucavanje jedinjenja koja svoje delovanje ostvaruju na
nivou receptorskih sistema u mozgu predstavlja veliki izazov u istrazivanju zbog kompleksnosti
patofizioloskih mehanizama CNS oboljenja, kao i neophodnosti prolaska kroz KMB. Ekonomi¢nost
1 pouzdanost samo su neke od osobina formiranog protokola koji moze imati znacajnu ulogu u
ranim fazama istrazivanja, pruzajuci smernicu i osnovu za racionalni dizajn efikasnijih i bezbednijih
terapeutika slozenih neuroloskih i mentalnih oboljenja.
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Prilog A

Tabela A7.1. Set jedinjenja iz trening i test (*) seta koriS¢enih za formiranje 3D-QSAR modela za

5-HT,4 receptor.

Klaster 1 Klaster 2 Klaster 3
Jedinjenja pKi.,, Jedinjenja pKi,,, Jedinjenja pKi,.,,

ChEMBL366164 8,80 ChEMBL252818 11,00 ChEMBL3233142 9,27
ChEMBLI1113 8,75 ChEMBL253022 11,00 ChEMBL3233432 9,05
ChEMBL715* 8,64 ChEMBL253878 10,40 ChEMBL3233143* 9,03
ChEMBLS31 8,602 ChEMBL708 10,10 ChEMBL3233427 9,00
ChEMBL.329566* 8,60 ChEMBL251834 10,10 ChEMBL3233431 8,89
ChEMBL90882 8,52 ChEMBL253439 10,00 ChEMBL3233423* 8,77
ChEMBL89970* 8,40 ChEMBL398711* 9,82 ChEMBL3233144 8,68
ChEMBL1222552 8,10 ChEMBL252031* 9,60 ChEMBL3233409* 8,62
ChEMBL6437 8,09 ChEMBL253024 9,52 ChEMBL3233412 8,60
ChEMBI1.42 8,04 ChEMBL252030* 9,48 ChEMBL3233429* 8,54
ChEMBL1278116 7,90 ChEMBL252230* 9,35 ChEMBL3233411* 8,48
ChEMBIL.363581* 7,89 ChEMBL400235 9,35 ChEMBL3233149 8,46
ChEMBI.193435* 7,82 ChEMBLS85 9,30 ChEMBL3233419* 8,34
ChEMBL1276948 7,80 ChEMBL252228 9,30 ChEMBL3233147 8,33
ChEMBL555362 7,70 ChEMBL398744 9,26 ChEMBL3233406 8,24
ChEMBL1278201* 7,70  ChEMBL398525 9,19 ChEMBL3233413 7,75
ChEMBL1.364270 7,66 ChEMBL252430 9,17 ChEMBL3233410 6,17
ChEMBL544418* 7,66 ChEMBL400236* 9,13 ChEMBL3233416 6,15
ChEMBL1277216 7,60 ChEMBL252201%* 9,02

ChEMBL1222694* 7,50 ChEMBL398619* 9,02

ChEMBL1277312 7,50 ChEMBL252429 8,78

ChEMBL195856 7,42 ChEMBL442290 8,61

ChEMBL1222624* 7,40 ChEMBL398618 8,52

ChEMBL1277035 7,30 ChEMBL253233 8,32

ChEMBL544184* 7,14 ChEMBL54 7,00

ChEMBL1278019* 7,10

ChEMBL1222763 7,00

ChEMBL1277935 6,90

ChEMBL1278114 6,80

ChEMBL1222625%* 6,70

ChEMBL1278113* 6,50

ChEMBL1277491 6,40

ChEMBL1222692 6,30

ChEMBL1276860 6,20

ChEMBL1277585 6,20

ChEMBL163239 6,12

ChEMBL94067 5,92

Podvucena jedinjenja su koriS¢ena za generisanje sva tri 3D-QSAR modela. Jedinjenja obelezena u crveno se nalaze u 5-HT,5-R i
D,-R ispitivanim setovima. Jedinjenja obeleZena u plavo se nalaze u 5-HT,4-R i H;-R ispitivanim setovima.
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Tabela A7.2. Set jedinjenja iz trening i test (*) seta koriS¢enih za formiranje 3D-QSAR modela za

D, receptor.

Klaster 1 Klaster 2 Klaster 3

Jedinjenja pKi,,, Jedinjenja pKi,,, Jedinjenja pKi,,,
ChEMBL193639 8,04 ChEMBL219916 9,05 ChEMBL3233427 7,57
ChEMBL90882 8,60 ChEMBL8S5 8,85 ChEMBL3233413 7,57
ChEMBLA435301 8,23 ChEMBL54 8,60 ChEMBL3233143* 7,52
ChEMBL366164* 7,92 ChEMBL251834 8,52 ChEMBL3233142 7,50
ChEMBL363581 7,92 ChEMBL221692 8,40 ChEMBL3233432* 7,39
ChEMBL89970* 7,68 ChEMBL398744* 8,30 ChEMBL3233406 7,37
ChEMBLS31 7,68 ChEMBL253439 8,30 ChEMBL3233149 7,34
ChEMBL194659* 7,50 ChEMBL708 8,30 ChEMBL3233431 7,30
ChEMBL542029 7,36 ChEMBL252430* 8,30 ChEMBL3233421* 7,28
ChEMBL556969 7,21 ChEMBL398619* 8,22 ChEMBL3233144 7,18
ChEMBIL.329566* 7,21 ChEMBL442290 8,22 ChEMBL3233433 7,16
ChEMBL 193435 7,18 ChEMBL398711 8,10 ChEMBL3233429* 7,15
ChEMBLI1113 7,17 ChEMBL252429 8,00 ChEMBL3233147 7,07
ChEMBIL.364270* 7,17 ChEMBL252816* 8,00 ChEMBL3233419* 7,02
ChEMBL715* 7,11 ChEMBL252030 7,82 ChEMBL3233420 7,01
ChEMBL539057 7,09 ChEMBL398618 7,82 ChEMBL3233423 6,83
ChEMBL555362* 7,08 ChEMBL404000 7,68 ChEMBL3233411* 6,76
ChEMBL554670 7,05 ChEMBL253024* 7,68 ChEMBL3233412 6,72
ChEMBL544418 6,96 ChEMBL252818 7,66 ChEMBL3233409* 6,67
ChEMBL195706 6,72 ChEMBL253233* 7,66 ChEMBL3233410 6,12
ChEMBI1.42 6,66 ChEMBL253878* 7,58 ChEMBL3233416 5,52
ChEMBL163863* 6,64 ChEMBL400235 7,57
ChEMBL195856 6,43 ChEMBL252201 7,48
ChEMBL163239 6,36 ChEMBL253022* 7,47
ChEMBL94067* 6,24 ChEMBL400236 7,17
ChEMBL544184 6,17
ChEMBL6437 5,66

Podvucena jedinjenja su kori$¢ena za generisanje sva tri 3D-QSAR modela. Jedinjenja obelezena u crveno se nalaze u 5-HT,4-R 1
D,-R ispitivanim setovima. Jedinjenja obelezena u zeleno se nalaze u D,-R i H;-R ispitivanim setovima.
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Tabela A7.3. Set jedinjenja iz trening i test (*) seta koriS¢enih za formiranje 3D-QSAR modela za
H; receptor.

Klaster 1 Klaster 2
Jedinjenja pKi,,, Jedinjenja pKi,,,
ChEMBL534 9,86 ChEMBL43064* 8,06
ChEMBL329566 9,37 ChEMBL30008 7,75
ChEMBL1222552* 9,20 ChEMBLS5 7,48
ChEMBLA42 8,96 ChEMBL708 7,33
ChEMBL715* 8,92 ChEMBL219916 6,81
ChEMBL363581 8,92 ChEMBL476935%* 6,30
ChEMBL366164* 8,85 ChEMBL476108 6,72
ChEMBL6437 8,77 ChEMBLI150161 6,59
ChEMBL1278116 8,40 ChEMBL1108 6,28
ChEMBL435301 8,37 ChEMBLA478617* 6,20
ChEMBL1276947 8,27 ChEMBL140872* 6,04
ChEMBL194659 8,12 ChEMBL340816 6,01
ChEMBL1278114 8,00 ChEMBLA476109 5,99
ChEMBLI1113 7,96 ChEMBL54 5,68
ChEMBL364270* 7,85 ChEMBL210578 5,06
ChEMBL1278201%* 7,80
ChEMBL1222624* 7,70
ChEMBL1222554 7,60
ChEMBL1277585 7,60
ChEMBL195706* 7,48
ChEMBL1222693 7,40
ChEMBL1222763* 7,40
ChEMBL1276860* 7,40
ChEMBL193435 7,38
ChEMBL1222553 7,30
ChEMBL1222694* 7,30
ChEMBL1222695 7,10
ChEMBL1277216* 7,10
ChEMBL1222692 6,90
ChEMBL1222764* 6,90
ChEMBL1277035 6,70
ChEMBL1277034 6,50
ChEMBL1278019 6,10

Podvucena jedinjenja su kori§¢ena za generisanje sva tri 3D-QSAR modela. Jedinjenja obelezena u plavo se nalaze u 5-HT,s-R i H;-
R ispitivanim setovima. Jedinjenja obelezena u zeleno se nalaze u D,-R 1 H;-R ispitivanim setovima.
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Tabela A7.4. Rezultati molekulskog dokinga dobijeni AutoDock Vina programom za ispitivani set

jedinjenja za 5-HT»a-R.

Klaster 1 Klaster 2 Klaster 3
Jedinjenja AD Vina Jedinjenja AD Vina Jedinjenja AD Vina
skor skor skor

ChEMBL715 -9,20 ChEMBL54 -9,40 ChEMBL3233143 -10,20
ChEMBLS31 -9,20 ChEMBLS5 -12,00 ChEMBL3233144 -9,20
ChEMBLI1113 -9,20 ChEMBL708 -11,30 ChEMBL3233147 -7,50
ChEMBL6437 -8,80 ChEMBL251834 -11,40 ChEMBL3233149 -9,60
ChEMBL89970 -9,30 ChEMBL252030 -10,30 ChEMBL3233406 -9,50
ChEMBL90882 -10,00 ChEMBL252031 -10,40 ChEMBL3233409 -9,60
ChEMBL94067 -9,00 ChEMBL252201 -9,50 ChEMBL3233410 -9,50
ChEMBL163239 -5,10 ChEMBL252228 -10,30 ChEMBL3233411 -9,80
ChEMBL193435 -8,30 ChEMBL252230 -10,00 ChEMBL3233412 -9,80
ChEMBL195856 -8,20 ChEMBL252429 -10,80 ChEMBL3233413 -9,50
ChEMBL329566 -9,70 ChEMBL252430 -10,40 ChEMBL3233416 -8,90
ChEMBL363581 -8,80 ChEMBL252818 -11,60 ChEMBL3233419 -9,80
ChEMBL364270 -8,50 ChEMBL253022 -11,20 ChEMBL3233423 -10,30
ChEMBL366164 -9,70 ChEMBL253024 -10,90 ChEMBL3233427 -10,50
ChEMBL544184 -10,40 ChEMBL253233 -10,40 ChEMBL3233429 -10,10
ChEMBL544418 -10,70 ChEMBL253439 -10,30 ChEMBL3233431 -10,10
ChEMBL555362 -10,80 ChEMBL253878 -12,20 ChEMBL3233432 -10,10
ChEMBL1222552 -7,90 ChEMBL398525 -10,40 ChEMBL3233142 -10,80
ChEMBL1222624 -8,60 ChEMBL398618 -10,10

ChEMBL1222625 -7,40 ChEMBL398619 -10,50

ChEMBL1222692 -5,20 ChEMBL398711 -11,50

ChEMBL1222694 -7,90 ChEMBL398744 -10,00

ChEMBL1222763 -8,60 ChEMBL400235 -11,30

ChEMBL1276860 -10,00 ChEMBL400236 -10,60

ChEMBL1276948 -8,80 ChEMBL442290 -10,40

ChEMBL1277035 -8,30

ChEMBLI1277216 -10,10

ChEMBL1277312 -10,70

ChEMBL1277491 -7,30

ChEMBL1277585 -7,10

ChEMBL1277935 -10,10

ChEMBL1278019 -10,50

ChEMBLI1278113 -9,50

ChEMBL1278114 -10,70

ChEMBLI1278116 -9,40

ChEMBL1278201 -11,00

ChEMBLA42 -9,10
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Tabela A7.5. Rezultati molekulskog dokinga dobijeni AutoDock Vina programom za ispitivani set

jedinjenja za D,-R.

Klaster 1 Klaster 2 Klaster 3
Jedinjenja AD Vina Jedinjenja AD Vina Jedinjenja AD Vina
skor skor skor

ChEMBL715 -7,00 ChEMBL251834 -9,20 ChEMBL3233143 -9,70
ChEMBLS31 -7,40 ChEMBL252816 -10,10  ChEMBL3233149 -9,00
ChEMBLI1113 -7,20 ChEMBL252030 -10,30 ChEMBL3233406 -9,20
ChEMBL6437 -7,30 ChEMBL253022 -10,20 ChEMBL3233409 -9,10
ChEMBL89970 -7,30 ChEMBL252818 -9,70 ChEMBL3233410 -9,20
ChEMBL90882 -7,40 ChEMBL252201 -10,40 ChEMBL3233411 -9,70
ChEMBL94067 -7,80 ChEMBL253878 -10,20 ChEMBL3233412 -9,80
ChEMBL163239 -7,80 ChEMBL400236 -10,10 ChEMBL3233413 -9,70
ChEMBL163863 -7,10 ChEMBL252430 -8,40 ChEMBL3233416 -9,80
ChEMBL193435 -6,60 ChEMBL219916 -10,10 ChEMBL3233419 -8,70
ChEMBL193639 -7,50 ChEMBL708 -10,40 ChEMBL3233420 -8,80
ChEMBL194659 -8,30 ChEMBL221692 -9,30 ChEMBL3233421 -8,90
ChEMBL195706 -7,80 ChEMBL253439 -6,80 ChEMBL3233423 -9,00
ChEMBL195856 -6,90 ChEMBL398618 -7,60 ChEMBL3233427 -10,10
ChEMBL329566 -7,40 ChEMBL253024 -10,10 ChEMBL3233429 -9,70
ChEMBL363581 -7,60 ChEMBL442290 -8,80 ChEMBL3233431 -9,40
ChEMBL364270 -6,90 ChEMBL398744 -9,10 ChEMBL3233432 -9,80
ChEMBL366164 -7,60 ChEMBLS5 -10,80 ChEMBL3233433 -8,90
ChEMBLA435301 -7,80 ChEMBL398619 -8,90 ChEMBL3233142 -10,50
ChEMBL539057 -7,10 ChEMBL400235 -9,40 ChEMBL3233144 -8,80
ChEMBL542029 -7,10 ChEMBL404000 -10,30 ChEMBL3233147 -7,20
ChEMBL544184 -7,40 ChEMBL54 -9,30
ChEMBL544418 -7,40 ChEMBL253233 -8,50
ChEMBL554670 -7,40 ChEMBL398711 -9,60
ChEMBL555362 -7,60 ChEMBL252429 -7,30
ChEMBL556969 -6,90
ChEMBLA42 -8,80
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Tabela A7.6. Rezultati molekulskog dokinga dobijeni AutoDock Vina programom za ispitivani set
jedinjenja za H;-R.

Klaster 1 Klaster 2
Jedinjenja AD Vina Jedinjenja AD Vina
skor skor

ChEMBL42 -12,10  ChEMBL54 -9,80
ChEMBL715 -10,30 ChEMBLS5 -10,60
ChEMBLI1113 -11,60 ChEMBL708 -10,60
ChEMBL6437 -10,10 ChEMBLI1108 -10,10
ChEMBLA435301 -9,30 ChEMBL30008 -10,30
ChEMBL193435 -8,60 ChEMBL43064 -9,90
ChEMBL194659 -10,40 ChEMBL140872 -9,50
ChEMBL195706 -10,70 ChEMBLI150161 -8,30
ChEMBL329566 -8,00 ChEMBL210578 -8,70
ChEMBL363581 -8,30 ChEMBL219916 -9,20
ChEMBL364270 -10,40 ChEMBL340816 -8,90
ChEMBL366164 -7,90 ChEMBL476108 -9,30
ChEMBL534 -4,70 ChEMBL476109 -9,10
ChEMBL1222552 -9,90 ChEMBL476935 -9,00
ChEMBL1222553 -8,80 ChEMBL478617 -8,50
ChEMBL1222554 -8,20
ChEMBL1222624 -8,00
ChEMBL1222692 -9,10
ChEMBL1222693 -8,30
ChEMBL1222694 -7,70
ChEMBL1222695 -5,10
ChEMBL1222763 -8,20
ChEMBL1222764 -8,50
ChEMBL1276860 -10,70
ChEMBL1276947 -7,60
ChEMBL1277034 -10,50
ChEMBL1277035 -12,20
ChEMBLI1277216 -7,10
ChEMBL1277585 -9,20
ChEMBL1278019 -4,10
ChEMBLI1278114 -8,60
ChEMBLI1278116 -10,00
ChEMBL1278201 -6,60
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Tabela A7.7. Rezultati 3D-QSAR studije za 5-HT,4-R.

Trening set PKicxp PKiprea I;)II((I:‘L: Test set PKiexp PKiyrea I]))II((liZ:
ChEMBLS831 8,62 8,41 0,21 ChEMB715 8,64 8,08 0,56
ChEMBLI1113 8,75 8,72 0,03 ChEMB89970 8,40 8,21 0,19
ChEMBL6437 8,09 7,78 0,31 ChEMBI193435 7,82 7,89 -0,07
ChEMBL90882 8,52 8,34 0,18 ChEMB329566 8,60 8,55 0,05
ChEMBL94067 5,92 6,78 -0,86 ChEMB363581 7,89 8,27 -0,38
ChEMBL163239 6,12 6,62 -0,50 ChEMB544184 7,14 7,21 -0,07
ChEMBL195856 7,42 7,57 -0,15 ChEMB544418 7,66 7,29 0,37
ChEMBL364270 7,66 7,60 0,06 ChEMBLI1222624 7,40 6,86 0,54
ChEMBL366164 8,80 8,32 0,48 ChEMB1222625 6,70 6,43 0,27
ChEMBL555362 7,70 7,18 0,52 ChEMBL1222694 7,50 6,77 0,73
ChEMBL1222552 8,10 8,16 -0,06 ChEMBL1278019 7,10 6,90 0,20
ChEMBL1222692 6,30 6,33 -0,03 ChEMBLI1278113 6,50 5,85 0,65
ChEMBL1222763 7,00 6,82 0,18 ChEMBL1278201 7,70 6,99 0,71
ChEMBL1276860 6,20 6,88 -0,68 ChEMBL252030 9,48 9,22 0,26
ChEMBL1276948 7,80 7,39 0,41 ChEMBL252031 9,60 9,47 0,13
ChEMBL1277035 7,30 6,87 0,43 ChEMBL252201 9,02 8,77 0,25
ChEMBL1277216 7,60 7,48 0,12 ChEMBL252230 9,35 9,29 0,06
ChEMBL1277312 7,50 7,43 0,07 ChEMBL398619 9,02 9,58 -0,56
ChEMBL1277491 6,40 6,18 0,22 ChEMBL398711 9,82 9,42 0,40
ChEMBL1277585 6,20 6,63 -0,43 ChEMBL400236 9,13 9,43 -0,30
ChEMBL1277935 6,90 6,90 0,00 ChEMBL3233143 9,03 8,86 0,17
ChEMBL1278114 6,80 7,29 -0,49 ChEMBL3233409 8,62 8,49 0,13
ChEMBL1278116 7,90 8,01 -0,11 ChEMBL3233411 8,48 8,12 0,36
ChEMBLA42 8,04 7,89 0,15 ChEMBL3233419 8,34 7,87 0,47
ChEMBL54 7,00 7,09 -0,09 ChEMBL3233423 8,77 8,47 0,30
ChEMBLS5 9,30 9,80 -0,50 ChEMBL3233429 8,54 8,24 0,30
ChEMBL708 10,10 10,48 -0,38

ChEMBL251834 10,10 10,00 0,10

ChEMBL252228 9,30 9,74 -0,44

ChEMBL252429 8,78 8,87 -0,09

ChEMBL252430 9,17 8,76 0,41

ChEMBL252818 11,00 10,80 0,20

ChEMBL253022 11,00 10,73 0,27

ChEMBL253024 9,52 9,12 0,40

ChEMBL253233 8,32 8,80 -0,48

ChEMBL253439 10,00 9,70 0,30

ChEMBL253878 10,40 10,68 -0,28

ChEMBL398525 9,19 8,88 0,31

ChEMBL398618 8,52 8,73 -0,21

ChEMBL398744 9,26 9,03 0,23

ChEMBLA400235 9,35 9,52 -0,17

ChEMBL442290 8,61 8,90 -0,29

ChEMBL3233144 8,68 8,25 0,43

ChEMBL3233147 8,33 8,41 -0,08

ChEMBL3233149 8,46 8,90 -0,44

ChEMBL3233406 8,24 8,30 -0,06
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ChEMBL3233410
ChEMBL3233412
ChEMBL3233413
ChEMBL3233416
ChEMBL3233427
ChEMBL3233431
ChEMBL3233432
ChEMBL3233142

6,17
8,60
1,75
6,15
9,00
8,89
9,05
9,27

6,63
8,12
7,05
6,23
8,37
8,82
9,40
9,49

-0,46
0,48
0,70

-0,08
0,63
0,07

-0,35

-0,22

Tabela A7.8. Rezultati 3D-QSAR studije za D,-R.

Training set PKicxp PKiprea I;)Il((ll‘:‘r';; Test set PKiexp PKiyrea I;)Ee:e;
ChEMBLA42 6,66 7,05 -0,39 ChEMBL715 7,11 7,43 -0,32
ChEMBLS831 7,68 7,38 0,30 ChEMBL89970 7,68 7,79 -0,11
ChEMBLI1113 7,17 7,38 -0,21 ChEMBL94067 6,24 6,21 0,03
ChEMBL6437 5,66 5,90 -0,24 ChEMBL163863 6,64 6,93 -0,29
ChEMBL90882 8,60 8,15 0,45 ChEMBLI194659 7,50 7,85 -0,35
ChEMBL163239 6,36 6,62 -0,26 ChEMBL329566 7,21 7,19 0,02
ChEMBL193435 7,18 7,43 -0,25 ChEMBL364270 7,17 7,38 -0,21
ChEMBL193639 8,64 8,40 0,24 ChEMBL366164 7,92 7,60 0,32
ChEMBL195706 6,72 7,21 -0,49 ChEMBL555362 7,08 6,78 0,30
ChEMBL195856 6,43 7,29 -0,86 ChEMBL252430 8,30 8,46 -0,16
ChEMBL363581 7,92 8,01 -0,09 ChEMBL252816 8,00 8,05 -0,05
ChEMBL435301 8,23 7,90 0,33 ChEMBL253022 7,47 7,18 0,29
ChEMBL539057 7,09 6,98 0,11 ChEMBL253024 7,68 7,98 -0,30
ChEMBL542029 7,36 6,76 0,60 ChEMBL253233 7,66 7,55 0,11
ChEMBL544184 6,17 6,36 -0,19 ChEMBL253878 7,58 7,83 -0,25
ChEMBL544418 6,96 7,17 -0,21 ChEMBL398619 8,22 8,76 -0,54
ChEMBL554670 7,05 6,63 0,42 ChEMBL398744 8,30 7,83 0,47
ChEMBL556969 7,21 7,09 0,12 ChEMBL3233143 7,52 7,63 -0,11
ChEMBL54 8,60 8,23 0,37 ChEMBL3233409 6,67 6,98 -0,31
ChEMBLS5 8,85 8,57 0,28 ChEMBL3233411 6,76 6,93 -0,17
ChEMBL708 8,30 8,30 0,00 ChEMBL3233419 7,02 6,91 0,11
ChEMBL219916 9,05 9,32 -0,27 ChEMBL3233421 7,28 7,12 0,16
ChEMBL221692 8,40 8,16 0,24 ChEMBL3233429 7,15 7,24 -0,09
ChEMBL251834 8,52 8,32 0,20 ChEMBL3233432 7,39 7,43 -0,04
ChHEMBL252030 7,82 8,00 -0,18

ChEMBL252201 7,48 8,07 -0,59

ChEMBL252429 8,00 7,68 0,32

ChEMBL252818 7,66 8,13 -0,47

ChEMBL253439 8,30 7,99 0,31

ChEMBL398618 7,82 7,30 0,52

ChEMBL398711 8,10 8,26 -0,16

ChEMBLA400235 7,57 7,70 -0,13

ChEMBL400236 7,17 7,34 -0,17

ChEMBL404000 7,68 8,13 -0,45

ChEMBL442290 8,22 8,54 -0,32

ChEMBL3233142 7,50 7,04 0,46
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ChEMBL3233144
ChEMBL3233147
ChEMBL3233149
ChEMBL3233406
ChEMBL3233410
ChEMBL3233412
ChEMBL3233413
ChEMBL3233416
ChEMBL3233420
ChEMBL3233423
ChEMBL3233427
ChEMBL3233431
ChEMBL3233433

7,18
7,07
7,34
7,37
6,12
6,72
1,57
5,52
7,01
6,83
7,57
7,30
7,16

7,06
6,70
7,33
6,88
6,47
7,07
7,26
6,14
6,91
6,46
7,15
7,37
7,32

0,12
0,37
0,01
0,49
-0,35
-0,35
0,31
-0,62
0,10
0,37
0,42
-0,07
-0,16

Tabela A7.9. Rezultati 3D-QSAR studije za H;-R.

Training set PKicy, pPKipeq SE;L_ Test set pKi,y, PKiprea SEZL-
ChEMBLA42 8,96 9,21 -0,25 ChEMBL715 8,92 8,62 0,30
ChEMBL534 9,86 9,37 0,49 ChEMBL195706 7,48 7,85 -0,37
ChEMBLI1113 7,96 8,18 -0,22 ChEMBL364270 7,85 8,30 -0,45
ChEMBL6437 8,77 8,69 0,08 ChEMBL366164 8,85 9,06 -0,21
ChEMBL193435 7,38 8,00 -0,62 ChEMBL1222552 9,20 8,74 0,46
ChEMBL194659 8,12 7,95 0,17 ChEMBL1222624 7,70 7,83 -0,13
ChEMBL329566 9,37 9,37 0,00 ChEMBL1222694 7,30 6,72 0,58
ChEMBL363581 8,92 8,76 0,16 ChEMBL1222763 7,40 7,67 -0,27
ChEMBLA435301 8,37 7,99 0,38 ChEMBL1222764 6,90 6,97 -0,07
ChEMBL1222553 7,30 7,45 -0,15 ChEMBL1276860 7,40 7,69 -0,29
ChEMBL1222554 7,60 7,52 0,08 ChEMBLI1277216 7,10 6,68 0,42
ChEMBL1222692 6,90 7,02 -0,12  ChEMBLI1278201 7,80 7,21 0,59
ChEMBL1222693 7,40 7,01 0,39 ChEMBL43064 8,06 8,45 -0,39
ChEMBL1222695 7,10 7,44 -0,34 ChEMBL140872 6,04 6,53 -0,49
ChEMBL1276947 8,27 8,16 0,11 ChEMBL476935 6,80 7,16 -0,36
ChEMBL1277034 6,50 6,50 0,00 ChEMBLA478617 6,20 6,86 -0,66
ChEMBL1277035 6,70 6,88 -0,18

ChEMBL1277585 7,60 7,45 0,15

ChEMBL1278019 6,10 6,77 -0,67

ChEMBLI1278114 8,00 7,80 0,20

ChEMBLI1278116 8,40 8,84 -0,44

ChEMBL54 5,68 5,46 0,22

ChEMBLS5 7,48 6,98 0,50

ChEMBL708 7,33 7,21 0,12

ChEMBLI1108 6,28 6,74 -0,46

ChEMBL30008 7,75 7,47 0,28

ChEMBLI150161 6,59 5,89 0,70

ChEMBL210578 5,06 5,34 -0,28

ChEMBL219916 6,81 6,70 0,11

ChEMBL340816 6,01 6,63 -0,62

ChEMBLA476108 6,72 6,45 0,27

ChEMBL476109 5,99 6,07 -0,08
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Tabela A7.10. Predvidene pKi vrednosti za dizajnirani set jedinjenja i vrednosti AD Vina skora
dobijene studijom molekulskog dokinga.

Jedinjenje pKis nraa pKip, pKigy AD Vina skor AD Vina skor AD Vina skor

5-HT,,-R D,-R H,-R
Al 9,85 8,96 7,02 -10,40 -9,20 -10,60
A2 9,71 8,82 6,18 -9,90 -10,00 -10,70
A3 9,65 8,73 7,18 -11,60 -10,60 -11,10
A4 9,18 8,22 6,45 -11,50 -8,20 -8,80
A5 9,17 8,40 6,47 -11,40 -10,40 -11,30
A6 9,14 8,61 6,55 -11,30 -10,40 -10,70
B1 9,96 9,03 6,71 -10,40 -9,80 -12,90
B2 9,93 8,00 7,16 -9,90 -10,20 -12,30
B3 9,85 8,06 6,89 -10,50 -10,00 -13,70
B4 9,62 8,02 6,82 -11,00 -10,20 -11,60
Cl 10,87 9,08 6,18 -9,60 -8,50 -9,90
C2 10,83 10,21 6,30 -10,40 -7,90 -10,60
C3 10,81 8,16 6,49 -10,00 -7,80 -10,50
C4 10,48 8,17 6,14 -10,90 -8,00 -11,00
C5 10,47 8,80 6,73 -10,90 -8,00 -11,20
Cé6 10,23 9,71 6,53 -9,90 -7,80 -10,90
Cc7 10,17 8,53 6,34 -9,80 -8,30 -10,70
C8 10,06 9,21 6,69 -10,60 -7,60 -10,80
Cc9 9,92 8,50 6,85 -10,90 -8,50 -10,70
C10 9,84 8,36 6,77 -10,30 -7,90 -10,80
Cl11 9,66 9,22 6,85 -10,70 -7,70 -11,20
Cl12 9,66 8,27 6,50 -12,40 -10,40 -12,20
C13 9,58 9,23 7,12 -12,00 -8,70 -9,80
Cl14 9,53 8,45 6,99 -11,80 -11,50 -11,40
C15 9,51 9,88 6,69 -10,60 -8,90 -10,40
Cl6 9,49 8,43 6,46 -11,00 -9,60 -9,70
C17 9,49 9,13 5,56 -10,10 -8,50 -11,40
C18 9,49 9,04 6,33 -10,40 -9,40 -10,30
C19 9,47 9,33 6,62 -10,60 -8,30 -10,80
C20 9,34 8,10 5,96 -11,70 -8,80 -10,60
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Tabela A7.11. Predvidene fizicko-hemijske osobine dizajniranih jedinjenja.

Jedinjenje PKisurza  pKip; pKiy; MWt MlogP S+logP RuleOf5 T _PSA  SynthDiff
Al 9,85 8,96 7,02 378,44 1,72 2,56 0 107,18 2,82
A2 9,71 8,82 6,18 391,43 2,03 3,34 0 82,69 2,37
A3 9,65 8,73 7,18 458,61 2,94 3,26 0 79,42 3,83
Ad 9,18 8,22 6,45 388,48 2,10 2,59 0 94,04 2,84
A5 9,17 8,40 6,47 388,48 2,10 2,62 0 94,04 2,82
A6 9,14 8,61 6,55 402,50 2,31 2,96 0 94,04 2,87
B1 9,96 9,03 6,81 389,46 2,87 2,85 0 69,55 3,77
B2 9,93 8,00 6,67 403,48 3,09 3,19 0 69,55 3,95
B3 9,85 8,06 6,70 427,55 3,46 2,62 0 52,65 4,50
B4 9,62 8,02 6,97 413,52 3,46 3,17 0 56,41 3,82
C1 10,87 9,08 6,18 508,41 4,01 6,01 1 (Mwt) 61,71 2,82
2 10,83 10,21 6,30 462,62 2,46 3,21 0 83,18 3,14
C3 10,81 8,16 6,49 435,55 2,04 3,07 0 91,39 3,03
C4 10,48 8,17 6,14 470,00 2,52 3,72 0 91,39 3,21
Cs 10,47 8,80 6,73 460,60 1,65 2,51 0 104,27 3,45
Cé6 10,23 9,71 6,53 449,94 2,66 2,66 0 70,47 3,32
Cc7 10,17 8,53 6,34 437,93 2,93 3,55 0 70,30 3,26
C8 10,06 9,21 6,69 460,97 2,68 2,85 0 65,54 2,93
C9 9,92 8,50 6,85 438,58 3,04 3,76 0 52,23 2,86
C10 9,84 8,36 6,77 448,96 2,95 3,73 0 65,37 2,87
C11 9,66 9,22 6,85 452,60 3,04 2,95 0 48,47 3,54
C12 9,66 8,27 6,50 441,58 3,03 2,80 0 53,40 3,92
C13 9,58 9,23 7,12 445,59 2,34 2,99 0 78,25 3,06
C14 9,53 8,45 6,99 459,62 2,54 3,40 0 78,25 3,11
C15 9,51 9,88 6,69 427,55 2,95 3,33 0 57,16 3,16
C16 9,49 8,43 6,46 484,00 4,16 5,73 1(logP) 48,57 2,67
C17 9,49 9,13 5,56 445,59 2,34 3,04 0 78,25 3,04
C18 9,49 9,04 6,33 459,62 2,54 3,40 0 78,25 3,09
C19 9,47 9,33 6,62 413,53 2,74 2,92 0 57,16 3,09
C20 9,34 8,10 5,96 424,55 2,84 3,47 0 52,23 2,71
ChEMBL90882 8,52 8,60 / 326,83 3,72 4,89 0 15,71 2,24
ChEMBLA42* 8,04 6,66 8,96 326,83 3,10 3,67 0 30,87 2,24
ChEMBL708* 10,10 8,30 7,33 412,94 2,96 4,20 0 48,47 2,72
ChEMBL3233142% 9,27 7,50 / 393,51 3,89 3,86 0 26,79 3,37

Legenda: MWt — Molekulska masa <500 (g/mol); MlogP — Moriguchi predvidanje log P; S+logP - Simulations Plus modelovanje
logP; RuleOf5 — pravilo Lipinskog; T PSA — topoloska polarna povrsina; SynthDiff — tezina sinteze jedinjenja. Eksperimentalne pKi
vrednosti su prikazane za jedinjenja oznacena *.
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Tabela A7.12. Predvidene farmakokineticke osobine dizajniranih jedinjenja.

Jedinjenje BBB_  Log hum_ P-gp_ CYP2D6 CYP3A4 CYP_ hERG_ TOX_
Ellter BB fup%  Substr Inh Inh Risk Filter Risk
Al \(/7122/1:;1 095 7,33 (92;,) (42;,) (6]?;,) 0,00 (9?;,) 2,79
A2 \(12;32/1:;1 082 497 (72;) (61;1‘;)) (5]33/0) 0,00 (52;) 2,98
A3 \(/91;2/1:;1 0,71 6,00 (913;,) (7]());,) (6]?;,) 1,00 (612)1‘;,) 2,92
A4 \(/71?)2/13 0,66 687 (92;,) (423@) (3]?;,) 0.21 (52132) 2,50
AS \(/61?3(‘3/131 0,74 7,05 (92;) (423/0) (3]23/0) 0,43 (51;‘;)) 2,50
A6 \(/6132/131 0,72 620 (913;,) (4]3;,) (3]2;,) 0,00 (5];;,) 2,50
B1 \(/91;2/13 0,61 12,28 (9?;)) (41;;,) (323;,) 0,00 (913?4]) 1,50
B2 \(]91;(3/131 0,62 10,30 (9]3;0) (4]3;,) (6]?;) 0,34 (9]3;)) 1,50
B3 \(/91;2/13 04z 1513 (91330) (713;,) (91:)1;,) 1,00 (611‘;)) 1,00
oy \(791;(3/1;‘1 032 10,54 (913;) ) (5?(‘;2)) (913;) 018 6?;] , 050
c1 \(/91;2/13 0,09 2,43 (9]3;0) (4]?1;,) (8]3;) 2,00 (62;)) 3,50
C2 \(/9122/1:; 0,67 500 (92?@) (71332,) (81332,) 1,00 (72;,) 1,50
c3 \(]9181(3/131 0,88 5,64 (9]3;0) (7]3;,) (8]3;) 1,00 (82‘;)) 2,50
Cc4 \([2;;3/1:;1 075 3,94 (913;0) (713;,) (813;,) 0,16 (818);)) 2,75
cs \(/712(0)/131 0,96 6,65 (913;)) (713;,) (813;,) 1,00 (72;2) 0,73
C6 \([2;23/1:;1 0,05 6,68 (7]330) (4]3;,) (3]?;,) 1,00 (8]3‘;)) 0,50
C7 \(/f;;(o)/l;l 046 484 (72;)) (413;,) (813;,) 1,00 (91;;3) 1.86
cs \(/912(;/131 0,14 570 (812‘;)) (42;,) (6]?;,) 2,00 (9]3;)) 0,50
9 \([91;2/1:;1 0,30 455 (9?;)) (512‘;)) (513;,) 1,03 (913;2) 0,50
C10 \(/912(0)/131 0,55 421 (82‘;)) (42;,) (8]());,) 2,00 (9?;)) 2,15
cit \(/91;(3/1:;1 051 722 (9]:9)52)) (5]?;,) (4]2;,) 1,39 (SI;"eA)) 2,22
c12 \(/9122/131 0,40 8,386 (92;,) (7]());,) (621‘;)) 1,00 (55‘;,) 0,98
13 \(15;32/131 0,61 5,32 (9]:9)52)) (7]3;,) (8]3;,) 1,00 (9?;,) 1,50
Cl4 \(/2;2(3/1:; 0,64 477 (913;,) (7]());,) (8]());,) 118 (9?;,) 1,50
cis \(/7130/1(51 R A E SN < AN K RPN
C16 \(/91860/1(;1 N T
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C17

C18

C19
C20

ChEMBL90882

ChEMBLA42

ChEMBL708

ChEMBL3233142

Visoka
(89%)
Visoka
(88%)
Visoka
(84%)
Visoka
(94%)
Visoka
(99%)
Visoka
(94%)
Visoka
(99%)
Visoka
(99%)

-0,68
-0,67
-0,37
-0,37
1,01
1,00
0,19

0,63

3,51 (913;))
4,82 (92; |
7.87 (82;0)
5.38 (91;;) :
6,09 (713;0)
1045 412;) |
3,71 (62;0)
10,81 (913;) |

Da
(70%)
Da
(70%)
Da
47%)
Da
47%)
Da
(49%)
Da
(46%)
Da
(70%)
Da
(70%)

Da
(80%)
Da
(80%)
Da
(44%)
Da
(65%)
Ne
(75%)
Ne
(71%)
Ne
(71%)
Ne
(90%)

1,09
1,28
1,00
1,00
0,00
1,00
0,00

1,00

Da
(85%)
Da
(91%)
Da
(85%)
Da
(95%)
Da
(99%)
Da
(85%)
Da
(95%)
Da
(95%)

1,50
1,50
0,50
0,50
2,07
3,55
2,65

0,50

Legenda: BBB filter — kvalitativno predvidanje prolaska kroz KMB (visoka (High)/niska (Low)); LogBB - logaritam mozak/krv
particionog koeficijenta; hum_fup% - procenat slobodnog leka u plazmi; P-gp Substr — moguc¢nost delovanja kao supstrat za P-gp;
kvalitativno predvidanje inhibicije CYP3A4;
CYP_Risk — ukupni rizik za vezivanje za CYP enzime; hERG_Filter — kvalitativno predvidanje inhibicije hERG kalijumovih kanala;
Tox_Risk — ukupni skor previdene toksic¢nosti jedinjenja.

CYP2D6 Inh — kvalitativno predvidanje inhibicije CYP2D6; CYP3A4 Inh -

Tabela A7.13. Predvidene fizicko-hemijske osobine proucavanih I,-IR liganada.

o1 Lo Po/w Lo Po/w Lo Po/w

Solubility g & &

Jedinjenje PKinr MWt LogS class (XLOGP3) (MLOGP) (WLOGP) T PSA RuleOf5

<5,00 <4,15 <5,60

Idazoksan 741 20423 -1,78 veoma. 0,70 0,99 0,07 42,85 0
rastvorni

Tracizolin 7,58 17323 -1,95 veoma. 1,31 2,10 1,09 26,00 0
rastvorni
rastvorni /

BU99008 7,05 200,26 2,27 veoma 1,29 1,95 1,15 30,93 0
rastvorni

LSL60101 8,13 21422 3,03 rastvorni 2,13 0,85 2,83 51,05

8c 7,73 350,31  -1,97 veoma, 0,27 0,98 1,71 95,08
rastvorni

9d 8,56 478,84  -4,19 Lmereno 2,48 2,99 4,34 95,08 0
rastvorni

9b 9,74 432,45 347 rastvorni 2,00 2,09 3,25 95,08 0

9¢ 1028 426,40  -3,42 rastvorni 1,75 2,13 3,13 95,08 0

9a 7,97 36433 -2,00 rastvorni 0,19 0,95 1,55 95,08 0

9z 790 502,50  -4,.93 umereno 3,38 3,16 4,79 95,08 1 (MWt
rastvorni

of 8,37 37836 -2,25 rastvorni 0,56 1,19 1,94 95,08 0

9h 735 406,41  -2,80 rastvorni 1,18 1,65 2,72 95,08 0

9 7,01 498,55  -4.48 Lmereno 3,10 3,13 4,14 95,08 0
rastvorni

12d 7,55 496,83  -435 Umereno 2,58 3,36 4,90 95,08 0
rastvorni

9ad 7,96 461,84 3,56 rastvorni 1,64 1,61 3,17 107,97 0

13d 7,87 508,86  -4,27 {mereno 2,45 2,68 4,35 10431 1 (MW
rastvorni

Legenda: MWt — Molekulska masa <500 (g/mol); Log S — rastvorljivost u vodi; Solubility Class — klasifikacija solubilnosti prema
logS vrednostima: nerastvorljivi < -10 < slabo rastvorni < -6 < umereno rastvorni < -4 < rastvorni < -2 < veoma rastvorni < 0 <
visoko rastvorni;
Moriguchi I. et al. 1992 Chem. Pharm. Bull.; WLOGP — LogP vrednosti izracunate prema Wildman SA and Crippen GM. 1999 J.
Chem. Inf. Model.; TPSA — topoloska polarna povrsina; RuleOf5 - pravilo Lipinskog.

173

XLOGP3 — LogP vrednosti izracunate XLOGP programom; MLOGP — LogP vrednosti izracunate prema



Tabela A7.14. Predvidene farmakokineticke osobine proucavanih I,-IR liganada.

s . BBB hum_ P-gp_ CYP_ TOX_
Jedinjenje  pKinr Filter fup% Substr P-gp_Inh Risk Risk
Idazoksan 7,41 Visoka (98%) 60,07 Ne (93%) Ne (96%) 2,00 1,00
Tracizolin 7,58 Visoka (98%) 57,80 Ne (93%) Ne (96%) 1,45 3,37

BU99008 7,05 Visoka (98%) 57,69 Ne (93%) Ne (96%) 1,22 2,93
LSL60101 8,13 Visoka (98%) 9,98 Ne (93%) Ne (96%) 0,44 0,00
8c 7,73 Visoka (77%) 23,11 Ne (93%) Ne (96%) 0,00 1,00
B06, 9d 8,56 Visoka (75%) 6,51 Ne (93%) Ne (58%) 1,21 0,23

9b 9,74 Visoka (74%) 10,27 Ne (93%) Ne (63%) 1,54 0,39

9¢ 10,28 Visoka (77%) 7,89 Ne (93%) Ne (63%) 1,25 1,00

9a 7,97 Visoka (76%) 27,81 Ne (93%) Ne (96%) 0,77 0,68

9z 7,90 Visoka (70%) 3,62 Ne (93%) Da (97%) 1,26 1,09

of 8,37 Visoka (76%) 22,09 Ne (93%) Ne (96%) 0,99 0,66

9h 7,35 Visoka (75%) 18,20 Ne (93%) Ne (96%) 2,13 1,01

9i 7,01 Visoka (74%) 6,64 Ne (93%) Ne (46%) 2,20 1,00

12d 7,55 Visoka (74%) 6,451 Ne (93%) Da (43%) 1,21 0,28

9ad 7,96 Visoka (74%) 11,41 Ne (93%) Ne (66%) 1,08 1,00

13d 7,87 Visoka (74%) 6,60 Ne (93%) Da (43%) 1,19 0,00

Legenda: BBB filter — kvalitativno predvidanje prolaska kroz KMB; hum_fup% - procenat slobodnog leka u plazmi; P-gp Substr —
moguénost delovanja kao supstrat za P-gp; P-gp inh - moguénost delovanja kao inhibitor P-gp; CYP_ Risk — ukupni rizik za
vezivanje za CYP enzime; Tox_Risk — ukupni skor previdene toksi¢nosti jedinjenja.
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Prilog B
Lista skracenica

3D-QSAR -3D- Quantitative Structure-Activity Relationship

5-HT - 5-hydroxytryptamine (5-hidroksitriptamin, serotonin)

5-HT;a-R - Serotoninski 5-HT 5 receptor

5-HT;a-R - Serotoninski 5-HT, receptor

5-HT,c-R - Serotoninski 5-HT,c receptor

AADC - Aromatic Amino Acid Decarboxylase

AB - Alchajmerova bolest

ABC - ATP-Binding Cassette

AC - Adenylate Cyclase (Adenilat ciklaza)

AD - Applicability domain (Domen primenljivosti)

AD - AutoDock

ADMET - Apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija i toksi¢nost

AGP - a;-Acid Glycoprotein (o,-kiseli glikoprotein)

ALDH - Aldehyde Dehydrogenase (Aldehid-dehidrogenaza)

ALOGP2 - Squared Ghose-Crippen octanol-water partition coefficient

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

ANN - Artificial Neural Network (Vestacke neuronske mreze)

APP - Amyloid Precursor Protein (Amiloid prekursor protein)

AP - Amyloid-Beta (Amiloid-beta)

BBMEC - Bovine Brain Microvessel Endothelial Cells (Endotelne ¢elije mikrosudova govedeg
mozga)

Caco-2 - Celije humanog epitela kolorektalnog adenokarcinoma

CADD - Computer-Aided Drug Design (Kompjuterske metode u dizajniranju lekova)
cAMP - Cyclic Adenosine Monophosphate (Ciklicni adenozin monofosfat)

CCC - Concordance Correlation Coefficient

CGenFF - CHARMM General Force Field

cGMP - Cyclic Guanosine Monophosphate (Cikli¢ni guanozin monofosfat)
ChAT - Choline Acetyltransferase (Holin acetiltransferaza)

CLACC - Consistently Large Auto and Cross Correlation

CNS - Central Nervous System (Centralni nervni sistem)

CoMFA -. Comparative Molecular Field Analysis

COMT - Catechol-O-methyltransferase (Katehol-O-metiltransferaza)

Cryo-EM - Cryogenic Electron Microscopy (Kriogena elektronska mikroskopija)
CV - Cross-Validation (Unakrsna validacija)

CYP - Cytochrome P450

D;-R - Dopaminski D; receptor

D,-R - Dopaminski D, receptor

D;-R - Dopaminski D3 receptor

DAG - Diacylglycerol (Diacilglicerol)

DALY - Disability-Adjusted Life Years (Godine zivota prilagodene invaliditetu)
DAT - Dopamine Transporter (Dopaminski transporter)

DMSO - Dimethyl Sulfoxide (Dimetilsulfoksid)

DOPAC - 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid (Dihidroksifenilsiréetna kiselina)
DOPC - 1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

DR - Dorsal raphe

EPS - Extrapyramidal Symptoms (Ekstrapiramidalni neZeljeni simptomi)

FBDD - Fragment-Based Drug Design (Metoda zasnovana na strukturi fragmenta)
FFD - Fractional Factorial Design
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GA - Genetic Algorithm (Geneticki algoritam)
GABA - Gamma-aminobutyric acid (Gama-aminobuterna kiselina)
GDP - Guanosine Diphosphate (Guanozin-difosfat)
GETAWAY - GEometry, Topology, and Atom-Weights AssemblY
GFAP - Glial Fibrillary Scidic Protein (Glijalni fibrilarni kiseli protein)
GIRK - G Protein Gated Inward Rectifier Potassium
GPCR - G-Protein Coupled Receptors (G-protein-spregnuti receptori)
GPCRdb - GPCR database
GRIND - GRID Independent Descriptors
GTP - Guanosine Triphosphate (Guanozin-trifosfat)
HOp - H autocorrelation of lag 0 / weighted by polarizability
H;-R - Histaminski H; receptor
H;-R - Histaminski Hj receptor
HPLC - High-Performance Liquid Chromatography (Visokoefikasna te¢na hromatografija)
HSA - Human Serum Albumin (Humani serumski albumin)
HVA - Homovanillic acid (Homovalinska kiselina)
I;-IR - I;-imidazolinski receptor
I,-IR - I,-imidazolinski receptor
I3-IR - I3-imidazolinski receptor
[AM - Immobilized Artificial Membrane (Tehnika imobilizovane veStacke membrane),
IP; - Inositol Trisphosphate (Inozitol trifosfat)
Kartp - ATP-sensitive potassium channel (ATP-osetljivi kalijumov kanal)
KM - Ki¢mena mozdina
KMB - Krvno-moZzdana barijera
LBDD - Ligand-Based Drug Design (Metode zasnovane na strukturi liganda)
LBVS - Ligand-based virtual screening (VS zasnovan na strukturi liganda)
LSD - Lysergic acid diethylamide (Dietilamid lizerginska kiselina)
LV - Latent Variable (Latentne varijable)
MAO - Monoamine Oxidase (Monoaminooksidaza)
MAOI - Monoamine Oxidase Inhibitors (Inhibitori monoaminooksidaze)
MD - Molekulska dinamika
MDCK - Madin-Darby Canine Kidney (Madin-Darby ¢elije pseceg bubrega)
MIF - Molecular Interaction Fields (Polja molekulskih interakcija)
MIM - Molecular Influence Matrix
MLR - Multiple Linear Regression (Multilinearna regresija)
MR - Median raphe
MW - Molecular Weight (Molekulska masa)
Nace - Nucleus accumbens
NAMD - Nano Scale Molecular Dynamics
NET - Norepinephrine transporter (Transporter noradrenalina)
NMDA - N-methyl-D-aspartate (N-metil-D-aspartat)
NMR - Nuclear Magnetic Resonance (Nuklearna magnetna rezonanca)
NO - Nitric Oxide (Azotni oksid)
NOS - Nitric Oxide Synthases (Azot oksid sintetaza)
NRL - Nucleus reticularis lateralis
OECD - Organisation for Economic Co-operation and Development
PAMPA - Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (Paralelni test permeabilnosti na
vestackim membranama)
PB - Parkinsonova bolest
PBL - Porcine Polar Brain Lipid (Lipidi mozga svinje)
PBVS - Pharmacophore-based virtual screening (VS zasnovan na farmakofori)
PCA - Principal Component Analysis (Analiza glavnih komponenti)
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PDB - Protein Data Bank

P-gp - P-glikoprotein

PKA - Protein kinase A (Protein kinaza A)

PKC - Protein Kinase C (Protein kinaza C)

PLC - Phospholipase C (Fosfolipaza C)

PLS - Partial Least Square Regression (Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata)

PM3 - Parameterized Model revision 3

POPC - I-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (1,2-palmitoil-oleoil-sn-glicero-3-
fosfoholinom)

PRESS - Predicted Residual Sum of Squares (Predvidena suma kvadrata)

PSA - Polar Surface Area (Polarna povrsina)

Q? - Cross-Validated Squared Correlation Coefficient

QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship (Metoda kvantitativnog odnosa strukture i
aktivnosti)

QSPR - Quantitative Structure-Property Relationship (Metoda kvantitativnog odnosa strukture i
osobina jedinjenja)

R&D - Research and Development (Istrazivanje 1 razvoj lekova)

R? - Koeficijent determinacije za trening set

Rzpred - Koeficijent determinacije za test set

RBF - Radial Basis Function (Radijalna bazna funkcija)

RhoGEF - Rho Guanine Nucleotide Exchange Factors (Faktor razmene guanin nukleotida)
RMSD - Root-Mean Square Deviation (Srednja kvadratna devijacija)

RMSEE - Root Mean Square Error of Estimation (Srednja kvadratna greska procene)
RMSEP - Root Mean Square Error of Prediction (Srednja kvadratna greska predvidanja)
RVLM - Rostral ventrolateral medulla

SA - Synthetic Accessibility

SASA - Solvent Accessible Surface Area

SBDD - Structure-Based Drug Design (Metode zasnovane na strukturi ciljnog mesta dejstva)
SBVS - Structure-based virtual screening (VS zasnovan na strukturi ciljnog mesta delovanja)
SMD - Steered Molecular Dynamics (Usmerena molekulska dinamika)

SN - Substantia nigra

SNRI - Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors (Inhibitora preuzimanja serotonina i
noradrenalina)

SolvEMt 3D - Length of the solvation energy moment vector

SSRI - Selective Serotonin Reuptake Inhibitors (Selektivni inhibitori preuzimanja serotonina)
SVM - Support-Vector Machine (Metoda podrzavajucih vektora)

TCA - Tricyclic Antidepressants (Tricikli¢ni antidepresivi)

TM — Transmembranski

TPH - Tryptophan Hydroxylase (Triptofan hidroksilaza)

TPSA - Topological Polar Surface Area (TopoloSka polarna povrsina)

VD - Virtuelni doking

VAW - Van der Waals

VIP - Variable Importance in the Projection

VMD - Visual Molecular Dynamics

VS - Ventral striatum

VS - Virtual screening

VTA - Ventral Tegmental Area (Ventralno tegmentalna regija )

WHO - World Health Organization (Svetska zdravstvena organizacija)

az-AR - ap adrenoreceptor
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studijskom boravku u Poljskoj. Nakon zavrSetka diplomskih studija obavila je pripravnicki staz i
polozila strucni ispit za magistra farmacije u novembru 2018. godine. Doktorske akademske studije,
modul Farmaceutska hemija, upisala je Skolske 2017/2018. godine na Farmaceutskom fakultetu —
Univerzitet u Beogradu. Od aprila 2018. godine bila je angazovana kao istraziva¢-pripravnik na
Katedri za farmaceutsku hemiju Farmaceutskog fakulteta — Univerzitet u Beogradu, gde je
ucestvovala i u izvodenju prakticne nastave iz predmeta Farmaceutska hemija 3. Mentor je jednog
studentskog naucnoistrazivackog rada. U zvanje istraziva¢ saradnik izabrana je maja 2021. godine.
Od oktobra 2021. godine zaposlena je u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢*, u
Odseku za farmaceutska istrazivanja i razvoj. Koautor i autor je jednog rada objavljenog u
medunarodnom casopisu od izuzetne vrednosti (M2la), tri rada u vrhunskim medunarodnim
Casopisima (M21), dva rada u istaknutim medunarodnim ¢asopisima (M22), dva rada u vrhunskom
nacionalnom casopisu (M51), tri predavanja po pozivu sa medunarodnih skupova Stampana u
izvodu (M32), jednog saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u celini (M33) i 16 saopStenja
sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34) .
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora _ Milica Radan

Broj indeksa 20/2017

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Odredivanje strukture farmakofore, dizajn i in vitro ispitivanje liganada sa viSestrukim

dejstvom kao potencijalno efikasnijih terapeutika sloZenih neuroloskih i mentalnih oboljenja

e rezultat sopstvenog istraZzivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedent i

e danisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

doktorskog rada
Ime 1 prezime autora Milica Radan
Broj indeksa 20/2017
Studijski program Doktorske akademske studije — farmaceutska hemija

Odredivanje strukture farmakofore, dizajn i in vitro ispitivanje liganada
Naslov rada sa viSestrukim dejstvom kao potencijalno efikasnijih terapeutika

Prof. dr Katarina Nikoli¢, vanredni profesor na Katedri za
Mentor farmaceutsku hemiju, Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predala radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci u vezi sa dobijanjem akademskog naziva doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o KkoriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢*“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Odredivanje strukture farmakofore, dizajn i in vitro ispitivanje liganada sa viSestrukim

dejstvom kao potencijalno efikasnijih terapeutika sloZenih neuroloskih i mentalnih oboljenja

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@Autorstvo —nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju 1 javno saopStavanje dela, 1 prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela,
1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci
obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1 javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju i javno saopsStavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju 1 javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela 1 prerada. Slicna je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.
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