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Odredivanje strukture farmakofore, dizajn, sinteza 1 in vitro ispitivanje dualnih inhibitora histon
deacetilaza (HDAC) i Rho-vezanih protein kinaza (ROCK)

SAZETAK

Duktalni adenokarcinom pankreasa (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) i trostruko-negativni
karcinom dojke (triple-negative breast cancer, TNBC) spadaju u tumore sa najlo$ijom prognozom sto
naglasava hitnu potrebu za novim terapijskim strategijama u cilju poboljSanja terapijskog ishoda.
Epigeneticki 1 kinazni signalni putevi imaju bitnu ulogu u tumorogenezi i progresiji ovih maligniteta.
U tom kontekstu, histon-deacetilaze (histone deacetylases, HDAC) i Rho-vezane protein kinaze (Rho-
associated coiled-coil kinases, ROCK) se isticu kao relevantni targeti u tretmanu razli¢itih vrsta
karcinoma, ukljucuju¢i TNBC i PDAC. S obzirom na prednosti multitarget terapijskih pristupa,
zabiljezene sinergisticke efekte izmedu HDAC 1 ROCK inhibitora u in vitro 1 in silico studijama, kao i
njihov znacaj u patogenezi ovih tumora, dizajn i razvoj dualnih HDAC/ROCK inhibitora predstavlja
inovativnu i obe¢avajucu strategiju za lijeCenje ovih agresivnih maligniteta.

U ovoj doktorskoj disertaciji istrazivanje je sprovedeno u cCetiri faze. Prvo, primjenom kvantitativnih
studija odnosa strukture i aktivnosti (Quantitative structure-activity relationship, QSAR) 1
molekulskog dokinga, razvijena je farmakofora ROCKI1/ROCK?2 inhibitora, na osnovu koje su
dizajnirani novi ROCK inhibitori. Identifikovan je region fasudila, poznatog ROCK inhibitora, koji
nije esencijalan za interakcije sa ROCK enzimima, $to je omogucilo njegovu strukturnu modifikaciju
1 integraciju HDAC farmakofore. Na ovaj nacin su po prvi put dizajnirani dualni HDAC/ROCK
inhibitori. U drugoj fazi istrazivanja, dizajnirani ROCK i HDAC/ROCK inhibitori su sintetisani, nakon
¢ega je u treCem segmentu istrazivanja ispitana njihova enzimska aktivnost, kao 1 antitumorska svojstva
u dvodimenzionalnim i trodimenzionalnim ¢elijskim kulturama TNBC (MDA-MB-231, MDA-MB-
468) i PDAC (MiaPaCa-2, Panc-1). Finalno, na osnovu svih prethodnih rezultata, u Cetvrtoj fazi je
uspostavljen detaljan in silico protokol za buduéi dizajn i optimizaciju strukture dualnih HDAC/ROCK
inhibitora. Dati protokol se zasniva na kombinaciji metoda dizajna zasnovanog na strukturi ciljnog
mjesta dejstva (Structure-based drug desing, SBDD) 1 dizajna zasnovanog na strukturi liganda
(Ligand-based drug design, LBDD) koje uklju¢uju molekulski doking, 2D-QSAR modele formirane
koriS€enjem algoritama maSinskog ucenja 1 raCunanje slobodne energije vezivanja MM-GBSA
metodom.

Medu dizajniranim ROCK inhibitorima, jedinjenje C-19 se izdvojilo po svojoj inhibitornoj aktivnosti
na ROCKI (ICso =4,22 uM) 1 ROCK2 (ICso= 6,13 uM), kao i po citotoksi¢cnom efektu na MiaPaCa-2
1 Panc-1 ¢elijama (ICso= 19,10 uM 1 35,03 uM). Takode, C-19 je ispoljilo anti-migratorna i anti-
invazivna svojstva, uporediva sa fasudilom.

Najperspektivnije medu sintetisanim HDAC/ROCK dualnim inhibitorima je jedinjenje C-9, koje je
pokazalo snaznu inhibiciju ROCKI1 (ICso = 800 nM), ROCK2 (ICso= 700 nM) i HDAC6 (ICso= 185
nM). U ispitivanjima citotoksicnosti, C-9 je pokazalo znacajno bolju aktivnost od poznatih inhibitora
fasudila i tubastatina A, sa ICso vrijednostima od 5,81 uM za MDA-MB-231, 3,87 uM za MiaPaCa-2 i
19,57 uM za Panc-1. Pored toga, C-9 je demonstrirao visok stepen efikasnosti u 3D tumorskim
sferoidnim modelima, inhibiraju¢i formiranje i vijabilnost Panc-1 i MiaPaCa-2 sferoida. Takode, C-9
je nadmasilo fasudil u smanjenju migracije i invazije MDA-MB-231 1 MiaPaCa-2 ¢elija, Sto ga definiSe
kao obecavajuceg kandidata za dalju preklinicku evaluaciju u tretmanu metastatskih karcinoma.

Na osnovu ovih rezultata, C-9 je identifikovan kao vode¢i molekul (lead) 1 njegova struktura je dalje
optimizovana u skladu sa prethodno definisanom ROCK farmakoforom, $to je dovelo do dizajniranja
1 sinteze novih HDAC/ROCK dualnih inhibitora. Primjenom metoda SBDD razvijena je serija novih
dualnih HDAC/ROCK inhibitora. Molekulski doking i analiza slobodne energije vezivanja primjenom
MM-GBSA metode su potvrdile snazne 1 specifi¢ne interakcije sa katalitickim mjestima oba enzima.
Na osnovu dobijenih in silico rezultata, sintetisano je deset jedinjenja koja su zatim bioloski evaluirana.



Medu sintetisanim jedinjenjima, C-35 1 C-40 su pokazala izrazitu citotoksicnost prema TNBC
¢elijskim linijama, sa ICso vrijednostima od 17 uM i1 27 uM na MDA-MB-231 ¢elijama, odnosno 35
uM na MDA-MB-468 ¢elijama. Njihova aktivnost je premasila poznate selektivne HDAC6 1 ROCK
inhibitore, poput tubastatina A i fasudila. Dalje mehanisticke studije su pokazale da ova jedinjenja
indukuju ranu apoptozu, izazivaju zastoje u celijskom ciklusu i dovode do smanjenja ekspresije
imunosupresivnog markera PD-L1 (ligand programirane smrti 1, programmed death-ligand 1).
Posebno je znacajno §to je tretman C-35 dodatno uzrokovao povecanje ekspresije MICA proteina
(MHC class I polypeptide—related sequence A) u MDA-MB-468 ¢elijama, a tretman C-9 smanjenje
ekspresije PVR (poliovirus receptor), Sto moze doprinijeti poboljSanoj imunoloskoj prepoznatljivosti i
eliminaciji tumorskih ¢elija od strane efektorskih imunskih ¢elija.

U cilju dodatne racionalizacije optimizacije struktura, sintetisana jedinjenja i njihove eksperimentalno
odredene ICso vrijednosti na enzimima su dalje kori§¢ene za formiranje seta za slijepu validaciju, koji
je posluzio za razvoj QSAR modela baziranih na algoritmima masinskog ucenja (Random Forest) za
HDAC6 i ROCK2. Ovi modeli, razvijeni po prvi put za oba targeta istovremeno, pokazali su visoke
prediktivne performanse i integrisani su u sveobuhvatan CADD (computer-aided drug design) protokol
koji kombinuje pristupe SBDD (molekulski doking, MM-GBSA) i LBDD (QSAR) za dizajn i
optimizaciju novih HDAC/ROCK dualnih inhibitora.

Ova doktorska disertacija predstavlja sveobuhvatan pristup dizajnu, sintezi 1 evaluaciji novih dualnih
HDAC/ROCK inhibitora uz primjenu racunarske hemije, enzimskih ispitivanja i preklinic¢kih ¢elijskih
modela. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije ukazuju na izrazeni antitumorski,
antiinvazivni, antimigratorni i imunomodulatorni potencijal dualnih HDAC/ROCK inhibitora.
Dobijeni rezultati predstavljaju ¢vrstu osnovu za dalju optimizaciju i preklini¢ki razvoj multitarget
terapija namenjenih tretmanu metastatskih formi maligniteta kao Sto su duktalni adenokarcinom
pankreasa i trostruko-negativni karcinom dojke.

Kljucne rijeci: histon deacetilaze, rho-vezane protein kinaze, dualni inhibitori, racionalni dizajn
lijekova, molekulski doking, maSinsko ucenje, QSAR, trostruko-negativni tumor dojke, duktalni
adenokarcinom pankreasa.
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Determination of the pharmacophore structure, design, synthesis and in vitro evaluation of dual
inhibitors of histone deacetylases (HDAC) and Rho-associated protein kinases (ROCK)

ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and triple-negative breast cancer (TNBC) are among the
most aggressive malignancies with extremely poor prognoses, highlighting the urgent need for
innovative therapeutic strategies to improve treatment outcomes. Epigenetic mechanisms and kinase
signaling pathways play a crucial role in the tumorigenesis and progression of these cancers, with
histone deacetylases (HDACs) and Rho-associated protein kinases (ROCKSs) emerging as relevant
therapeutic targets. Given the advantages of multi-target therapeutic approaches, the observed
synergistic effects between HDAC and ROCK inhibitors in in vitro and in silico studies, and their
critical roles in the pathogenesis of these tumors, the design and development of dual HDAC/ROCK
inhibitors represent an innovative and promising strategy for treating these aggressive malignancies.

This research was conducted in four phases. Initially, using quantitative structure-activity relationship
(3D-QSAR) studies and molecular docking, a pharmacophore model for ROCK1/ROCK2 inhibitors
was developed, leading to the design of novel ROCK inhibitors. A non-essential region of fasudil, a
known ROCK inhibitor, was identified by molecular docking study, enabling its structural modification
and the incorporation of an HDAC pharmacophore while preserving ROCK inhibitory activity. This
approach resulted in the first-ever designed dual HDAC/ROCK inhibitors. In the second phase, the
designed ROCK and HDAC/ROCK inhibitors were synthesized, followed by the third phase, which
involved evaluating their enzymatic activity and anticancer properties using two-dimensional and
three-dimensional cell culture models of TNBC (MDA-MB-231) and PDAC (MiaPaCa-2, Panc-1).
Finally, based on all previous findings, the fourth phase established a comprehensive in silico protocol
for the future design and structural optimization of dual HDAC/ROCK inhibitors. This protocol
integrates structure-based drug design (SBDD) and ligand-based drug design (LBDD) methodologies,
incorporating molecular docking, 2D-QSAR models developed using machine learning algorithms,
and binding free energy calculations performed using the MM-GBSA approach.

Among the designed ROCK inhibitors, compound C-19 demonstrated notable inhibitory activity
against ROCK1 (ICso = 4.22 uM) and ROCK2 (ICso = 6.13 uM), as well as cytotoxic effects on
MiaPaCa-2 and Panc-1 cells (ICso=19.10 uM and 35.03 uM). Additionally, C-19 exhibited significant
anti-migratory and anti-invasive properties, comparable to fasudil.

The most promising of the synthesized HDAC/ROCK dual inhibitors was C-9, which showed potent
inhibition of ROCKI1 (ICso= 800 nM), ROCK2 (ICso= 700 nM), and HDAC6 (ICso = 185 nM). In
cytotoxicity assays, C-9 demonstrated significantly higher activity than the well-known inhibitors
fasudil and tubastatin A, with ICso values of 5.81 uM for MDA-MB-231, 3.87 uM for MiaPaCa-2, and
19.57 uM for Panc-1. Moreover, C-9 exhibited strong efficacy in 3D tumor spheroid models,
effectively inhibiting the formation and viability of Panc-1 and MiaPaCa-2 spheroids. Additionally, C-
9 outperformed fasudil in reducing the migration and invasion of MDA-MB-231 and MiaPaCa-2 cells,
establishing itself as a promising candidate for further preclinical evaluation in the treatment of
metastatic cancers.

Based on these results, C-9 was identified as the lead compound, and its structure was further optimized
according to the previously defined ROCK pharmacophore model. Structure-based drug design
(SBDD) was used to develop a series of novel HDAC/ROCK dual inhibitors. Molecular docking and
MM-GBSA binding free energy analysis confirmed strong and specific interactions with the catalytic
sites of both targets. Based on these computational insights, ten compounds were synthesized and
biologically evaluated using enzyme inhibition and cancer cell assays.



Among the synthesized compounds, C-35 and C-40 showed remarkable cytotoxic activity against
TNBC cell lines, with ICso values of 17 uM and 27 uM against MDA-MB-231 cells and 35 uM against
MDA-MB-468 cells, respectively, outperforming known selective HDAC6 and ROCK inhibitors such
as tubastatin A and fasudil. Further mechanistic studies revealed that these compounds induce early
apoptosis, arrest cell cycle progression and downregulate PD-L1 (programmed death-ligand 1)
expression. Remarkably, C-35 also increased the expression of MICA (MHC class I polypeptide—
related sequence A) in MDA-MB-468 cells, possibly promoting the recognition and elimination of
tumor cells by immune cells.

To further support rational drug optimization, we used synthesized compounds and their ICso values
for the enzymes to form an external blind validation set that enabled the development of machine
learning-based 2D-QSAR models for HDAC6 and ROCK2. These models, developed for the first time
for both targets, showed strong predictive performance and were integrated into a comprehensive
CADD (computer-aided drug desing) workflow combining structure-based (molecular docking and
MM-GBSA) and ligand-based (QSAR) methods for drug development.

This dissertation presents an integrative and multidisciplinary approach for the rational design,
synthesis and biological evaluation of novel dual HDAC/ROCK inhibitors using computational
chemistry, enzymatic assays and preclinical cancer cell models. The research shows that the developed
multitarget compounds exhibit potent antitumor, anti-invasive, anti-migratory and immunomodulatory
properties. These biological effects are supported by both in silico and experimental data highlighting
their efficacy in influencing key oncogenic signaling pathways. The results provide a solid foundation
for further optimization and preclinical development of multitarget therapeutics, particularly for the
treatment of metastatic cancers such as pancreatic ductal adenocarcinoma and triple negative breast
cancer.

Key words: histone deacetylases, rho-associated coiled-coil kinases, dual inhibitors, rational drug
design, molecular docking, machine learning, QSAR, triple-negative breast cancer, pancreatic ductal
adenocarcinoma.

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Pharmaceutical-medicinal chemistry and structural analysis



Spisak skracenica

AD Domen primjenljivosti

AR Androgeni receptori

BRAF B-Raf serin-treonin kinaze

CADD Racunarske tehnike racionalnog dizajna lijekova

CAP Heterociklus koji intereaguje sa spoljaSnjim dzepom katalitickog
domena histon-deacetilaza

CD1/2 Kataliticki domeni 1/2

CDK4/6 Ciklin zavisna kinaza 4/6

DCM Dihlormetan

DMF Dimetilformamid

ECM Ekstracelularni matriks

EGFR Receptor za epidermalni faktor rasta

EMT Epitelno-mezenhimska tranzicija

FAK Fokalna adheziona kinaza

FDA Americka agencija za hranu i lijekove

FITC Fluorescein izotiocijanat

GRIND GRID promjenljive nezavisne od poravnjanja
HAT Histon-acetil transferaze

HDAC Histon-deacetilaze

HIF-1a Hipoksijom inducibilni faktor 1a

HSP90 Heat shock protein 90 — Saperonski protein
HTS Visokopropusni skrining

LBDD Dizajn zasnovan na strukturi liganda

LBVS Virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda
LSD1 Lizin specificna demetilaza 1

MAPK Mitogenom aktivirane protein kinaze

MIF Molekulska polja interakcije

ML Masinsko ucenje

MLC-II Laki lanac miozina II

MMP Matriksne metaloproteinaze

MTDL Ligandi sa viSestrukim ciljnim mjestom dejstva
mTOR Mammalian target of rapamycin



MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromida

MYPTI Subjedinica miozin fosfataze 1

NCI Nacionalni institut za karcinom

NF-xB Nuklearni faktor kapa B

NMR Nuklearna magnetna rezonanca

PAK P21 aktivirane kinaze

PD-1 Protein programirane smrti 1

PDAC Duktalni adenokarcinom pankreasa

PDB Proteinska banka podataka

PD-L1 Ligand programirane smrti 1

PI Propidijum-jodida

PI3K Fosfatidilinozitol-3-kinaza

PRESS Suma kvadrata predvidenih reziduala

QSAR Studije kvantitativnog odnosa izmedu strukture i aktivnosti
RF Algoritam slu¢ajnih Suma

RMSEP Greska predvidanja test seta

RMSD Koren srednjeg kvadratnog odstupanja atomskih pozicija
RMSEE Greska predvidanja trening seta

ROCK Rho-vezana kinaza

SBDD Dizajn zasnovan na strukturi ciljnog mjesta djelovanja
SBVS Virtuelni skrining zasnovan na strukturi ciljnog mjesta djelovanja
TFA Trifluorosir¢etna kiselina

TLC Tankoslojna hromatografija

TNBC Trostruko-negativni karcinom dojke

TPP1 Protein koji podstice polimerizaciju tubulina

VEGF Vaskularni endotelni faktor rasta

VS Virtuelni skrining

ZBG Cink-vezujuca grupa
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1.1.  Tumor — (NE)pobjediv zdravstveni izazov savremenog drustva

Tumor predstavlja bolest koju karakteriSe nekontrolisana proliferacija odredenih ¢elija organizma, uz
mogucnost njithovog Sirenja u druge djelove tijela. Ova definicija, prema poslednjem aZuriranju
Nacionalnog instituta za karcinom (National Cancer Institute, NCI) odrazava savremena saznanja o
etiopatogenezi malignih oboljenja [1].

Definicija tumora se mijenjala kroz istoriju u skladu sa razvojem medicinskih nauka i boljim
razumijevanjem bioloSkih mehanizama tumorogeneze. Jos 1828. godine, tumor je opisan kao ,,okruglast,
tvrd, neravan, scirozni tumor Zlijezda koji ¢esto ulceriSe, izuzetno je bolan i uglavnom smrtonosan” [2].
Do 1898. godine, akumulacija novih saznanja je omoguéila precizniju definiciju tumora kao
,hovonastalog tkiva koje se spontano razvija, ima atipi¢nu gradu, ne obavlja nikakvu fiziolosku funkciju
u organizmu i raste neograni¢eno, bez definisanog zavrSetka® [3]. Dalje proSirenje razumijevanja
malignih oboljenja je rezultiralo definicijom iz 1919. godine, objavljenom u Oksfordskom re¢niku,
prema kojoj je maligni tumor opisan kao ,neoplazma koja razara tkivo u kojem nastaje, Siri se
neograniceno i ima tendenciju recidiva nakon uklanjanja“. S obzirom na kompleksnost ove bolesti i
kontinuirani napredak u njenom proucavanju, univerzalna i sveobuhvatna definicija karcinoma ne
postoji. Medutim, savremene medicinske i onkoloske zajednice u najvecoj mjeri prihvataju definiciju
Nacionalnog instituta za karcinom kao najrelevantniju u kontekstu trenutnih nau¢nih saznanja.

Tumor je jedan od vodecih uzro¢nika smrtnosti na globalnom nivou i zauzima drugo mjesto, odmah
nakon kardiovaskularnih bolesti [4-6]. Epidemioloski podaci ukazuju na alarmantne trendove —
procjenjuje se da ¢e tokom Zivota polovina Zena i priblizno tre¢ina muSkaraca u Americi razviti neki
oblik tumora, $to ovu bolest ¢ini jednim od najozbiljnijih zdravstvenih izazova savremenog drustva [4].
Uprkos ovim zastraSuju¢im statistikama, poslednjih decenija je postignut znacajan napredak u borbi
protiv raka. Stope prezivljavanja oboljelih su znacajno poboljSane, prvenstveno zahvaljujuéi razvoju
metoda rane dijagnostike nekih tumora i primjeni pravovremenih i ciljanih terapijskih pristupa [6,7].
Medutim, i dalje se namece klju¢no pitanje: ZasSto, viSe od jednog vijeka nakon pocetka intenzivnih
istraZzivanja razli¢itih modaliteta lijeCenja tumora, joS uvijek govorimo o '"potencijalnom
izlijeCenju", umjesto o definitivnom terapijskom rjeSenju? Koji naucni i klinicki izazovi i dalje
ograni¢avaju moguc¢nost postizanja univerzalnog terapijskog uspijeha? Koji patogenetski mehanizmi
stoje u osnovi tumorske heterogenosti 1 doprinose njegovoj bioloskoj kompleksnosti?

1.1.1. Kratak istorijski osvrt na razlicite teorije objaSnjavanja tumorogeneze

Nakon §to su Watson 1 Crick 1962. godine dobili Nobelovu nagradu za otkri¢e sekundarne strukture
molekula DNK, uslijedila su zna¢ajna nauc¢na dostignuc¢a u oblasti onkologije koja su dovela do otkri¢a
onkogena 1 tumor-supresorskih gena i1 njihove povezanosti sa tumorogenezom (Slika 1). Prije ovog
fundamentalnog otkri¢a, tumori su se objasnjavali kroz niz razli¢itih teorija, uklju¢ujué¢i humoralnu
teoriju dominantnu u srednjem vijeku, limfnu teoriju i teoriju parazita, sve do uvida u geneticke osnove
1 ulogu razli¢itih karcinogena u tumorogenezi kao $to su virusi, hemijske supstance, reaktivni oblici
kiseonika, stres, itd [4]. Medutim, postavlja se bitno pitanje: Da li su iskljufivo promjene na nivou
DNK dovoljne za objaSnjenje tumorogeneze?

Da bismo odgovorili na ovo pitanje, neophodno je spomenuti jedno od najvaznijih otkri¢a u
razumijevanju patogeneze tumora, kao i drugih kompleksnih bolesti - uvodenje koncepta ,,epigenetika*
od strane C. H. Waddingtona 1939. godine (Slika 1) [8]. Tradicionalni geneticki modeli tumorogeneze,
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koji nastanak tumora objasnjavaju iskljucivo kao posljedicu disbalansa izmedu aktivacije onkogena 1
utiSavanja tumor-supresorskih gena, su predstavljali klju¢ni nauc¢ni iskorak u svoje vrijeme. lako je ovaj
pristup djelimi¢no zastario, on nije u potpunosti netatan, ve¢ je danas dopunjen savremenim
razumijevanjem epigenetickih mehanizama u regulaciji tumorskog razvoja [9].

Epigenetika, kako ju je prvobitno definisao Waddington, opisuje ,,uzrocno-posljedi¢ne interakcije izmedu
gena i njihovih proizvoda, koje omoguc¢avaju nastanak fenotipa“ ( “the causal interaction between genes
and their products, which bring the phenotype into being “). Epigenetika obuhvata razli¢ite molekulske
mehanizme putem kojih se genotip funkcionalno izrazava u odgovarajuéi fenotip. Na primjer, iako su
sve ¢elije unutar jednog organizma geneticki identi¢ne, one se fenotipski diferenciraju u specifi¢ne tipove
¢elija sa razli¢itim funkcijama. Ova diferencijacija omogucava koordinisano i pravilno funkcionisanje
organizma, uprkos genetickoj uniformnosti svih ¢elija [8—10]. Danas, pojmom epigenetika se opisuju
nasljedne promjene u ekspresiji gena koje nisu uzrokovane promjenama u primarnoj DNK sekvenci, ve¢
su rezultat razli¢itih mehanizama poput metilacije DNK, modifikacije histona i regulacije gena putem
malih nekodiraju¢ih RNK molekula [9]. Jedna od klju¢nih karakteristika epigenetickih promjena je
njihova reverzibilnost, §to ih ¢ini izuzetno atraktivnim targetom u terapiji tumora [11]. Sva ova saznanja
ne samo da doprinose dubljem razumijevanju osnovnih bioloskih procesa, ve¢ 1 pruzaju znacajan uvid u
slozene mehanizme tumorogeneze. Epigeneticka perspektiva tumora otvara vrata razvoju inovativnih
terapijskih strategija koje nisu ograni¢ene samo na ireverzibilne geneticke promjene, ve¢ su usmjerene i
ka manipulaciji reverzibilnih epigenetickih modifikacija, ¢ime se povecava potencijal za efikasniju
terapiju malignih bolesti [11].

Prvi put je uveden Otkrice onkogena
koncept "epigenetika” i tumor-
od strane naucnika supresorskih gena

Waddingtona

50-tih godina 18.vijeka; 80-tih godina
pocetak 20.vijeka 1942. 20. vijeka
70-tih godina
20. vijeka
Hirurska i radijaciona Azotni iperit - Clljana terapija
terapija zacetnik - imatinib
hemoterapije

Slika 1. Vremenska linija kljucnih otkri¢a u vezi sa patogenezom 1 terapijom tumora. Created in
https://BioRender.com.
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1.1.2. Savremeni izazovi i napredak u terapiji tumora: od osnovnih pristupa do inovativnih
strategija sa viSestrukim ciljnim mjestom dejstva

Terapija tumora je tokom proteklih decenija prosla kroz dinamican razvoj evoluirajué¢i od osnovnih
hirurskih metoda do kompleksnih multimodalnih pristupa koji danas predstavljaju zlatni standard u
onkologiji. U svojim pocecima lijeCenje maligniteta se zasnivalo gotovo iskljucivo na hirur§Skom
odstranjivanju tumorskog tkiva (Slika 1). Ovaj pristup je dominirao sve do sredine 20. vijeka, kada su
tehnoloski napredak i bolje razumijevanje biologije tumora omogudéili uvodenje novih terapijskih
metoda. Od 60-ih godina 20. vijeka, primjena radijacione terapije je znacajno unaprijedila lijeCenje
maligniteta. Ova metoda, bazirana na primjeni jonizujuéeg zracenja, je omogucila efikasniju kontrolu
tumorskih celija, posebno kod lokalno uznapredovalih stadijuma bolesti. Kombinacija hirurgije i
radijacione terapije je brzo postala standardni pristup u onkoloskim protokolima, doprinoseé¢i povecanju
stope prezivljavanja pacijenata i poboljSanju kvaliteta njihovog zivota [4,12].

Istorijski, pocetak primjene hemioterapije u onkologiji je bio obiljezen dogadajima iz Drugog svjetskog
rata. Razvitak hemioterapije je uslijedio kao neocekivana lekcija iz totalno nepredvidenih okolnosti.
Uslijed eksplozije broda sa 100 tona iperita otkriveni su toksi¢ni efekti ove supstance na brzodijelece
¢elije, Sto je rezultiralo leukopenijom kod prezivjelih muskaraca. Ova zapazanja su podstakla istrazivanja
koja su 1942. godine dovela do razvoja azotnog iperita, prvog citotoksi¢nog agensa koji je uspijeSno
primijenjen u tretmanu leukemije (Slika 1) [13].

Otkri¢e azotnog iperita je otvorilo vrata intenzivnim istrazivanjima koja su rezultirala identifikacijom i
razvojem velikog broja citostatika sa razli¢itim mehanizmima djelovanja, kao $to su:

o Alkilujuéi agensi: djeluju oStecuju¢i DNK tumorskih ¢elija dovodeci do unakrsnog povezivanja
nukleotidnih lanaca, ¢ime sprije€avaju njihovu replikaciju.

o Antimetaboliti: Imitiranjem prirodnih metabolita, antimetaboliti inhibiraju sintezu nukleinskih
kiselina, §to zaustavlja rast 1 podjelu tumorskih ¢elija.

o Mitoticki agensi: djeluju na mikrotubule, klju¢ne komponente celijskog skeleta, spreCavajuci
mitoticku deobu ¢elija.

o Hormonska terapija: koristi se kod hormon-zavisnih tumora, kao Sto su tumori dojke 1 prostate,
a efekat se zasniva na modulaciji hormonskog okruZenja tumora [5,6].

Uprkos znaajnoj ulozi u terapiji tumora, osnovni nedostatak tradicionalnih antineoplastika jeste
nedostatak selektivnost prema tumorskim ¢elijama. Citotoksi¢ni efekti ovih lijekova pogadaju i normalne
¢elije, narocito one koje se brzo dijele, Sto dovodi do nezeljenih efekata poput mijelosupresije, alopecije
1 gastrointestinalnih poremecaja. Ove nuspojave ograni¢avaju terapijsku primjenu i zahtjevaju pazljivo
balansiranje izmedu efikasnosti i toksicnosti [5,14].

Neadekvatan bezbjednosni profil konvencionalnih terapija zajedno sa identifikacijom brojnih signalnih
puteva povezanih sa razvojem tumora je doveo do otkrica ciljane terapije tokom 70-ih i 80-ih godina
dvadesetog vijeka (Slika 2-A) [15—17]. Zacetnici ciljane terapije su imatinib (ispoljava dejstvo na tirozin
kinaze) i gefitinib (inhibitor receptora za epidermalni faktor rasta - epidermal growth factor receptor,
EGFR) koji su odobreni za terapiju hroni¢ne mijeloidne leukemije i nemikrocelularnog karcinoma pluca
[18]. Ovaj terapijski pristup se temelji na modulaciji aktivnosti specifi¢nih ciljnih molekula koji imaju
kljucnu ulogu u rastu i progresiji tumora. Idealan terapijski ciljni molekul bi trebalo da bude specifican 1
neophodan za ¢elije karcinoma, uz njegov minimalan uticaj na razvoj i funkcionisanje normalnih tkiva.
Medutim, takav ciljni molekul jo$ uvijek nije identifikovan [17-19]. Savremena istrazivanja su
fokusirana na detaljno mapiranje signalnih puteva ukljucenih u tumorogenezu i progresiju malignih
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bolesti u cilju identifikacije molekula koji ¢e po svojim osobinama biti §to je moguce priblizniji idealnom
ciljnom mjestu dejstva [19-22].

A)
Inh-1
Inhibitor
O | S
Inh-2
Single-target Kombinacije MTDLs
terapija lijekova
1 ] !
b é b
Imatinib, dabrafenib + trametinib entrektinib
geftinib palbociklib + letrozol
B)
Identifikacija i validacija kombinacije Razvoj multitarget liganda
ciljnih mjesta od interesa
Y Validacija na osnovu klinickih opaZanja YA Screening pristup
Y Fenotipski skrining

ﬁKno wledge-based pristup

i

konjugovana farmakofora

@ I

ﬁln silico tehnike djelimi€no preklopljena farmakofora

T

potpuno preklopljena farmakofora

Slika 2. A. Sematski prikaz ciljanih inhibitora, kombinacije lijekova i inhibitora sa viestrukim ciljnim
mjestom dejstva; B. Sematski prikaz faza u otkriéu inhibitora sa viSestrukim ciljnim mjestom dejstva —
identifikacija i validacija ciljnog molekula od interesa i razvoj inhibitora sa viSestrukim ciljnim mjestom
dejstva. Created in htitps://BioRender.com.
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Obzirom da je tumor kompleksna multifaktorska bolest u ¢ijoj osnovi leze razliCiti patogenetski
mehanizmi, dejstvo na samo jedan ciljni molekul (uzimajuc¢i u obzir da do sada otkriveni ciljni molekuli
nisu u potpunosti esencijalni za tumorske celije) Cesto nije dovoljno za postizanje zadovoljavajucih
terapijskih rezultata [23,24]. lako ciljana terapija nudi znaCajne prednosti u poredenju sa
konvencionalnom hemioterapijom, u slucajevima uznapredovale bolesti Cesto dolazi do razvoja
rezistencije na terapiju usmjerenu prema samo jednom cilju (tzv. single-target therapy). Dodatno, ciljana
terapija je efikasna samo kod odredenog broja pacijenata — npr. manje od 20 % pacijenata sa
nemikrocelularnim karcinomom pluca je osjetljivo na gefitinib [25]. Stoga, sljedeci znacajan iskorak u
terapiji tumora je ukljucivao uvodenje kombinovanih rezima ciljane terapije (Slika 2-A). Primjena
kombinovanih terapija obuhvata dvije glavne prednosti u odnosu na monoterapiju:

1. Prevencija i odlaganje razvoja rezistencije: Kada se istovremeno djeluje na vise signalnih
puteva smanjuje se vjerovatnoca da ¢e celije razviti mutacije ili adaptacije koje bi im omogucile
prezivljavanje u prisustvu terapije [24,26].

2. Aditivni i sinergisticki efekti: Lijekovi koji djeluju na razli¢ita ciljna mjesta mogu imati
komplementarne ucinke ¢ime se povecava ukupna efikasnost terapije. Sinergisticki efekti ne
samo da povecavaju citotoksi¢nost prema tumoru, ve¢ i omogucéavaju upotrebu nizih doza
lijekova ¢ime se smanjuje rizik od nezeljenih efekata na zdravo tkivo. Na primjer, kombinacija
dabrafeniba (inhibitor B-Raf serin-treonin kinaze (BRAF)) sa trametinibom (inhibitor mitogenom
aktivirane kinaze regulisane ekstracelularnim signalom (MEK)) je pokazala znac¢ajnu efikasnost
i doprinijela poveéanju stope prezivljavanja pacijenata sa metastatskim melanomom sa BRAF
mutacijama dok se kombinacija palbocikliba (inhibitor ciklin-zavisnih kinaza 4 1 6, CDK4 i
CDKS6) sa letrozolom (inhibitor aromataze) pokazala efikasnom u lijeCenju uznapredovalog
karcinoma dojke [24,27].

[zazovi u implementaciji kombinovane terapije ukljucuju identifikaciju optimalnih kombinacija lijekova,
odredivanje doza koje ¢e posti¢i maksimalnu efikasnost uz minimalnu toksi¢nost, kao i razumijevanje
kompleksnih farmakodinamskih 1 farmakokinetic¢kih profila lijekova koriS¢enih u kombinaciji [19].

Ovi izazovi su usmjerili dalja naucna istraZivanja ka razvoju savremenog pristupa baziranog na primjeni
liganada sa viSestrukim ciljnim mjestima dejstva (Multi-Target-Directed Ligands, MTDL) (Slika 2-
A). MTDLs predstavljaju jedinjenja sposobna da simultano djeluju na dva ili vise razlic¢itih molekulskih
ciljeva [28]. Ovakav pristup nudi znacajne prednosti u poredenju sa tradicionalnim kombinacijama
lijekova ukljucujué¢i smanjenu vjerovatnocu interakcija izmedu lijekova, poboljSanu adherencu
pacijenata i1 jednostavniji farmakokineticki i farmakodinamski profil [26,27]. Jedan od klju¢nih primjera
uspjeha ove strategije je odobrenje MTDL inhibitora, entrektiniba (inhibitor Sirokog spektra koji djeluje
na tropomiozinske receptorske kinaze (7RK), anaplasticnu limfomsku kinazu (4LK) i receptorske tirozin
kinaze (ROS1)) od strane Americke agencije za hranu i lijekove (U.S. Food and Drug Administration,
FDA) za terapiju maligniteta [29].



1.1.3. Pristupi u razvoju MTDLs

Razvoj novih liganada sa visestrukim ciljnim mjestima dejstva podrazumijeva dva klju¢na koraka:

1.

Identifikaciju i validaciju kombinacije ciljnih molekula od interesa (Slika 2-B)

2. Razvoj i dizajn liganada sa viSestrukim ciljnim mjestima dejstva (Slika 2-B).

Vise pristupa se koristi u cilju identifikacije i validacije kombinacija ciljnih mjesta dejstva u razvoju
MTDLs. Ove strategije igraju klju¢nu ulogu u osiguravanju da odabrani ciljni molekuli budu relevantni
za mehanizam bolesti 1 da njihova simultana modulacija rezultira Zeljenim terapijskim ishodom. Najcesce
koriS¢eni pristupi ukljucuju validaciju na osnovu klini¢kih opaZanja, fenotipski skrining i in silico
metode (Slika 2).

1.

Validacija na osnovu klinickih opaZanja: Klinicki podaci predstavljaju neprocjenjiv resurs za
identifikaciju potencijalnih kombinacija ciljnih mjesta dejstva. Na primjer, epidemioloske studije
i klinicka ispitivanja Cesto otkrivaju obrasce u progresiji bolesti ili odgovoru na terapiju koji
ukazuju na ukljucenost vise ciljnih mjesta dejstva. Analiza populacija pacijenata koji pokazuju
razli¢ite odgovore na terapije usmjerene ka jednom cilju moze otkriti dodatne puteve koji
doprinose patologiji bolesti. Na primjer, istovremeno ciljanje vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF) i PD-1/PD-L1 puteva (protein programirane smrti 1, programmed cell death protein
1/ligand programirane smrti 1, programmed death-ligand I) u onkologiji je proizaslo iz klinic¢kih
opazanja koja ukazuju na meduzavisne procese angiogeneze tumora i imunske evazije tokom
progresije tumora [27,30].

Fenotipski skrining: Ukljucuje testiranje lijekova u bioloSkim sistemima kao Sto su celijske
kulture ili Zivotinjski modeli, kako bi se identifikovale one kombinacije koje proizvode Zeljeni
efekat. Ovaj pristup zahtjeva koriS¢enje velikih koli¢ina bioloskih materijala/biohemijskih
testova 1 zivotinjskih modela §to ga ¢ini ekonomski 1 eticki najmanje prihvatljivim modelom za
validaciju kombinacija ciljnih mjesta dejstva [31].

. In silico metode: Ove metode koriste bioinformaticke alate, simulacije molekulskog dokinga i

pristupe sistemske biologije za modelovanje interakcija izmedu potencijalnih liganada 1 njihovih
ciljnih mjesta dejstva. Dodatno, algoritmi maSinskog ucenja mogu analizirati velike skupove
podataka predvidaju¢i sinergisticke, aditivne ili antagonistiCke efekte ciljanja viSe signalnih
puteva [27,32]. In silico validacija ne samo da ubrzava proces otkrivanja lijekova, ve¢ i smanjuje
troSkove povezane sa eksperimentalnom validacijom. Na primjer, kombinacija ciljnih molekula
receptora insulinu slicnog faktora rasta 1 (IGFIR) i CDK4 je identifikovana putem naprednih
tehnika racunarskog modelovanja 1 eksperimentalno potvrdena kao sinergisticka kombinacija
ciljnih mjesta djelovanja. Ona se pokazala efikasnom u modulaciji klju¢nih signalnih puteva u
¢elijama dediferenciranog liposarkoma (DDL), S§to potvrduje njen potencijal za razvoj
inovativnih pristupa u lije€enju ovog maligniteta [33].

U razvoju 1 dizajnu liganada sa viSestrukim ciljnim mjestom dejstva se koriste dva osnovna pristupa:

1.

Skrining kao pristup otkrivanja MTDLs (screening approach): U sluc¢aju MTDLs najcesce se

primjenjuje fokusirani skrining u okviru koga se ligand, za koga je ve¢ poznato da ima aktivnost

na jednom ciljnom molekulu, testira na drugom ciljnom molekulu od znac¢aja. Na ovaj nacin se

ubrzava proces otkrica MTDL i smanjuju troSkovi. S druge strane, visokoproto¢ni skrining
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podrazumijeva testiranje velikog broja potencijalnih molekula na razliCita bioloska ciljna mjesta
dejstva koristec¢i biohemijske ili ¢elijske testove. U slu¢aju MTDL, skrining mora biti dizajniran
tako da obuhvati potencijalne interakcije molekula sa vise ciljnih mjesta dejstva, Sto povecava
kompleksnost i troskove istrazivanja [27,34].

2. Pristup zasnovan na znanju (knowledge-based approach): Temelji se na integraciji
farmakofora, osnovnih strukturnih elemenata odgovornih za bioloSku aktivnost lijekova, iz
razli¢itih farmaceutskih agenasa u jedinstvenu molekulsku strukturu. Ovaj pristup omogucava
stvaranje nove farmakofore koja simultano interaguje sa aktivnim mjestima dva ili viSe ciljnih
molekula (Slika 2) [27,34,35]. U zavisnosti od nac¢ina medusobnog povezivanja pojedinac¢nih
farmakofora, nastala farmakofora se moze klasifikovati u tri osnovna tipa:

a) Konjugovana farmakofora (conjugated pharmacophore): Ovaj tip nastaje povezivanjem dvije
ili viSe farmakofora putem linkera — strukturnog segmenta koji nije prisutan u originalnim
farmakoforama (Slika 2-B). Linker omogucéava fleksibilnost i optimalno pozicioniranje
farmakofore u interakciji sa njenim ciljnim biomolekulima [35].

b) Djelimi¢no preklopljena farmakofora (fised pharmacophore): Kod ovog tipa, farmakofore su
djelimi¢no preklopljene dijeleci zajednicke strukturne elemente, ali zadrzavaju¢i vecinu svojih
individualnih karakteristika (Slika 2-B). Ovakve farmakofore Cesto imaju optimizovanu
farmakodinamicku i farmakokineticku aktivnost, jer se smanjuje kompleksnost strukture, dok se
zadrzava sposobnost interakcije sa razlicitim ciljnim biomolekulima [35].

c) Potpuno preklopljena farmakofora (merged pharmacophore): U ovom slucaju su farmakofore
maksimalno integrisane stvaraju¢i novu strukturnu cjelinu koja kombinuje funkcionalne
karakteristike originalnih farmakofora (Slika 2-B). Ovaj tip se Cesto koristi kada ciljna mjesta
dijele sli¢ne strukturne karakteristike aktivnih mjesta. Potpuno preklopljena farmakofora
omogucava poboljSanu biolosku raspolozivost 1 doprinosi pojednostavljivanju sintetskih
postupaka [35].

Savremeni terapijski pristupi lijeCenja tumora se sve viSe oslanjaju na prethodno objaSnjene strategije sa
viSestrukim ciljnim mjestima dejstva. Istovremeno najnovija istraZivanja isticu epigeneticke promjene
kao klju¢ne faktore u regulaciji transkripcije gena i progresiji tumora. U ovom kontekstu ova dva
koncepta predstavljaju pravac koji moze rezultirati razvojem novih terapijskih strategija za tretman
tumora sa potencijalom za znacajna otkri¢a u oblasti onkologije.



1.2.  Acetilacija histona: Centralna uloga u posttranslacionim histonskim modifikacijama

Jedan od najvaznijih epigenetickih mehanizama jesu posttranslacione histonske modifikacije koje
zajedno sa metilacijom DNK imaju klju¢nu ulogu u regulaciji genske ekspresije. Medutim, da bismo
objasnili posttranslacione histonske modifikacije kao jedan od bitnih segmenata epigeneticke
masinerije vrati¢emo se unazad i odgovoriti na pitanje — Sta su to histoni i koja je njihova veza sa
DNK?

DNK molekuli unutar jedra ¢elije su organizovani u strukture poznate kao nukleozomi, osnovne jedinice
hromatina. Nukleozomi se sastoje od DNK lanca obmotanog oko histonskog oktamera koji se formira
od po dva molekula histonskih proteina H2A, H2B, H3 i H4. ViSe nukleozoma je medusobno povezano
proteinom histona H1 koji ima ulogu stabilizacije strukture i formiranja tzv. "linker DNK" segmenata
izmedu nukleozoma. Ovakav nacin strukturne kompozicije dovodi do stvaranja hromatinskog vlakna
koje se dalje moze organizovati u vise nivoe strukturalne kompleksnosti omoguéavajuéi regulaciju
ekspresije gena 1 drugih kljucnih bioloskih procesa [36].

N- 1 C-terminalni krajevi histonskih proteina, koji ¢ine osnovu hromatina, su podlozni razli¢itim
posttranslacionim modifikacijama ukljucuju¢i metilaciju lizina i arginina, acetilaciju lizina, fosforilaciju
serina, ubikvitinaciju i sukcinilaciju lizina [37,38]. Medu ovim modifikacijama acetilacija lizinskih
ostataka histona ima posebno znacajnu ulogu. Iako opisana prvi put prije vise od 60 godina (1964.
godine), acetilacija lizinskih ostataka histona je i dalje predmet velikog broja istrazivanja, posebno u
oblastima onkologije i neurodegenerativnih bolesti.

1.3.  Histon deacetilaze — regulatori epigenetske masinerije

Proces acetilacije histona katalizuju enzimi poznati kao histon acetil-transferaze (histone
acetyltransferases, HATs) vrSeci prenoSenje acetil grupe sa acetil-CoA na g-amino grupu lizina, dok
histon deacetilaze (histone deacetylases, HDACs) katalizuju reverznu reakciju — deacetilaciju (Slika 3)
[39,40]. Acetilacijom lizinskih ostataka histonskih proteina dolazi do smanjenja pozitivnog
naelektrisanja histona $to slabi elektrostaticke interakcije izmedu histona i DNK, koja je negativno
naelektrisana. Kao rezultat, hromatin prelazi u euhromatinsku konformaciju u okviru koje je DNK u
takozvanom "otpakovanom" stanju, ¢ime postaje dostupna transkripcionim faktorima Sto rezultira
povecanom ekspresijom gena (Slika 3-1). Nasuprot tome, deacetilacija lizinskih ostataka pojacava
elektrostati¢ke interakcije izmedu histonskih proteina i DNK ¢ime se formira kompaktan hromatin — tzv.
heterohromatin (Slika 3). Ovakvo stanje smanjuje dostupnost DNK za transkripciju, Sto dovodi do
supresije gena [41]. Odrzavanje dinamicke ravnoteze izmedu aktivnosti HATs i HDACs je od sustinske
vaznosti za normalnu funkciju ¢elija i njihovu homeostazu. NeravnoteZa u ovom procesu je ¢esto
povezana sa patoloSkim stanjima ukljucujuci razlicite vrste tumora, ¢ime se dodatno naglaSava znacaj
ovih enzima kao potencijalnih terapijskih ciljnih mjesta u onkologiji.
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Slika 3. 1) Sematski prikaz acetilacije i deacetilacije histonskih proteina koje vode ka nastajanju
euhromatinske ili heterohromatinske konformacije; 2) Detaljan Sematski prikaz faza u deacetilovanju
lizinskih ostataka u prisustvu histon deacetilaza (prilagodeno prema referenci [42]). Created in
https://BioRender.com

HDAC su dobile nazive prema redoslijedu njihovog otkri¢a, a istrazivanja o njihovoj vaznosti su
zapoceta 1996. godine, kada je identifikovan prvi ¢lan ove enzimske porodice — HDACI [43]. Do danas
je otkriveno 18 humanih izoformi histon deacetilaza koje se tradicionalno klasifikuju u Cetiri osnovne
klase na osnovu njihove sli¢nosti sa gljivicnim analozima [36]. Klasi I pripadaju HDAC1, HDAC?2,
HDAC3 1 HDACS. Klasa Ila obuhvata HDAC4, HDACS, HDAC7 1 HDAC9, dok klasa IIb ukljucuje
HDAC6 i HDACI10. Klasi IV pripada jedini predstavnik, HDACI11. Tri prethodno navedene klase (I, II
1 IV) ukljucuju cink-zavisne metaloenzime, dok tre¢a klasa obuhvata NAD*-zavisne metaloenzime,
poznate pod nazivom sirtuini [44].
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1.3.1. Supstrati i funkcije histon deacetilaza u bioloskim procesima

U ¢emu se ogleda znacaj HDAC i koja je uloga svake od 18 izoformi?

Iako su inicijalno nazvani histon deacetilazama, ovi enzimi igraju kljuénu ulogu ne samo u odrzavanju
balansa acetilacije histonskih, ve¢ i nehistonskih proteina §to dodatno doprinosi njihovoj ulozi u brojnim
bioloskim procesima i patogenezi kompleksnih bolesti poput malignih oboljenja.

HDAC1, HDAC2 i HDAC3 (klasa I) su lokalizovane u jedru i dominatno su regulatori acetilacije
histonskih proteina. HDAC1 i HDAC?2 dijele visoku sekvencijsku slicnost od 80% i uglavnom su dio
razli¢itih homo- i heterodimernih represorskih kompleksa kao $to su nucleosome remodeling and
deacetylase (NuRD), switch independent 3 (SIN3), mitotic deacetylase (MiDAC) i corepressor of REST
(CoREST) [42,43,45]. Nasuprot tome HDAC3, iako dominantno nuklearno lokalizovana i pripada klasi
I, dijeli 50% sekvencijske sli¢nosti sa HDAC1 i HDAC?2 i primarno je dio nuclear receptor corepressor
(SMRT/NCoR) kompleksa. Osim $to reguliSu histonske proteine, HDAC1 1 HDAC2 imaju ulogu u
odrzavanju balansa acetilacije nehistonskih nuklearnih proteina ukljucujuéi p53, E2F, ATM kinazu i
CAF1 koji su znacajni za regulaciju transkripcije. S druge strane, HDAC3 utice na aktivnost nehistonskih
proteina kao Sto su STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) 1 FOXP3, ¢ime doprinosi
razli¢itim signalnim putevima 1 procesima u celiji.

HDACS, iako svrstana u prvu klasu histon deacetilaza, pokazuje fundamentalne razlike u odnosu na
ostale Clanove ove grupe. Za razliku od HDACI1, HDAC2 i HDAC3 koje funkcioniSu kao dio
multiproteinskih represorskih kompleksa, HDACS djeluje samostalno. Jedno od klju¢nih otkri¢a vezanih
za HDACS je njena sposobnost katalize hidrolize dugackih lanaca acil-lizina §to je u znacajnoj mjeri
promijenilo percepciju o njenoj funkciji. Ovo otkri¢e implicira da bi primarna uloga HDAC8 mogla biti
deacilacija, a ne deacetilacija, Sto bi moglo objasniti zaSto nije identifikovan veci broj njenih supstrata u
ranijim istrazivanjima [42,46].

Sve veci broj naucnih istrazivanja ukazuje na to da enzimi klase Ila histon deacetilaza (HDACA4,
HDACS, HDAC7, HDAC9) ne posjeduju intrinzicnu, kataliticki nezavisnu deacetilaznu aktivnost.
Umjesto toga, njihova sposobnost deacetilacije je uslovljena formiranjem kompleksa sa HDAC3 koja
djeluje kao funkcionalni kataliti¢ki partner. Medutim, neki nau¢nici smatraju da su dalja 1 dodatna
istrazivanja neophodna kako bi se precizno definisali supstrati ove podklase i mehanizmi djelovanja, §to
bi moglo imati zna€ajne implikacije u razvoju novih terapijskih strategija usmjerenih ka HDAC klasi 1la
[42,43].

HDACG6 (klasa IIb) predstavlja strukturno 1 funkcionalno jedinstvenu izoformu histon deacetilaza koja
se istie svojom dominantno citoplazmatskom lokalizacijom. Za razliku od drugih HDAC izoformi koje
pretezno djeluju na histonske proteine, HDAC6 primarno reguliSe balans acetilacije citoplazmatskih
nehistonskih proteina ukljuc¢ujuéi a-tubulin, kortaktin, HSP90 (heat shock protein 90), Ku-70 i survivin
[47-52]. Zahvaljuju¢i tome, HDAC6 ima klju¢nu ulogu u brojnim fizioloSkim 1 patofizioloskim
procesima. Jedan od glavnih doprinosa HDAC6 je regulacija funkcije citoskeleta putem deacetilacije -
tubulina i1 kortaktina ¢ime utice na ¢elijsku pokretljivost, migraciju i invaziju. Takode, HDACS6 je klju¢na
za proces degradacije proteina u agrezomima. HDAC6 ucestvuje u regulaciji apoptoze kroz interakcije
sa Ku-70 1 survivinom. Dodatno je bitna uloga HDAC6 u formiranju novih krvnih sudova (angiogenezi)
[42]. Uti¢uéi na prethodno navedene procese, poremecaji u ekspresiji HDAC6 mogu znacajno
doprinijeti nastanku i progresiji tumora, $to ¢e detaljnije biti objasSnjeno u narednim poglavljima.

HDAC10, kao ¢lan klase IIb, ima specifi¢ne uloge u procesima autofagije, reparacije DNK i modulacije
imunskog odgovora. Jedan od klju¢nih aspekata razli¢itosti HDAC10 izoforme jeste njena sposobnost
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katalize hidrolize acetil-poliamina, §to je osobina koja je tek nedavno otkrivena i intenzivno istraZena.
Ovaj mehanizam ukazuje na to da funkcionalni efekti HDAC10 ne zavise primarno od deacetilacije
lizinskih ostataka, ve¢ od njenog ucesca u metabolizmu poliamina [53,54].

HDACII1, slicno kao HDACS, pokazuje nizak afinitet prema hidrolizi acetil-lizinskih supstrata i
dominantno ucestvuje u hidrolizi acil-lizinskih jedinjenja [55]. Njena klju¢na funkcija se ogleda u
modulaciji imunskog odgovora gdje djeluje kao transkripcioni regulator. HDACI1 uti¢e na ekspresiju
gena znacajnih za imunske procese, ukljucujuéi regulaciju inflamatornih citokina i signalnih puteva
neophodnih za aktivaciju i1 diferencijaciju imunskih ¢elija Sto implicira znacaj ove izoforme u razli¢itim
stanjima prac¢enim prekomjernim imunskim odgovorom [56].

1.3.2. Histon deacetilaze: Klju¢ni saveznici ili sporedni igraci u borbi protiv tumora?

Prvi dokazi o povezanosti ekspresije HDAC sa razvojem i progresijom tumora su proizasli iz studije
Manel Estellera i saradnika, koja je pokazala da u ¢elijama karcinoma dolazi do smanjenja acetilacije
lizina 16 histona H4 [57]. Takode, identifikovana je i smanjena acetilacija lizina 18 histona H3 kao
negativan prognosticki faktor prezivljavanja kod pacijenata sa karcinomima pankreasa, dojke, prostate i
pluca [58].

Prekomjerna HDAC ekspresija i njihova uloga u patogenezi razlicitih tipova tumora je potvrdena brojnim
genetickim knockdown studijama. Tacni mehanizmi kojima HDAC doprinose tumorogenezi i progresiji
tumora variraju od tipa tumora. Generalno, HDAC iz klase I reguliSu¢i acetilaciju histonskih proteina
moduliSu ekspresiju kljuénih onkogena i/ili tumor-supresorskih gena favorizujué¢i tumorogenezu. Na
primjer, dokazano je da povecana ekspresija HDAC1 1 HDAC2 smanjuje aktivaciju tumor-supresorskog
gena CDKN1A koji kodira sintezu inhibitora ciklin-zavisnih kinaza p21™*/*P! yti¢u¢i tako na regulaciju
¢elijske proliferacije [59]. Slicno, smanjena ekspresija gena klju¢nih za reparaciju DNK, kao §to su
BRCAL1 (breast cancer 1, early onset) 1 ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related), je povezana sa
pove¢anom HDAC aktivnoscu [60].

Pored histonskih proteina, HDAC uti¢u 1 na regulaciju aktivnosti nehistonskih proteina, ukljucujuci
tranksripcione faktore. Na primjer, direktna deacetilacija tumor-supresorskog proteina p53 dovodi do
smanjenja njegove aktivnosti, Sto uzrokuje smanjenu ekspresiju tumor-supresorskih gena [61]. Nasuprot
tome, povecana deacetilacija transkripcionih faktora poput SP1 1 C/EBPa rezultira njihovom aktivacijom
1 povecanom ekspresijom onkogena, kao Sto je BCL-2 [62]. Dodatno, prekomjerna acetilacija
citoplazmatskih nehistonskih proteina, poput a-tubulina i kortaktina, moZe znacajno povecati motilitet
tumorskih ¢elija $to finalno favorizuje progresiju tumora i metastaziranje [48].

Nasuprot brojnim dokazima koji ukazuju na povezanost prekomjerne HDAC ekspresije 1 tumorogeneze,
interesantno je napomenuti da odredene studije sugeriSu kako genetska inaktivacija HDAC moze
doprinijeti nastanku i1 progresiji odredenih tipova tumora. Na primjer, somatske mutacije gena za HDACI1
su detektovane u priblizno 8% sluc¢ajeva dediferenciranog liposarkoma. Sli¢no tome, delecija gena za
HDAC4 je primje¢ena kod 4% pacijenata sa melanomom, kao i1 kod nekih pacijenata sa gastricnim
karcinomima. Dodatno, mutacije gena za HDAC2 su identifikovane u odredenim oblicima humanih
epitelnih karcinoma [58,60].

Sve prethodno navedene kompleksne regulatorne mreze naglasavaju kljuénu ulogu HDAC u brojnim
procesima koji doprinose tumorogenezi i1 progresiji tumora kao Sto su regulacija Celijskog ciklusa,
apoptoza, reparacija DNK, motilitet tumorskih ¢elija, angiogeneza i autofagija. Ovakvi uvidi pruzaju
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snazan nau¢ni osnov za razvoj terapijskih strategija zasnovanih na inhibiciji HDAC sa ciljem modulacije
ovih kriti¢nih procesa u tretmanu razlic¢itih malignih oboljenja.

1.3.3. HDAC Inhibitori: dizajn farmakofore i pregled registrovanih lijekova

Koje strukturne karakteristike HDAC inhibitor mora posjedovati kako bi omogucio efikasnu
inhibiciju histon-deacetilaza?

Farmakofora inhibitora histon deacetilaza (HDAC1) se zasniva na prisustvu tri klju¢na elementa prema
klasi¢cnom farmakofornom modelu: grupe za vezivanje cinka (Zinc-Binding Group, ZBG), CAP grupe
i linkera (Slika 4-1A) [44]. ZBG predstavlja kriticnu komponentu farmakofore. Ulogu ZBG mogu
obavljati razli¢ite hemijske grupe poput hidroksamskih kiselina, 2-aminobenzamida, tiola i karboksilnih
kiselina. ZBG omogucava koordinaciju jona cinka u katalitickom domenu veéine enzima. Ovaj korak je
kriti€an 1 kljuan za inhibiciju HDAC enzimske aktivnosti. CAP grupa, s druge strane, ostvaruje
interakciju sa povr§inom enzima ili aminokiselinskim ostacima u blizini spoljnog domena aktivnog
mjesta, ¢ime doprinosi afinitetu i selektivnosti inhibitora. Strukturne modifikacije CAP grupe dokazano
povecavaju selektivnost HDAC inhibitora prema ciljanim izoformama [47]. Linker povezuje ZBG i CAP
grupu omogucavajuéi njihovu optimalnu orijentaciju u aktivnom mjestu enzima.
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Slika 4. 1) Sematski prikaz tradicionalnog (lijevo) i prosirenog farmakofornog modela (desno) HDAC
inhibitora; 2) Prikaz struktura registrovanih HDAC inhibitora; 3) Sematski prikaz strukture HDACG6 sa
obiljezenim specifi¢nostima u odnosu na ostale HDAC izoforme.
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Iako je klasi¢ni farmakoforni model uspjesno opisao strukturu ve¢ine HDAC inhibitora, otkriveni su novi
inhibitori ¢ije strukture ovaj model ne moze adekvatno objasniti. Kako bi se obuhvatile slozenije
interakcije, Melesina J. 1 saradnici su predlozili prosireni farmakoforni model koji ukljucuje dodatne
komponente za precizniju karakterizaciju HDAC inhibitora (Slika 4-1B) [63]. ProSireni farmakoforni
model ukljucuje tri dodatne grupe, pored prethodno opisanih segmenata tradicionalnog modela, koje
ostvaruju interakcije sa specificnim podstrukturama unutar enzima:

1. SP grupa (the side-pocket-targeting group, grupa za interakciju sa bo¢nim dzepom)
2. LP grupa (the lower-pocket-targeting group, grupa za interakciju sa donjim dzepom)

3. FP grupa (the foot-pocket-targeting group, grupa za interakciju sa dzepom stopala) (Slika 4-1)
[63].

Do danas je pet pan-HDAC inhibitora odobreno za primjenu u terapiji hematoloSkih maligniteta:
vorinostat (poznat i kao SAHA), belinostat, panobinostat, tucidinostat i romidepsin (Slika 4-2) [64—68].
Vorinostat je odobren za tretman koznog T-Celijskog limfoma (CTCL), belinostat i tucidinostat za
periferni T-¢elijski limfom (PTCL), panobinostat za multipli mijelom, dok je romidepsin odobren za
lijecenje oba tipa limfoma, CTCL 1 PTCL. U kontekstu solidnih tumora, pan-HDAC inhibitori su
pokazali ograni¢enu efikasnost u klinickim ispitivanjima kada su primjenjeni kao monoterapija, dok je
kombinovana terapija ispoljila bolju efikasnost [69]. Dodatno, toksi¢nost i nuspojave povezane sa
upotrebom neselektivnih HDAC inhibitora su znacajno ogranicile njihovu Siru klini¢ku primjenu. Kako
bi se poboljsala efikasnost i unaprijedio bezbjednosni profil, danaSnja istrazivanja su se fokusirala na
razvoj strategija koje povezuju vise molekulskih puteva (multitarget pristup), kao i na otkrice HDAC
inhibitora selektivnih za jednu HDAC izoformu [70-72].

1.4. HDACG6: Perspektivan target za razvoj selektivnih HDAC inhibitora

HDACS6 se istic¢e kao potencijalni target u dizajnu 1 sintezi selektivnih HDAC inhibitora zahvaljujuci
svojoj jedinstvenoj strukturi, bioloSkoj ulozi, specificnoj lokalizaciji i ulogama u tumorogenezi i
progresiji tumora. Dodatno, in vivo studije sprovedene na miSevima su pokazale da HDAC6-deficijentni
miSevi (dobijeni primjenom knock-out pristupa) preZivljavaju bez uocenih negativnih posljedica, Sto
snazno ukazuje na to da HDAC6 nije neophodna za normalan razvoj [73—75]. Ovi rezultati sugeriSu da
inhibicija HDACG6 u zdravim tkivima ne bi trebalo znacajno da ugrozi bezbjednosni profil terapije ¢ime
se dodatno podvlaci potencijal HDACG6 u razvoju antitumorskih strategija.

1.4.1. Jedinstvena strukturna specificnost HDAC6 izoforme

HDACS6 se izdvaja medu ostalim HDAC izoformama prvenstveno svojom jedinstvenom strukturom koja
predstavlja znacajan potencijal za razvoj selektivnih HDAC6 inhibitora (Slika 4-3). Za razliku od drugih
HDAC izoformi, HDAC6 sadrzi dva kataliticka domena (CD1 1 CD2), a njena struktura ukljucuje 1
domen cinkovog prsta homologan proteazama specifiénim za ubikvitin, §to omogucava vezivanje
slobodnog ubikvitina (ubikvitin-vezuju¢i domen) (Slika 4-3) [76,77]. Kataliticki domeni HDAC6 imaju
razliite specifi¢nosti prema supstratima. Dok CD1 pokazuje visoku specifi¢nost prema supstratima sa
C-terminalnim acetil-lizinskim ostacima (egzogeni acetil-lizinski peptidni supstrati), CD2 posjeduje Siru
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specificnost, ukljuc¢uju¢i egzogene 1 endogene acetil-lizinske peptidne supstrate [77]. Istrazivanje koje
su sproveli Hai Y. i Christianson D. je pokazalo da mutacija u CD2, ali ne i u CD1 domenu, smanjuje
kataliticku aktivnost HDAC6 za vise od 400 puta, Sto ukazuje na klju¢nu ulogu CD2 u ukupnoj
katalitickoj aktivnosti HDAC6 [77]. Zahvaljujuéi rezultatima ove studije moze se zakljuciti da bi
strategije razvoja novih selektivnih HDAC6 inhibitora trebalo da se fokusiraju na interakcije i modalitete
vezivanja za CD2.

U kontekstu selektivnosti inhibitora ka HDAC6 u odnosu na ostale HDAC izoforme, prethodne studije
su pokazale da interakcije izmedu CAP grupe neselektivnih HDAC inhibitora 1 aminokiselinskih ostataka
H463 1 P464 u L1 petlji imaju vecu vaznost za vezivanje jedinjenja za HDAC1, HDAC2 i HDAC3 nego
za HDACG. Pored toga, identifikovan je ostatak S531, koji je dio L2 petlje, kao kljucna aminokiselina
za prepoznavanje o-tubulina (Slika 4-3) [76]. Ove razlike u vezivanju ukazuju na specificne strukturne
elemente HDAC6 koje bi trebalo razmotriti pri razvoju novih selektivnih inhibitora ove izoforme [77].

1.4.2. Bioloska specificnost HDACG6 i njena povezanost sa tumorom

1.4.2.1.  Uloga HDAC6 u motilitetu tumorskih celija

Jedna od prvih istrazenih uloga HDACS6 je bila njen uticaj na motilitet tumorskih ¢elija, koji proizilazi iz
klju¢ne funkcije ovog enzima u regulaciji acetilacije nehistonskih proteina, uklju¢ujuéi a-tubulin i
kortaktin preko kojih HDAC6 posreduje u tubulin- i aktin- zavisnom motilitetu (Slika 5).

1) o-tubulin i tubulin-zavisni motilitet: o-tubulin je prvi identifikovani fizioloski supstrat HDAC6.
On ¢ini osnovni dio mikrotubula koje igraju dominantnu ulogu u regulaciji pokretljivosti Celija,
ukljucujuéi 1 tumorske celije [48]. Stabilnost mikrotubula zavisi od ravnoteze u acetilovanju o-
tubulina, koju koordiniraju a-tubulin-acetil-transferaza i deacetilaze HDAC6 1 SIRT2. Prekomjerna
ekspresija HDAC6 dovodi do povecanog deacetilovanja a-tubulina $to uzrokuje depolimerizaciju 1
nestabilnost mikrotubula i pogoduje pokretljivosti tumorskih ¢elija (Slika 5) [74].

2) Kortaktin i aktin-zavisni motilitet: Osim mikrotubula, HDAC6 utice 1 na aktinski citoskelet, takode
znacajan za motilitet tumorskih ¢elija. HDAC6 u saradnji s acetil-transferaznim faktorom p300/CBP
(PCAF) regulise acetilaciju kortaktina, proteina uklju¢enog u polimerizaciju aktina (Slika 5).
Prekomjerna ekspresija HDAC6 vodi ka deacetilaciji kortaktina, ¢ime se povecava njegov afinitet
vezivanja F-aktina, Sto rezultira ubrzanom polimerizacijom aktinskih filamenata i pove¢anom
pokretljivos¢u celija [78]. Pored direktnog uticaja na tumorske ¢elije HDAC6, putem kortaktina,
reguliSe motilitet 1 endotelnih ¢elija promovisuéi proces angiogeneze [79].
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angiogeneza, proliferacija, motilitet i apoptoza. Created in https://BioRender.com
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1.4.2.2.  Uloga HDACG6 u apoptozi tumorskih celija

HDAC6 ima bitnu ulogu u regulaciji programirane ¢elijske smrti (apoptoze) putem modulacije acetilacije
nehistonskih proteina kao $to su Ku-70 i survivin (Slika 5).

1)

2)

Ku-70: DNK-reparativni protein koji u deacetilovanom stanju inhibira apoptozu vezivanjem
proapoptotskog Bax-proteina, ¢cime sprecava njegovu ulogu u poremecaju mitohondrijske membrane
1 oslobadanju proapoptotskih faktora. Acetilacija Ku-70, katalizovana acetil-transferazama poput
CREB-vezujuceg proteina (CBP), inhibira njegovo vezivanje za Bax, omogucavaju¢i Bax-u da
pokrene apoptozu kroz oslobadanje citohroma C 1 aktivacijom efektorskih kaspaza. Povecana
ekspresija HDAC6 dovodi do deacetilacije Ku-70, povecavajuci njegovu sposobnost vezivanja Bax-
proteina §to rezultira izostankom apoptoze [51]. Pored toga, deacetilovani Ku-70 se vezuje za FLIP
(FLICE-inhibitorni protein), stabilizuju¢i ga 1 sprecavajuci njegovu degradaciju. Gradenjem Ku70-
FLIP kompleksa se spreava aktivacija kljucnih efektorskih kaspaza, poput kaspaze 8, ¢ime se
dodatno obezbjeduje prezivljavanje tumorskih ¢éelija [80].

Survivin: Clan porodice inhibitora apoptoze (IAP), kljuéan za stabilizaciju mikrotubula i spre¢avanje
aktivacije kaspaza. HDAC6 ulazi u jedro zahvaljuju¢i histon acetil-trasferaznom proteinu - CBP gdje
deacetilovanjem survivina stimuliSe njegovu translokaciju iz jedra u citoplazmu. Survivin na nivou
citoplazme inhibira kaspaze i1 otezava indukciju apoptoze [81]. Dodatno, survivin ima ulogu i u
¢elijskom ciklusu tumorskih ¢elija i angiogenezi.

1.4.2.3.  Uloga HDACG6 u proliferaciji i rastu tumorskih celija

HDACG6 doprinosi proliferaciji ¢elija 1 rastu tumora putem vise mehanizama reguliSuci funkcije brojnih
supstrata (Slika 5). Njena uloga u signalnim putevima kljuénim za kontrolu celijskog ciklusa 1
preZivljavanje tumorskih ¢elija moZe se sumirati kroz sljedece mehanizme:

1) PI3K-AKkt signalni put:

o Djelovanje pomoéu HSP90: HDAC6 posreduje deacetilaciji HSP90 ¢ime se olakSava
interakcija izmedu HSP90 1 Akt proteina. Ova interakcija stabilizuje Akt i omogucava
njegovu dalju fosforilaciju 1 aktivaciju PI3K-Akt signalnog puta Sto promovise celijsku
proliferaciju i preZivljavanje [82].

o Djelovanje kroz HDAC6-PP1 kompleks: Aktivacija Akt-a se moZe inhibirati primjenom
HDACG6 inhibitora koji sprecava formiranje kompleksa izmedu HDAC6 1 protein-
fosfataze 1 (PP1). U odsustvu ovog kompleksa, PP1 ostaje slobodna da interaguje sa Akt
vrseci njegovu defosforilaciju, ¢ime se Akt inaktivira, a proliferacija tumorskih celija
smanjuje [83].

2) MAPK (mitogenom aktivirana protein kinasa, mitogen activated protein kinases)/ERK signalni
put: Prekomjerna ekspresija HDAC6 je povezana sa aktivacijom MAPK/ERK puta u odredenim
vrstama tumora. Aktivacija ovog puta dovodi do povecane transkripcije gena ukljucenih u
proliferaciju i ¢elijsku diferencijaciju ¢ime se promoviSe nekontrolisana proliferacija tumorskih
¢elija [84].
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3) Regulacija putem o-tubulina: HDAC6 deacetilacijom o-tubulina se omogucava formiranje
kompleksa izmedu CYLD (ubikvitin-specificne proteaze) i Bcl3 proteina [85,86]. Na taj nacin se
Bcl3 translocira u jedro gdje doprinosi aktivaciji transkripcionog nuklearnog faktora NF-«kB.
Aktivirani NF-kB stimuliSe transkripciju gena za ciklin D1 koji je jedan od bitnih regulatora
prelaska cCelija iz G1 u S fazu celijskog ciklusa, ¢ime se dodatno promovise proliferacija
tumorskih ¢elija [86].

1.4.2.4.  Uloga HDAC6 u angiogenezi

Angiogeneza je dinamiCan proces koji zavisi od balansa proangiogenih i antiangiogenih faktora.
Proangiogeni faktori poput VEGF, interleukina-8 (IL-8) 1 faktora rasta fibroblasta (FGF), imaju klju¢nu
ulogu u inicijaciji 1 progresiji angiogeneze. Stromalne ¢elije tumorskog mikrookruzenja, ukljucujuci
makrofage 1 fibroblaste, dodatno pojacavaju angiogene signale sekrecijom citokina i faktora rasta
sinergisticki djelujudi sa proangiogenim signalima tumorskih ¢elija.

HDACG6 ima ulogu u stimulaciji procesa angiogeneze, $to je jedan od kriticnih koraka u rastu i progresiji
tumora. Njeno djelovanje se ostvaruje prvenstveno preko dva kljuéna supstrata: hipoksijom
inducibilnog faktora 1o (HIF-1a) i HSP90 proteina (Slika 5).

1. HIF-1a: HDACS6 se vezuje za HIF-1a uticu¢i na njegovu stabilnost i transkripcionu aktivnost. U
hipoksi¢nim uslovima, koji ¢esto dominiraju u tumorskom mikrookruzenju, HIF-1a aktivira
ekspresiju gena odgovornih za adaptaciju ¢elija na smanjenu koncentraciju kiseonika. Jedan od
kljucnih targeta HIF-la je vaskularni endotelni faktor rasta A (VEGF-A) koji promovise
formiranje novih krvnih sudova potrebnih za snabdijevanje tumorskih c¢elija hranljivim
materijama 1 kiseonikom. Pored indirektnog djelovanja na VEGF-A preko HIF-1a, HDAC6
direktno podstice sintezu VEGF-A intenziviraju¢i angiogenezu [87].

2. HSPI90i aktivacija VEGF-A receptora: Deacetilacija HSP90 katalizovana HDAC6 omogucava
efikasnije vezivanje ovog proteina za VEGF-A, ¢ime se stabilizuje interakcija VEGF-A sa
njegovim receptorima VEGFR-1 ili VEGFR-2 na povrsini endotelnih ¢elija [88]. Aktivacija ovih
receptora pokrece niz signalnih puteva, ukljucujué¢i PI3K/Akt i MAPK/ERK puteve, koji podsticu
proliferaciju 1 migraciju endotelnih ¢elija, kao 1 stvaranje novih krvnih sudova [84,89].

Pored direktnog djelovanja na HIF-1a 1 HSP90, HDAC6 takode moZe indirektno doprinijeti angiogenezi
modulacijom citoskeletnih elemenata i pokretljivosti ¢elija §to olakSava stvaranje vaskularnih struktura.
Aktivnost HDAC6 koja doprinosi angiogenezi, ne samo da podstice rast tumora, ve¢ igra i klju¢nu ulogu
u razvoju rezistencije na terapiju, jer novostvoreni krvni sudovi omogucavaju evakuaciju toksi¢nih
supstanci 1 efikasniju ishranu tumorskih ¢elija.

1.4.2.5.  Uloga HDACG6 u tumorskom imunitetu

Prethodna istraZivanja su pokazala da HDAC inhibicija dovodi do povecéane ekspresije PD-L1 u ¢elijama
trostruko negativnog karcinoma dojke (#riple-negative breast cancer, TNBC) dok takav efekat nije
zabiljezen u tumorskim ¢elijama koje eksprimiraju estrogenske i/ili progesteronske receptore [90]. Ovo
ukazuje na specifican epigenetski odgovor TNBC podtipa na HDAC inhibiciju. PD-L1, kada se veze za
svoj receptor PD-1 na aktiviranim T-limfocitima, dovodi do inhibicije proliferacije, prezivljavanja i
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efektorskih funkcija ovih celija, ukljuuju¢i smanjenu sekreciju proinflamatornih citokina 1
citotoksi¢nost [91]. Ova imunoinhibitorna signalizacija predstavlja kljuéni mehanizam kojim tumorske
¢elije izbjegavaju imunsku eliminaciju, ¢ime se omogucava njihov dalji rast i progresija. Osim toga,
aktivacija PD-1/PD-L1 puta doprinosi povecanoj rezistenciji tumora na djelovanje citotoksi¢nih T-
limfocita (CTL), posebno u mikrookruzenju tumora koje je ve¢ imunoloski kompromitovano [92].

Uzimajuéi u obzir ove rezultate, terapijska blokada PD-1/PD-L1 interakcije predstavlja obecavajuci
pristup za reaktivaciju antitumorskog imunskog odgovora. Imunoterapija temeljena na inhibitorima
imunoloskih kontrolnih ta¢aka (immune checkpoint blocators, ICBs), posebno PD-1/PD-L1 blokatorima,
ve¢ je pokazala klini¢ku efikasnost u brojnim malignitetima, ukljucujuci i podgrupu pacijenata sa TNBC
[93]. Medutim, odgovori su Cesto ograniCeni, a rezistencija na terapiju predstavlja znacajan izazov.
Kombinovane terapije, poput kombinacije HDAC inhibitora sa PD-1/PD-L1 blokatorima, se sve vise
istrazuju kao strategija za pojacavanje imunoterapijskog odgovora i efikasnosti PD-1/PD-L1 blokatora
[90]. Neka istrazivanja su pokazala da HDAC6 inhibitori ne samo da uticu na ekspresiju PD-L1, ve¢ i
povecavaju infiltraciju efektorskih T-Celija [94]. Dodatno, odredene studije su pokazale da pretretman sa
selektivnim HDACG6 inhibitorima moze poboljsati efikasnost i prevenirati rezistenciju na ICB
zahvaljuju¢i neposrednom uticaju koji HDACG6 ibhibitori ostvaruju po tumorsko mikrookruzenje
ukljucujuéi povecane ekspresije nekih adhezionih molekula poput E-kadherina (E-cadherin) i smanjenu
infiltraciju imunosupresivnih ¢elija [95]. Sinergija izmedu HDACG6 inhibitora 1 PD-1/PD-L1 blokatora
moze rezultirati povec¢anjem efikasnosti imunoterapije $to otvara nove mogucnosti za personalizovani
terapijski pristup pacijentima sa TNBC, koji trenutno imaju ograni¢en broj ciljanih terapijskih opcija.

Zakljucno, ukoliko se tumorske éelije i ¢elije tumorskog mikrookruZenja posmatraju kao orkestar,
HDACG6 predstavlja dirigenta koji precizno upravlja njihovim pokretima, proliferacijom, rastom
i prezivljavanjem. Kao jedan od bitnih regulatora malignog ponasanja tumorskih ¢elija, HDACG6 je
prepoznata kao obecavajuci terapijski ciljni molekul. Njena inhibicija nosi znacajan potencijal u
smanjenju proliferacije, migracije, invazije i metastaziranja tumorskih ¢elija, kao i neoangiogeneze i rasta
tumora.

1.4.3. Selektivni HDAC6 inhibitori: farmakofora, predstavnici 1 izazovi koji su podstakli
inovativna rjeSenja

Strukture selektivnih HDAC6 inhibitora se mogu predstaviti pomocu tradicionalnog 1 proSirenog
farmakofornog modela koji su prethodno opisani u Poglavlju 1.3.3. Do danas, nijedan selektivni HDAC6
inhibitor nije odobren za rutinsku klinicku primjenu, ali su neki od njih u fazi klinickih ispitivanja,
ukljucujuéi rikolinostat (ACY-1215), citarinostat (ACY-241) 1 KA2507 (Slika 6) [96—99]. Ovi inhibitori
se istrazuju kao potencijalna terapija za Sirok spektar malignih oboljenja poput relapsirajuc¢ih ili
refraktornih limfoidnih maligniteta, metastatskog karcinoma dojke, melanoma i nemikrocelularnog
karcinoma pluca.
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Slika 6. Pregled struktura selektivnih HDACG6 inhibitora koji su u klini¢kim ispitivanjima.

lako su selektivni HDACG6 inhibitori razvijeni 1 predstavljaju obecavajuci pristup u terapiji tumora,
njihova primjena u klini¢kim ispitivanjima je pokazala ograni¢en uspijeh kada se koriste kao
monoterapija. Glavni izazov u njihovoj primjeni je potreba za visokim koncentracijama lijeka kako bi se
postigla zadovoljavajuca antitumorska aktivnost [100]. NaZalost, visoke koncentracije ¢esto naruSavaju
selektivnost prema HDAC6 §to povecava rizik od vezivanja HDAC61 (inhibitora histon deacetilaze 6) za
druge HDAC izoforme i nezeljene efekte.

Suoceni sa ovim izazovima, savremeni pravci istrazivanja su fokusirani na unapredenje efikasnosti
selektivnih HDACG6 inhibitora uz istovremeno smanjenje rizika od toksi¢nosti. Jedna od klju¢nih
strategija se zasniva na identifikaciji ciljnih mjesta ¢ija simultana inhibicija sa HDAC6 dovodi do
aditivnih ili sinergistickih efekata §to otvara put razvoju liganada sa viSestrukim dejstvom [101]. Ovi
inovativni molekuli, omogucavaju istovremenu inhibiciju HDAC6 i drugih ciljnih mjesta, pa tako mogu
doprinijeti zna¢ajnom poboljSanju terapijskog ucinka. Primjena liganada sa visestrukim dejstvom ne
samo da omogucava bolju efikasnost pri nizim dozama lijeka, ve¢ i smanjuje rizik od nezeljenih efekata
povecavajuci ukupnu podnosljivost terapije kod pacijenata. Ovakav pristup predstavlja znacajan korak
naprijed u optimizaciji terapijskih strategija i upotrebi HDACG6 inhibitora u terapiji tumora.
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1.4.4. Dualni HDACG6 inhibitori: strukturna raznolikost 1 terapijski potencijal

U sljedecoj tabeli (Tabela 1) se nalazi prikaz do sada otkrivenih HDAC6 inhibitora sa viSestrukim ciljnim
mjestom dejstva. Prvenstveno su prikazani dualni HDAC6 inhibitori koji simultano inhibiraju HDACS6 i
jedan od sljedecih proteina: fosfatidilinozitol-3’-kinaze (phosphoinositide 3-kinases, PI3K), mTOR
(mammalian target of rapamycin) kinaze, proteine koji sadrze bromo-domen 4 (bromodomain-
containing 4, BRD4), androgene receptore (AR), HSP90, a-tubulin, lizin-specificnu demetilazu 1 (lysine-
specific demethylase 1, LSDI), p21 aktivirane kinaze (p-21 activated kinase, PAK1), fokalnu adhezionu
kinazu (focal adhesion kinase, FAK), kao 1 histon deacetilaze 1 (HDACI), 3 (HDAC3) i 8 (HDACS).
Glavni razlozi za racionalni dizajn liganada sa viSestrukim dejstvom koji pored aktivnosti na HDAC6
moduliraju i jedan od prethodno navedenih ciljnih mjesta su:

1. Sinergisticki efekti HDAC6 inhibitora u kombinaciji sa PI3K, FAK inhibitorima, kao i
stabilizatorima mikrotubula koji su dokazani u in vitro 1/ili in vivo studijama [102—104].

2. Smanjenje efikasnosti mTOR inhibitora i BRD4 inhibitora kada se koriste kao monoterapija,
uslijed pove¢ane HDAC aktivnosti [105,106].

3. Povecanje aktivnosti AR 1 HSP90 uslijed prekomjerne ekspresije HDAC6 [107,108].

4. Istovremeno dejstvo na nehistonske proteine koje se postize inhibicijom HDAC1, HDACS3,
HDACS, LSD1 i HDAC6 moze rezultirati sinergistickim efektima na razli¢itim tumorskim
¢elijskim linijama [61,109-113].

Svi inhibitori predstavljeni u Tabeli 1 su selektivni za HDAC6 izoformu u poredenju sa ostalim histon
deacetilazama. Dizajn 1 klju¢ne interakcije svakog od predstavljenih dualnih HDACG6 inhibitora su
detaljno objaSnjene u okviru revijskog rada Targeting Histone Deacetylase 6 in Dual-Target Therapy of
Cancer [101].
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Tabela 1. Prikaz struktura, aktivnosti i razloga za racionalni dizajn dualnih HDAC6 inhibitora

Struktura/PubChem ID: Ciljna Opravdanost Dizajn ICso values Ref.
mjesta za dizajn farmakofore
dualnih
inhibitora
HN .OH  HDACe6/ Sinergizam Djelimicno 15,3 nM [114]
PI3Ka izmedu spojena (HDAC6)
HDACiPI3K  farmakofora 46,3 nM
o inhibitora, (PI3Ka)
pokazan u
| prethodnim in
_N vitro
O HN™ studijama, je
N doveo do ideje
\ za multi-target
N _N pristupom
PubChem CID: 168289467 (jedinjenje 1)
HDAC6/ Djelimicno 26 nM [115]
PI3Ka spojena (HDAC6)
farmakofora 2,9 nM
/>N (PI3Ka)
Sl o O¢
H
O\ HN-QH
NH2
jedinjenje 2
HDAC6/ Djelimicno 2,3 nM [116]
NG o) PI3K3 spojena (PI3K9)
N OH farmakofora 13 nM
HoN \%\( A N~ (HDACS6)
\ N \ s H
N 4
N Q( N
(o)
NH,
Cl
PubChem CID: 168298545 (jedinjenje 3)
| HDAC6/ Inhibicja Potpuno 56 nM [117]
N mTOR  mTOR dovodi  preklopljena (HDAC6)
[ j do farmakofora 133,7nM
deacetilovanja (mTOR)
N histonskih
N proteina H3 i
N H4, sto moze
_ rezultirati
Cl N negativnim
H efektima
~OH selektivnih
0 mTOR
PubChem CID: 163322242 (jedinjenje 4) inf[li%i;)fa
HDAC6/ Djelimicno 17,2 nM [118]
PH BRD4 Inhibicija spojena (HDAC®6)
BRD4 dovodi  farmakofora 1,2 uM
do poveéane (BRD4)
HDAC6

ekspresije §to
moze smanjiti
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PubChem CID: 155431228 (jedinjenje 5) efikasnost
BRD4
inhibitora
[106]
Cl)H HDAC6/  HSP90 igra Potpuno 0,98 uM [120]
0 NH AR bitnuuloguu  preklopljena HDAC6
aktivaciji farmakofora 0,63 uM
F androgenih AR
receptora,
HDACS6 utice
na aktivnost
N HSP90, i tako
SY indirektno i na
F F N aktivnost AR
[107,119]
F (0]
NC
PubChem CID: 146434737 (jedinjenje 6)
H Q HDACS/ HDAC6 Djelimicno 1,15 nM [121]
NM,«OH HSP90 regulisuci spojena (HDACS)
HO 0 H nivo farmakofora 46,3 nM
N deacetilovanja (HSP90)
HSP90 utice
HO na njegovu
aktivnost,
PubChem CID: 145985243 (jedinjenje 7) stabilnost, kao
i na vezivanje
za efektorske
molekule
[108]
OH HDACS/ Djelimicno 4,32 nM [122]
HSP90 spojena (HDAC6)
farmakofora 46,8 nM
. H M H OH (HSP90)
HO A \©:/\N
O @] o)
n=8
PubChem CID: 145984665 (jedinjenje 8)
0] HDACS6/ Djelimicno 4,56 nM [123]
_OH HSP90 spojena (HDAC6)
N farmakofora 52 nM
H (HSP90)

O N
w L L
O

PubChem CID: 167505967 (jedinjenje 9)
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o~ HDAC6/ HDAC6 Djelimicno 645nM  [124]

| tubulin  kontrolide spojena (HDAC6)
0 dinamiku farmakofora
o) mikrotubula
O/ deacetilacijom
o-tubulina
O A (HDACSi +
inhibitori
0] N tubulina

| ispoljavaju
H sinergisteki
N “OH efekat)

O
PubChem CID: 137654946 (jedinjenje 10)

HDAC6/ Djelimicno  27535nM  [125]

/
0 O— tubulin spojena (HDAC®6)
farmakofora
{ o
O
(0]
g
N 0
Ox=q _ |
=0

<d

H
Ho-N
N
(0]
PubChem CID: 137645287 (jedinjenje 11)
0 HDACS6/ Djelimicno preostala [126]
O\/\)J\N/OH tubulin spojena HDAC6
H farmakkofora aktivnosti
pri
koncentracij
120 uM je

iznosila 3%

HDAC6/ Djelimicno 17 nM [127]
tubulin spojena (HDAC6)
H farmakofora
N
O
PubChem CID: 122550211 (jedinjenje 13)
HDAC6/ LSD1 i Potpuno 48 nM [128]
) LSD1 HDACsudio  preklopljena (HDAC®6)
CoREST farmakofora 6 nM
AN~ o kompleksa, (LSD1)
koji je
PubChem CID: 132138171 (jedinjenje 14) povezan sa
prezivljavanje
mi
proliferacijom

¢elija tumora
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HDAC6/ Potpuno 0,11 uM [129]

LSD1 preklopljena (HDAC6)
farmakofora 0,54 uM
(LSD1)
N /\G
H
N
_OH
0O N
H
PubChem CID: 132118589 (jedinjenje 15)
HDAC6/ Zajednicki Potpuno 16,15 nM [130]
HDACI1 supstrati preklopljena (HDAC6)
HDAC1 i farmakofora 31,1 nM
HDAC6 (HDAC1)
(nehistonski
proteini)
poput tumor
supresorskog
proteina p53
HDAC6/ HDACI i Potpuno 2,46 nM [131]
HDAC1  HDAC6ulaze  preklopljena (HDAC6)
u sastav farmakofora 19,4 nM
CoREST (HDAC1)
compleksa
HN
OH
PubChem CID: 49847150 (jedinjenje 17)
/ HDAC6/ Utisavanje Potpuno 2,6 nM [132]
HDACI1 HDACI1 i preklopljena (HDAC6)
HDAC6 farmakofora 4,1 nM
pojacava (HDACT1)
apoptozu
¢elija akutne
mijeloidne
leukemije
(AML)
indukovanu
citarabinom
o HDAC6/ Potpuno 13 nM [133]
HDACI preklopljena (HDAC6)
farmakofora 27 aM
(HDAC1)
HO(
N
PubChem CID: 155515836 (jedinjenje 19)
HDAC6/ Potpuno 7,6 nM [134]
O HDACI1 preklopljena (HDAC®6)
AN farmakofora 29 nM
\ - (HDAC1)
O O
/ N \
NH
3 HN—OH
jedinjenje 20
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o HDACS6/ Potpuno 3,1 nM [135]
HDACI1 preklopljena (HDAC6)
farmakofora 1,3nM
(HDAC1)
HO~NH
o)\\\\©\ \ O
N
H
jedinjenje 21
HDAC6/ HDAC3 Djelimicno 34 nM [136]
™o | HDAC3 djeluje na spojena (HDAC6)
S supstrate farmakofora 2,6 nM
O/H \ nehistonskog (HDAC3)
| tipa kao §to su
N N.__N
e NF-kB
HN\©\ o protein, RelA,
NMH\OH P53, survivin
o H 5 — sinergisticki
PubChem CID: 155556138 (jedinjenje 22) efekti sa
HDAC6i
preklopljena
N N-OT HDACH farmakofora 21 M
H H HDACS (HDACO6) [137]
37 nM
PubChem CID: 71681069 (jedinjenje 23) (HDACS)
) HDAC6/ HDACS Potpuno 97 nM [138]
_OH HDACS djeluje na preklopljena (HDAC6)
o ” supstrate farmakofora 54 nM
_N nehistonskog (HDACS)
'I‘ = tipa poput:
~ kortaktin, a-
’Tj tubulin, p53,
C e . ERRa-
PubChem CID: 154487896 (jedinjenje 24) . et
sinergisticki
efekti,sa
HDAC6i
2 otpuno n
o N | HDAC6/ P 50 nM [139]
» HDACS preklopljena (HDAC6)
HO\H)m““ """ HN\WN\ X farmakofora 80 nM
N (HDACS)
PubChem CID: 92045024 (jedinjenje 25)
H 0o HDAC6/ Potpuno 48 nM [140]
N _OH HDACS preklopljena (HDAC®6)
: H farmakofora 27 nM
o) 2 (HDACS)

Cr

PubChem CID: 134283800 (jedinjenje 26)
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HDAC6/ Potpuno 21 nM [141]

HDACS preklopljena (HDAC6)
", o farmakofora 42 nM
N N’OH (HDACS)
H
S Owr“ N
O
PubChem CID: 168282542 (jedinjenje 27)
HDAC6/ Inhibicija Djelimicno 38,23 nM [142]
PAK1 HDACG6 i spojena (HDAC6)

PAK1 moze farmakofora 13,62 nM
m/ W imati snazne (PAK1)
N implikacije za
o} lijecenje
| N \w oF ~ tumora
1stovremenim
0 djelovanjem
Cl na onkogene
PubChem CID: 168510343 (jedinjenje 28) metabolicke
puteve i
epigenetske
modifikacije
o MH HDAC Sinergizam Djelimicno 16 nM [143]
H H /FAK izmedu spojena (HDAC®6)
&N ;@YNO o " HDACiFAK  farmakofora 132 nM
N s inhibitora je (FAK)
H o dokazan u in
jedinjenje 29 vitro 1 in vivo
studijama

1.5. Validacija nove multi-target HDAC strategije

Na osnovu rezultata in vitro 1 in silico studije sprovedene od strane Djokovic N. 1 saradnika, postavljeni
su temelji za razvoj inovativne strategije dizajna liganada sa viSestrukim dejstvom sposobnih za
istovremenu inhibiciju HDAC i Rho-vezane kinaze (rho-associated coiled-coil kinases, ROCK) enzima
[72]. HDAC/ROCK dualni inhibitori do danas nisu opisani u literaturi.

Cilj studije Djokovic N. i saradnika je bio identifikacija novih terapijskih ciljnih mjesta, ¢ija bi
istovremena inhibicija sa histon deacetilazama mogla dovesti do sinergistickih efekata u antitumorskoj
terapiji duktalnog adenokracinoma pankreasa (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) [72].
Prethodna istrazivanja su pokazala da epigeneticki terapeutici, uklju¢uju¢i HDAC inhibitore, ostvaruju
klinicki znacajne benefite u PDAC, ali iskljuc¢ivo u okviru kombinovane terapije [144].

In silico studija je bila zasnovana na uspostavljanju farmako-transkriptomicke korelacije izmedu bazalne
ekspresije gena i osjetljivosti razlicitih tumorskih ¢elijskih linija pankreasnog porijekla na odabranu
grupu hemioterapeutika. KoriS¢enjem definisanog protokola su formirani transkriptomski otisci
osjetljivosti ili rezistencije za svako bioaktivno jedinjenje, na osnovu kojih su identifikovane potencijalne
sinergisticke kombinacije hemioterapeutika. Validnost ovog pristupa je dodatno potvrdena
identifikacijom ve¢ poznatih kombinacija sa HDAC inhibitorima ¢iji je sinergizam eksperimentalno
dokazan u prethodnim in vitro studijama (postoje ve¢ podaci u literaturi). Ovim pristupom su
identifikovane ROCK kinaze kao klju¢ni terapijski targeti, ¢ija istovremena inhibicija sa HDAC pokazuje
znaCajan sinergisti¢ki efekat 1 antitumorski potencijal. Pored toga, sprovedena je analiza obogacenja
(enrichment analysis) kako bi se identifikovali signalni putevi ¢ija bi istovremena modulacija sa HDAC
mogla rezultirati sinergistickim efektima. Sfingolipidni signalni put je izdvojen kao relevantan za
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ostvarivanje sinergistickih efekata sa HDAC inhibitorima, pri ¢emu su efektorski molekuli ovog puta
upravo ROCK kinaze, §to dodatno potvrduje njihovu ulogu u potencijalno efikasnijem tretmanu PDAC-
a u kombinaciji sa modulacijom aktivnosti histon-deacetilaza [72].

Finalno, sinergisticki efekti izmedu pan-HDAC inhibitora i ROCK inhibitora su eksperimentalno
potvrdeni u istoj studiji korisS¢enjem Chou-Talalay modela na MiaPaCa-2 tumorskoj ¢elijskoj liniji,
¢ime su ovi in silico rezultati dodatno verifikovani 1 pruZena je osnova za dalji razvoj ove strategije u
cilju unapredenja terapijskih pristupa u lijeCenju PDAC-a [72].

U meduvremenu je i studija, publikovana godinu dana kasnije, koju su sproveli Mao i saradnici, pruzila
dokaze o snaznom sinergizmu izmedu HDAC 1 ROCK inhibitora na TNBC ¢elijskim linijama [145]. Ovi
rezultati dodatno podrzavaju koncept razvoja dualnih HDAC/ROCK inhibitora kao potencijalno
efikasnih antineoplasti¢nih agenasa sa moguc¢nosc¢u da unaprijede terapijske ishode kod pacijenata sa
agresivnim malignim oboljenjima poput PDAC i TNBC.

1.6. ROCK kinaze

1.6.1. Struktura, regulacija aktivnosti 1 bioloska funkcija ROCK kinaza

Rho-vezane kinaze (Rho-associated coiled-coil containing kinases, ROCKs) predstavljaju klju¢ne
efektore Rho GTPaza sa centralnom ulogom u regulaciji aktinskog citoskeleta i povezanim celijskim
procesima ukljucujuéi kontrakciju, migraciju, adheziju i proliferaciju ¢elija [146—149]. Ova porodica
serin/treonin kinaza obuhvata dvije izoforme enzima — ROCK1 i ROCK2 — koje dijele visok stepen
sekvencijske 1 strukturne slicnosti: 92% identi¢nosti u kinaznom domenu 1 65% u cjelokupnoj strukturi
[148].

Struktura ROCK kinaza je prikazana Sematski na Slici 7. radi boljeg razumijevanja njihovih klju¢nih
domena 1 funkcionalnih karakteristika. ROCK kinaze se sastoje od nekoliko strukturnih domena koji
odreduju njihovu aktivnost i specificnost prema ciljnim molekulima. Na N-terminalnom kraju se nalazi
kinazni domen odgovoran za kataliticku aktivnost enzima koji je visoko konzervisan izmedu ROCKI 1
ROCK2 (Slika 7). Centralni dio proteina €ini coiled-coil domen, koji predstavlja najvarijabilniji segment
izmedu ove dvije izoforme, sa samo 55% sekvencijske sli¢nosti. U okviru coiled-coil domena smjesten
je Rho-vezujué¢i domen (rh0-binding domain, RBD — Slika 7), klju€an za regulaciju aktivnosti ROCK
enzima posredstvom interakcije sa aktiviranim Rho-GTPazama. Na C-terminalnom kraju se nalazi
plekstrinski homologi domen (pleckstrin homology domain, PH), koji je podijeljen na dva segmenta
cistein-bogatim regionom (cysteine-rich zinc finger-like motif domain, CRD) (Slika 7) [150].
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N-terminalni kraj C-terminalni kraj

76 338 949 1014 1120 1318
— —1354
PH domen

kinazni coiled-coil region
domen

92 354 979 1047 1152 1345
kinazni coiled-coil region PH domen
domen

INAKTIVNA RhoA AKTIVNA
KONFgIg(I\:/IP?CIJA kaspaza 3 > KONFORMACIJA
granzim B ROCK

Slika 7. Sematski prikaz struktura ROCK1 i ROCK2 izoforme; Sematski prikaz Rho-A zavisne i Rho-
A-nezavisne aktivacije ROCK kinaza posredstvom kaspaze 3 i granzima B. Slika je prilagodena prema
referenci [150]. Created in hittps://BioRender.com

Uprkos znacajnim strukturnim sli¢nostima, ROCK1 i ROCK2 pokazuju tkivno-specificnu ekspresiju i
funkcionalnu diferencijaciju. ROCKI je prvenstveno zastupljen u nemisiénim tkivima, dok je ROCK2
specificne uloge ROCK izoformi u fizioloSkim i patoloskim procesima. Medutim, potpuna razjasnjenost
njihovih pojedina¢nih funkcija 1 dalje predstavlja izazov u istrazivanjima [150].

U prirodnim uslovima, ROCK kinaze se nalaze u inaktivnom stanju zahvaljuju¢i autoinhibitornom
mehanizmu u kojem kljuénu ulogu ima C-terminalni region. Ovaj region ostvaruje intramolekulske
interakcije sa kinaznim domenom, stabilizujuc¢i inaktivnu konformaciju proteina i spre¢avajuci njegovu
kataliticku aktivnost (Slika 7) [150]. Klju¢na uloga C-terminalnog regiona u autoinhibiciji je potvrdena
eksperimentalnim studijama koje su pokazale da delecija ovog segmenta rezultira konstitutivnom
aktivacijom ROCK kinaza, nezavisno od interakcije sa regulatornim molekulima poput Rho-GTPaza
[151]. Ovi rezultati ukazuju na to da C-terminalni region osigurava preciznu kontrolu aktivnosti ROCK
kinaza u ¢elijskim signalnim putevima i sprijecava prekomjernu ROCK aktivaciju koja bi mogla dovesti
do patoloskih stanja.
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Aktivacija ROCK kinaza se uglavnom odvija posredstvom Rho-GTPaza (RhoA i RhoB) koje
funkcioniSu kao molekulski prekidaci prelaze¢i izmedu inaktivnog, GDP-vezanog, i aktivnog, GTP-
vezanog stanja (Slika 8) [152]. Ovaj proces je pod kontrolom faktora za razmjenu gvanidinskih
nukleotida (GEFs) koji katalizuju zamjenu GDP-a za GTP omogucéavajuci aktivaciju Rho-GTPaza.
Suprotno tome, proteini koji aktiviraju GTPazu (GAPs) stimuliSu hidrolizu GTP-a u GDP, ¢ime
inhibiraju aktivnost Rho-GTPaza i posredno reguliSu funkciju ROCK kinaza [150,153]. Nakon
aktivacije, Rho-GTPaze interaguju sa Rho-vezuju¢im domenom ROCK kinaza, izazivajuci
konformacijsku promjenu koja prekida autoinhibitorne interakcije izmedu C-terminalnog regiona i
kinaznog domena, tako dovode¢i do aktivacije ROCK enzima (Slika 7) Pored klasicne Rho-zavisne
aktivacije, ROCK kinaze mogu biti aktivirane i nezavisno od Rho-GTPaza. Ovaj alternativni mehanizam
ukljucuje proteoliticko cijepanje autoinhibitorne C-terminalne regije zahvaljujuci proteazama, poput
kaspaze 3 (koja aktivira ROCK1) i granzima B (koji aktivira ROCK?2) (Slike 7,8) [150,153]. Ovaj oblik
aktivacije je posebno znacajan tokom apoptoze gdje dolazi do kljuénih promjena u ¢elijskoj arhitekturi
[154].
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Slika 8. Sematski prikaz aktivacije ROCK kinaza i njihovo djelovanje na kljucne supstrate (LIMK,
MYPTI1, MLC II); Sematski prikaz uticaja ROCK kinaza na procese koji doprinose rastu i progresiji
tumora: neoangiogeneza, proliferacija, apoptoza, motilitet ¢elija. Created in https://BioRender.com
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ROCK enzimi imaju klju¢nu ulogu u regulaciji i stabilizaciji aktinskih filamenata i kontraktilnosti aktin-
miozinskog sistema putem modulacije razli¢itih ciljanih proteina ukljucujuéi laki lanac miozina II
(myosin light chain II, MLC II), subjedinicu miozin fosfataze 1 (Myosin Phosphatase Target Subunit 1,
MYPTI1) i LIM kinaze (Lin-11, Isl-1 i Mec-3 kinases) (Slika 8). Jedan od osnovnih mehanizama
djelovanja ROCK kinaza je inhibicija aktivnosti miozin fosfataze fosforilacijom subjedinice miozin
fosfataze 1 (MYPT1), sto dalje sprijecava defosforilaciju miozina i omoguéava produzenu kontraktilnost.
Istovremeno, ROCK kinaze direktno fosforiliSu laki lanac miozina II Sto dodatno doprinosi njegovoj
aktivaciji. Kombinacija ovih procesa rezultira pojatanim formiranjem aktin-miozinskih filamenata 1
povecanjem kontraktilnosti posredovane miozinom [155]. Osim uticaja na miozin, ROCK kinaze
fosforiliSu i aktiviraju LIM kinaze koje su klju¢ne za regulaciju dinamike aktinskog citoskeleta.
Aktivirane LIM kinaze fosforiliSu kofilin, protein odgovoran za depolimerizaciju aktinskih filamenata,
prevode¢i ga u neaktivno stanje. Kao rezultat, depolimerizacija aktinskih filamenata je znacajno
smanjena Sto doprinosi stabilizaciji aktinske mreze (Slika 8) [156].

Sveukupno, ove promjene indukovane aktivnoSéu ROCK kinaza ukljucuju¢i fosforilaciju MLC II,
inhibiciju MYPT1 i aktivaciju LIM kinaza dovode do reorganizacije aktinskog citoskeleta, pojacane
kontraktilnosti posredovane miozinom i pove¢ane mehanicke sile unutar ¢elije (Slika 8). Ovi procesi
imaju duboke posljedice u fizioloskim i patoloskim stanjima. U kontekstu tumorske biologije, povecana
aktivnost ROCK kinaza doprinosi migraciji ¢elija, invaziji 1 metastazama, a moze igrati ulogu i u
promociji tumorskog rasta 1 proliferaciji tumorskih ¢elija [111]. Zahvaljujuéi svojoj
multifunkcionalnosti, ROCK kinaze su atraktivna ciljna mjesta u istraZivanju terapija maligniteta i drugih
poremecaja povezanih sa citoskeletom.

1.6.2. Uloga ROCK u patogenezi 1 progresiji tumora

1.6.2.1.  ROCK kinaze i tumorogeneza — doprinos proliferaciji i rastu tumora

Brojne studije su potvrdile pozitivnu korelaciju izmedu povecane ekspresije ROCK kinaza i rasta tumora,
prvenstveno zahvaljuju¢i njihovoj ulozi u proliferaciji tumorskih ¢elija 1 indukciji angiogeneze. ROCK
kinaze reguliSu ¢elijsku proliferaciju putem razli¢itih mehanizama (Slika 8), ukljucujuéi:

1. Regulaciju ekspresije proteina ¢elijskog ciklusa: ROCK kinaze pospjesuju ekspresiju kljuénih
regulatora ¢elijskog ciklusa poput ciklina D3 (CCND?3), ciklin-zavisne kinaze 6 (CDKG6) 1 ciklina
D1 (CCND1). Ovi proteini stimuliSu prelazak ¢elija iz G1 u S fazu, $to rezultira intenzivnijom
¢elijskom proliferacijom u sluc¢ajevima prekomjerne ROCK aktivnosti [158].

2. Regulaciju citokineze: ROCK kinaze reguliSu citokinezu u centrozomima putem fosforilacije
proteina ukljucenih u formiranje i1 kontrakciju aktinskog prstena, kao i reorganizacijom aktinskog
citoskeleta. Budu¢i da su centrozomi strukture od znacaja za pravilnu segregaciju hromozoma
tokom celijske deobe, njihova disfunkcija moze izazvati poremecaje segregacije hromozoma $to
dovodi do genomskih nestabilnosti povezanih sa tumorogenezom. Povezanost ROCK signalnog
puta 1 abnormalnosti centrozoma je dokumentovana u sluc¢ajevima atipi¢ne hroni¢ne mijeloidne
leukemije i1 karcinoma dojke, gdje mutacije gena za morgana/CHP1 protein i BRCA2 gena
rezultiraju disregulacijom ROCK2 aktivnosti koja dovodi do genomskih abnormalnosti 1
progresije tumorskih procesa [148,159,160].
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3. Kontrolu aktivnosti onkogena: ROCK kinaze posreduju u fosforilaciji i1 aktivaciji odredenih
onkogena, poput c-Myc Sto dodatno doprinosi proliferaciji tumorskih ¢elija. Prekomjerna
ekspresija c-Myc je povezana sa ubrzanim c¢elijskim ciklusom, smanjenom kontrolom apoptoze 1
transformacijom normalnih ¢elija u maligni fenotip $to je narocito izrazeno kod tumora dojke i
prostate [161,162].

1.6.2.2. RhoA-ROCK signalni put i regulacija angiogeneze

ROCK signalni put znacajno doprinosi rastu tumora regulacijom angiogeneze. Poremecaj regulacije
angiogeneze, ¢esto povezan sa prekomjernom aktivacijom RhoA-ROCK signalnog puta, doprinosi
povecanoj vaskularnoj propustljivosti, nestabilnosti krvnih sudova i ispoljavanju metastatskog
potencijala tumorskih celija [163,164]. Mehanizmi kojima RhoA-ROCK signalni put doprinosi
angiogenezi ukljucuju (Slika 8):

1. Fosforilaciju MYPT-1: Aktivacija ROCK kinaza dovodi do fosforilacije MYPT-1 ¢ime se
povecava kontraktilnost endotelnih ¢elija. Ovo rezultira pove¢anjem propustljivosti vaskularnog
endotela, omogucavajuci migraciju ¢elija i prolazak molekula kroz vaskularnu barijeru.

2. Aktivaciju LIM kinaza i inaktivaciju Kofilina: LIM kinaze, aktivirane ROCK signalnim putem,
fosforiliSu 1 inaktiviraju kofilin, klju¢ni regulator remodelovanja aktinskog citoskeleta. Ovaj
proces omogucava povecanu migraciju endotelnih celija prema ekstracelularnom matriksu
(ECM), §to je kljucno za formiranje novih krvnih sudova.

3. Fosforilaciju i aktivaciju MAPK: ROCK kinaze aktiviraju MAPK koje stimuliSu proliferaciju
endotelnih ¢elija omogucavajuci rast kapilara 1 vaskularizaciju tumora.

RhoA-ROCK signalni put takode stabilizuje novonastale krvne sudove i reguliSe interakcije izmedu
endotelnih ¢elija i pericita, cime omogucava funkcionalnu zrelost vaskularne mreze. Razumijevanje ovih
mehanizama pruza osnovu za razvoj novih terapijskih strategija, ukljucujuci inhibitore ROCK kinaza,
usmjerentih ka smanjenju tumorske vaskularizacije 1 ogranicenju progresije malignih oboljenja.

1.6.2.3.  ROCK kinaze i progresija tumora — uticaj na migraciju i invaziju tumorskih celija

ROCK kinaze imaju centralnu ulogu u procesima migracije i invazije tumorskih ¢elija, koji vode ka
formiranju metastaza, djeluju¢i kroz niz mehanizama (Slika 8), kao Sto su:

1. Formiranje stresnih vlakana i fokalnih adhezija: Stresna vlakna predstavljaju snopove
aktinskih filamenata povezanih sa miozinom koji generiSu kontraktilnu silu neophodnu za
kretanje tumorskih ¢elija. Fokalne adhezije, kao tacke kontakta izmedu ¢elija i ekstracelularnog
matriksa (ECM), omogucavaju prenos ovih sila na ECM, ¢ime se ¢elijama omoguc¢ava migracija
1 invazija u okolna tkiva. ROCK kinaze su klju¢ni regulatori formiranja i kontraktilnosti stresnih
vlakana 1 fokalnih adhezija dominantno putem fosforilacije lakih lanaca miozina II (MLC II) i
inhibicije miozin-fosfataze (MYPT1), ¢ime se povecava i odrzava kontraktilna aktivnost [165—
167]. Pored toga, ROCK kinaze aktiviraju ezrin/radixin/moesin (ERM) proteine omogucavajuci
njihovo vezivanje za stresna vlakna i uzro¢no-posledi¢no povezivanje stresnih vlakana i ¢elijske
membrane ¢ime se dodatno olakSava ¢elijska migracija.
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2. Polarizacija ¢elija i ameboidni tip kretanja: Tumorske ¢elije koriste dva osnovna tipa kretanja:

o Mezenhimalni tip migracije: okarakterisan formiranjem filopodija i lamelopodija te

izduzenom morfologijom C¢elija. Ovaj tip migracije je zavisan od proteolize ECM
posredovane matriksnim metaloproteinazama (matrix metalloproteinases, MMP).

o Ameboidni tip migracije: nezavisan je od razgradnje ECM, karakteriSe ga okrugla
morfologija ¢elija, formiranje membranskih aktinskih blebova i dominantno oslanjanje na
visoku kontraktilnost c¢elija posredovanu ROCK signalnim putem. Ameboidni tip
kretanja, ¢esto viden kod visoko invazivnih tumora, omogucava ¢elijama brzo i efikasno
kretanje kroz tkiva, povecavajuéi njihovu sposobnost Sirenja i metastaziranja [168,169].

Uloga ROCK signalnog puta u progresiji tumora je dokazana u brojnim in vitro i in vivo studijama
zahvaljujuéi farmakoloskoj inhibiciji ROCK signalizacije [170,171]. Primjenom ROCK inhibitora, poput
Y-27632 i Fasudila, smanjena je kontraktilnost ¢elija, Sto dalje dovodi do inhibicije formiranja stresnih
vlakana 1 fokalnih adhezija. Ovi inhibitori tako sprefavaju migraciju i invaziju tumorskih ¢elija
potvrdujuéi kljuénu ulogu ROCK kinaza u ovim procesima. Uzimajuéi u obzir rezultate ovih studija
inhibitori ROCK signalnog puta se smatraju perspektivnim kandidatima za razvoj terapija usmjerenih ka
metastatskim karcinomima.

1.6.2.4.  ROCK kinaze i apoptoza

Tokom apoptoze, aktivacija ROCK kinaza dovodi do nekontrolisanih aktin-miozinskih kontrakcija
koje rezultiraju pupljenjem membrabe, formiranjem apoptotskih tijela 1 pakovanjem nuklearnog
materijala u apoptotska tijela (Slika 8). Ovi procesi omogucavaju efikasno uklanjanje celijskih ostataka
tokom apoptoze ¢ime se odrzava homeostaza okolnog tkiva. Aktivnost ROCK kinaza u ovom kontekstu
dodatno ukazuje na njihovu centralnu ulogu u regulaciji ¢elijske smrti.

1.6.2.5.  ROCK kinaze i antitumorski imunski odgovor

Odredene eksperimentalne studije su pokazale da pove¢ana ROCK ekspresija moze doprineti stabilizaciji
PD-L1. Naime, ROCK aktivacija rezultira fosforilacijom moezin proteina koji posreduje vezivanje za
citoplazmatski rep PD-L1 molekula, ¢ime se stabilizuje njegova ekspresija na povrsini tumorske Celije.
Ovaj mehanizam doprinosi imunosupresivnom fenotipu tumora, omogucavajuéi izbjegavanje
imunoloske eliminacije od strane efektorskih T-limfocita. Posledi¢no, farmakoloska inhibicija ROCK
kinaza, narocito uz primjenu selektivnog inhibitora Y-27632, je pokazala potencijal u smanjenju
ekspresije PD-L1 u tumorskim c¢elijama. Time se uklanja imunosupresivna barijera i omogucava
aktivacija T-Celijskog odgovora, Sto se manifestuje povecanom proliferacijom i funkcionalnom
aktivnoS¢u T-limfocita kako in vitro, tako 1 in vivo. Preklini€ki modeli karcinoma dojke su dodatno
pokazali da ROCK inhibicija rezultira pojacanom infiltracijom CD4+ pomo¢nickih i CD8+ citotoksi¢nih
T-¢elija u tumorsko mikrookruzenje, $to doprinosi jaCanju antitumorskog imunskog odgovora [172].

Ovi rezultati ukazuju da ROCK inhibitori ne djeluju samo kao supresori tumorske invazije i
metastaziranja, ve¢ 1 kao potencijalni imunomodulatori koji mogu poboljsati efikasnost imunoterapijskih
pristupa. Shodno tome, njihova primjena u kombinaciji sa blokatorima imunoloskih kontrolnih tacaka,
poput PD-1/PD-L1 inhibitora, mogla bi imati sinergisticke ili aditivne efekte. Takva kombinovana
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terapija bi potencijalno mogla prevazi¢i mehanizme rezistencije na imunoterapiju i obezbijediti efikasniji
klini¢ki odgovor, posebno u tumorskim podtipovima sa izrazenim imunosupresivnim karakteristikama.

1.6.3. ROCK inhibitori — okosnica za terapiju tumora

Svi prethodno navedeni rezultati upucuju na potencijalnu primjenu ROCK inhibitora u tumorskoj
terapiji. Sta je do sada postignuto u ovom istrazivaCkom pravcu i postoji li neki od ROCK
inhibitora koji je registrovan za onkoloske indikacije?

ROCK kinaze su prekomjerno aktivirane ili eksprimirane u razli¢itim malignitetima ukljucujuéi akutnu
mijeloidnu leukemiju, karcinom jednjaka, karcinom bubreznih ¢elija (clear cell renal carcinoma),
adenokarcinom zeluca, karcinom dojke i1 pankreasa [157]. Uprkos klinickom odobrenju ¢etiri inhibitora
ROCK kinaza, fasudila, ripasudila, netarsudila i belumosudila (Slika 9), nijedan od ovih lijekova nije
registrovan za onkolosku primjenu.
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Slika 9. Prikaz struktura FDA-odobrenih ROCK inhibitora i ROCK/Akt dualnog inhibitora koji se nalazi
u klinickim ispitivanjima; ljubicasto je obiljezen hinge binding moiety u okviru svakog molekula.

Vec¢ina dosadas$njih ROCK inhibitora pripada tipu 1 ATP-kompetitivnih inhibitora kinaza. Efikasna
ROCK inhibicija je uslovljena prisustvom hinge-vezuju¢eg domena (Slika 9), kljucnog strukturnog
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elementa. U okviru ovog domena, istrazeni su razli€iti strukturni segmenti poput izohinolina, piridina,
indazola, pirimidina, pirolopiridina, pirazola, benzamida, aminofurazana i benzoksaborola [147].

Uzimajuéi u obzir visok stepen slicnosti u kinaznom domenu (92%), razvoj selektivnih inhibitora za
ROCK1 ili ROCK2 predstavlja istrazivacki izazov. Trenutno dostupni farmakoloski inhibitori uglavnom
djeluju na obje izoforme S$to ograniCava istrazivanje specifi¢nih uloga pojedina¢nih izoformi. lako su
postignuti pomaci u razvoju selektivnih inhibitora, potpuno selektivan ROCK1 ili ROCK2 inhibitor do
danas nije otkriven §to naglasava potrebu za boljim razumijevanjem strukturnih i funkcionalnih razlika.
Razlikovanje funkcija ROCK1 1 ROCK2 je klju¢no za razumijevanje njihovog doprinosa malignim
procesima. Shi i saradnici su pokazali da ROCKI1 destabilizuje aktinski citoskelet dominantno putem
regulacije fosforilacije MLC II, dok ROCK2 uti¢e na aktinski citoskelet prvenstveno posredstvom
fosforilacije kofilina [173]. Newell-Litwa i saradnici su otkrili da ROCK1 doprinosi formiranju stabilnih
aktomiozinskih snopova klju¢nih za polaritet ¢elija, dok ROCK2 reguliSe kontraktilne sile na prednjem
dijelu migrirajucih ¢elija [174]. Ovi rezultati podvlace ulogu obje izoforme u ¢elijskoj migraciji i njihov
uticaj na metastatski potencijal tumora, iako se znacaj ovih kinaza moze razlikovati izmedu razlicitih
tipova maligniteta.

Preklinicke studije su dosledno pokazale antitumorske efekte inhibitora ROCK kinaza, ali njihova
klinicka primjena ostaje ogranicena [175,176]. Istrazivanja sugeriSu da bi ovi inhibitori mogli biti
efikasniji u kombinaciji sa drugim terapijama u poredenju sa monoterapijskim rezimom. Na primjer, kod
geneticki modifikovanog misjeg modela adenokarcinoma pankreasa, dodavanje ROCK inhibitora
gemcitabinskoj terapiji je znacajno produzilo prezivljavanje u poredenju sa samim gemcitabinom [177].
Osim toga, rano davanje ROCK inhibitora ¢elijama tumora pankreasa je inhibiralo invaziju i migraciju
¢elija, smanjujuci metastatski potencijal i povecavajuci efikasnost hemioterapije [178,179]. U modelima
tumora dojke, ROCK inhibitori su pokazali sposobnost smanjenja ekspresije PD-L1 $to je rezultiralo
povec¢anom aktivacijom T-¢elija in vitro 1 in vivo. Ovi rezultati ukazuju na moguénost kombinovanja
ROCK inhibitora sa blokatorima PD-1/PD-L1 kontrolnih ta¢aka kako bi se poboljSao imunski odgovor
kod tumora dojke [180]. Sinergisticki efekti su takode zabelezeni u in silico i in vitro modelima
adenokarcinoma pankreasnih kanala prilikom kombinacije ROCK inhibitora sa HDAC inhibitorima
[72]. Konacno, istovremena EGFR 1 ROCK inhibicija se pokazala kao obecavajuca strategija u terapiji
trostruko negativnog raka dojke [181].

U svijetlu MTDL terapijskih strategija, sve vise istrazivanja je usmjereno ka otkrivanju ROCK inhibitora
sa viSestrukim dejstvom. Do sada je identifikovan samo jedan dualni ROCK/Akt inhibitor u klini¢kim
studijama (Slika 9), ali je njegov klinicki potencijal bio ogranic¢en zbog nepovoljnog farmakokinetickog
profila i uskog terapijskog indeksa [182]. Ipak, na osnovu brojnih in silico, in vitro 1 preklinickih studija,
postoji znacajan potencijal za dalji razvoj dualnih ROCK inhibitora, ukljuc¢uju¢i dualne HDAC/ROCK
inhibitore koji do danas nisu poznati u nau¢noj literaturi.

1.7.  Potencijalni mehanizmi sinergistickih efekata kombinacije HDAC i ROCK inhibitora

Mehanizam sinergije HDAC i ROCK inhibitora jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen sto ukazuje na
potrebu za daljim istrazivanjima. Dosada$nje studije nude uvide u moguce sinergisticke mehanizme,
narocito u kontekstu motiliteta ¢elija raka i imunskog odgovora tumorskih ¢elija.

Mertch S. 1 saradnici su pokazali da signalni putevi ROCK 1 HDAC6 imaju znacajnu medusobnu
povezanost u progresiji tumora, naro€ito u procesima koji ukljucuju motilitet éelija tumora [183]. ROCK
kinaze fosforiliSu protein koji podsti¢e polimerizaciju tubulina (tubulin polymerization promoting
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protein, TPPP1), Cime se on inaktivira i prekida interakciju sa HDAC6. Prekid ove interakcije dovodi do
povecane HDACG6 aktivnosti (Slika 10) [183]. Inhibicija ROCK kinaza rezultira inaktivacijom HDAC6
1 posledi¢nim povecanjem acetilacije tubulina, kao 1 remodelovanjem aktinskog citoskeleta. Istovremena
HDACG6 i ROCK inhibicija vodi ka stabilizaciji mikrotubulske mreze, uslijed povecane acetilacije
tubulina, 1 obustavi remodelovanja aktinskog citoskeleta [183].
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Slika 10. Sematski prikaz potencijalnih sinergistickih mehanizama koji stoje u osnovi kombinovane
upotrebe HDAC 1 ROCK inhibitora. Created in https://BioRender.com

Pored efekata na motilitet ¢elija, inhibicija ROCK kinaza je pokazala znacajan potencijal u modulaciji
antitumorskog imuniteta. Nam 1 saradnici su utvrdili da ROCK inhibitor, Y-27632, u kombinaciji sa
doksorubicinom koji indukuje imunogenu smrt ¢elija, sinergisticki povecava sazrijevanje dendritskih
¢elija, aktivaciju CD8+ T ¢elija i njihovu infiltraciju u tumorsko tkivo. Ova kombinacija je u preklini¢kim
modelima znacajno usporila rast tumora in vivo, §to potvrduje potencijal ove terapijske strategije
[145,184]. Dodatno, HDAC inhibitori, poput vorinostata, su pokazali sposobnost indukcije imunogene
smrti ¢elija kod TNBC. Kombinacija ROCK 1 HDAC inhibitora, prema ovim saznanjima, predstavlja
obecavajuci pristup za sinergisticko pojacanje antitumorskog imuniteta (Slika 10) [145,185].

Ovi, prethodno objasSnjeni efekti, otvaraju vrata za dalja istrazivanja kako bi se razjasnili u
potpunosti molekulski mehanizmi koji stoje iza ove kombinovane strategije ¢ime bi se dodatno
podstakla njena primjena u klini¢koj onkologiji.
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1.8. Tehnike racionalnog dizajna u otkricu lijekova (Computer-Aided Drug Design,
CADD)

Tradicionalni proces otkri¢a novog lijeka predstavlja izuzetno zahtjevan poduhvat u pogledu vremena i
ekonomskih resursa. Prosjecni troskovi razvoja lijeka, od laboratorijskih istrazivanja do plasmana na
trziSte, dostizu priblizno 2,87 milijardi dolara, dok ukupno trajanje ovog procesa iznosi 10-15 godina
[186]. I pored intenzivnih i1 detaljnih istrazivanja sprovedenih u preklinickim i klinickim fazama, svega
13% lijekova uspijeva da zavrsi klinicka ispitivanja, pri ¢emu je najées$¢i uzrok neuspijeha lijekova u
klini¢kim studijama neadekvatan farmakokinetic¢ki profil [187]. Uzroci povlacenja lijekova sa trzista su
najces¢e nezeljeni efekti lijeka, dok manji procenat odobrenih lijekova ne opravdava ocekivanja u
pogledu efikasnosti [188].

Racionalni dizajn lijekova predstavlja slozeno istrazivacko polje koje kombinuje znanja medicinske
hemije i hemoinformatike u cilju otkrivanja i razvoja novih lijekova-kandidata. Kako bi se ubrzao proces
otkri¢a novih lijekova, smanjili materijalni troskovi i minimizirao broj neuspijeha u razli¢itim fazama
razvoja, tehnike racunarske hemije, poznate kao Computer-Aided Drug Design (CADD), su postale
nezamjenjiv alat u istrazivanjima farmaceutskih kompanija i akademske zajednice (Slika 11) [189]. Ve¢
1981. godine naslovnica nau¢nog ¢asopisa Fortune je donijela ¢lanak pod naslovom “Next Industrial
Revolution: Designing Drugs by Computer at Merck” koji je simbolicno oznacio pocetak ere Siroke
primjene CADD tehnologija u farmaceutskim istrazivanjima [190].
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Slika 11. Sematski prikaz razvoja novog lijeka i uloge CADD alata u datom procesu. Created in
https://BioRender.com

CADD tehnologije se mogu svrstati u dvije glavne kategorije, u zavisnosti od dostupnosti informacija o
strukturi ciljnog mjesta djelovanja lijeka [191]. U skladu sa tim razlikuju se sljede¢i pristupi:

1. Dizajn zasnovan na strukturi ciljnog mjesta djelovanja (Structure-Based Drug Design,
SBDD): Ove metode koriste trodimenzionalnu strukturu ciljnog mjesta djelovanja (receptori,
enzimi ili proteini) kako bi identifikovale i optimizovale klju¢ne interakcije izmedu potencijalnog
lijeka 1 ciljnog biomolekula [190].

2. Dizajn zasnovan na strukturi liganda (Ligand-Based Drug Design, LBDD): Ove metode
koriste strukture poznatih liganada i njihove aktivnosti, predvidaju¢i aktivnosti novih dizajniranih
molekula sa potencijalnim terapijskim svojstvima [190].
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Obje grupe CADD metode igraju bitnu ulogu u savremenom procesu razvoja lijekova omogucéavajuci
efikasniji, racionalniji i ciljani pristup dizajnu novih terapeutika. Klju¢ne faze u procesu razvoja novih
lijekova u okviru koji se CADD metode primjenjuju ukljucuju:

1) Identifikaciju i validaciju targeta;
2) SKkrining i optimizaciju hit i lead molekula (Slika 11);
3) Preklinicku evaluaciju

Rezultati dosadasnjih studija potvrduju znacaj CADD metoda u razvoju lijekova. U prethodnih 40 godina
je zahvaljujuci njihovoj upotrebi otkriveno vise od 70 lijekova trenutno dostupnih na trzistu [191,192].
(lead jedinjenja), koji su nas kasnije doveli do otkri¢a finalnih komercijalnih lijekova. Izmedu ostalih,
CADD tehnologije su imale zna¢ajnu ulogu u otkri¢u antineoplastika $to ukazuje na potencijal njihovog
koriS¢enja u ovoj oblasti [190,192]. Neki od antineoplastika u ¢ijem su otkri¢u posredovali CADD alati
su navedeni u okviru Tabele 2.

Tabela 2. Prikaz struktura registrovanih lijekova u terapiji razlicitih vrsta tumora u ¢ijem su otkricu
znacajan doprinos dale CADD metode

Lijek/struktura Ciljno mjesto Uloga CADD Indikacija Ref
u razvoju
lijeka
Imatinib tirozin kinaza Virtuelni Hroni¢na [193]
skrining mijeloidna

rL zasnovan na leukemija
[ j strukturi
N ciljnog mjesta
(Structure-

N
| = H H based virtual
Z N\\r N N screening,
| _N e} SBVS,

skrining na
Ber-Abl tirozin

kinazu)
Erlotinib EGFR kinaza SBVS Karcinom [194]
N 0 pankreasa i
r/ | \/\O/ Nemikrocelularni
N s e} karcinom pluéa
“ 07T (NSCLC)
N NH
Gefitinib Tirozin kinaza SBVS Nemikrocelularni  [194]
karcinom pluéa
(NSCLC)
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Kroz naredna poglavlja bi¢e predstavljene teorijske osnove SBDD i LBDD metoda koje ¢ée se
primjeniti u okviru istraZivanja ove doktorske disertacije.

1.8.1. Dizajn zasnovan na strukturi ciljnog mjesta (Structure-based Drug Design, SBDD)

Uspjesna primjena dizajna zasnovanog na strukturi ciljnog mjesta zahtjeva dostupnost trodimenzionalne
(3D) strukture targeta. Stoga je prvi i kljucni korak u implementaciji SBDD pristupa identifikacija
biomolekula od interesa pracena prikupljanjem preciznih podataka o njegovoj strukturi.

Za odredivanje 3D strukture makromolekula koriste se dvije grupe metoda:

o Eksperimentalne metode, koje ukljucuju rendgensku kristalografiju (X-ray), nuklearnu
magnetnu rezonancu (NMR) i kriogenu elektronsku mikroskopiju [202];

o Homologno modelovanje i vjeStacka inteligencija: primjenjuju se u sluc¢ajevima kada
eksperimentalni podaci nisu dostupni [202].

Strukturni podaci biomolekula, ukljucujuéi proteine, skladiste se u standardizovanim bazama podataka
poput Proteinske banke podataka (protein data bank, PDB, https://www.rcsb.org/ ) koja predstavlja
znacajan resurs za istrazivace [203]. S povecanjem broja razrijeSenih 3D struktura biomolekula tokom
posljednjih godina, znacajno je porasla primjena SBDD metoda u racionalnom dizajnu lijekova.

Razumijevanje mehanizama putem kojih mali molekuli prepoznaju i interaguju sa makromolekulima od
sustinske je vaZnosti za razvoj novih lijekova. U tom kontekstu, nakon odredivanja 3D strukture
biomolekula, presudno je precizno mapiranje vezivnog mjesta (binding site), specifine regije
makromolekula odgovorne za interakciju sa ligandima [204]. Vezivnho mjesto se najpreciznije
identifikuje pomocu ko-kristalografskih studija koje omogucavaju formiranje kompleksa izmedu
makromolekula i1 liganda u kontrolisanim eksperimentalnim uslovima. Detaljna analiza strukture
kompleksa makromolekul-ligand omogucava identifikaciju vezivnog mjesta pracenu karakterizacijom
klju¢nih intermolekulskih interakcija kao $to su vodoni¢ne veze, hidrofobne interakcije i n-n veze, kao 1
pracenje konformacionih promjena makromolekula tokom vezivanja liganda [205].

Nakon identifikacije vezivnog mjesta, sljedece faze u okviru SBDD pristupa ukljucuju:

Pripremu banke jedinjenja,
Molekulski doking
Molekulsku dinamiku
Racunanje energije vezivanja.

0 O O O

Dobijeni rezultati predstavljaju osnovu za identifikaciju hit i lead jedinjenja koja se dalje optimizuju kroz
sukcesivne cikluse SBDD metoda u kombinaciji sa razli¢itim eksperimentalnim tehnikama validacije
[204,206]. Uzimajuci u obzir do sad raspolozive rezultate brojnih studija, najcesce koris¢ene metode u
okviru SBDD pristupa ukljucuju [204]:

o Molekulski doking

o Molekulsku dinamiku, koja prati fleksibilnost 1 stabilnost ligand-makromolekul kompleksa u
simuliranim bioloskim uslovima tokom odredenog vremenskog intervala na osnovu ¢ega se vrsi
identifikacija onih interakcija koje imaju najveci znacaj za dejstvo [207]

o Virtuelni skrining zasnovan na strukturi ciljnog mjesta dejstva (Structure-based virtual
screening, SBVS)
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o De novo dizajn, koji koristi informacije dobijene iz 3D strukture ciljnog mjesta u cilju
pronalazenja malih strukturnih segmenata koji se dobro vezuju za aktivno mjesto, nakon cega se
vr$i njihovo povezivanje 1 dizajniranje potpuno novog molekula sa potencijalno dobrom
farmakoloskom aktivnosc¢u [208].

1.8.1.1.  Molekulski doking

Molekulski doking predstavlja jednu od najvaznijih i1 najces¢e koris¢enih tehnika u okviru pristupa
zasnovanog na strukturi ciljnog mjesta dejstva [209]. Ova metoda omogucava predikciju usidravanja
liganda u aktivno mjesto ciljnog biomolekula, vizuelizaciju vezivnih polozaja liganda i identifikaciju
klju¢nih intermolekulskih interakcija koje doprinose stabilnosti kompleksa ligand-makromolekul [210].
Pored toga, algoritmi molekulskog dokinga procjenjuju energije vezivanja liganada i vrSe njihovo
rangiranje primjenom takozvanih funkcija vrijednovanja (Scoring functions), $to sluzi kao dodatni
parametar u evaluaciji rezultata doking studije [209,210].

Da bi studija molekulskog dokinga bila visokog kvaliteta, potrebno je sprovesti nekoliko klju¢nih koraka
(Slika 12)[211]:

1. Priprema proteina

O

Kompleksi proteina i liganda se preuzimaju iz odgovarajuc¢ih baza podataka, kao §to je
PDB.

Priprema proteina ukljucuje detaljnu analizu strukture sa posebnim fokusom na vezivno
mjesto. Ovaj korak podrazumijeva:

* Dodavanje vodonikovih atoma
» Uklanjanje molekula vode koji ne utiu na interakciju liganda sa proteinom.

» Protonovanje aminokiselinskih ostataka pri fizioloSkoj pH vrijednosti (pH 7,4).

2. Priprema liganda

O

Optimizacija 3D strukture liganda se moZe sprovoditi primjenom razli¢itih racunarskih
metoda, ukljuCujuéi kvantno-mehanicke, semiempirijske 1 molekularno-mehanicke
pristupe. Medu kvantno-mehani¢kim metodama, Hartree-Fock sa baznim skupom 3-21G
omogucava aproksimaciju 3D elektronske strukture uzimajuci u obzir interakcije izmedu
svih elektrona u sistemu, $to ga ¢ini raCunarski zahtjevnim, ali 1 preciznijim u odnosu na
druge pristupe. Semiempirijske metode, poput PM3, predstavljaju kompromis izmedu
kvantnomehanickih i molekularno-mehanickih metoda, jer koriste pojednostavljene
matematiCke modele 1 empirijski odredene parametre kako bi smanjile raCunarski trosak,
uz zadrzavanje zadovoljavajuceg nivoa ta¢nosti. Molekularno-mehani¢ke metode, poput
OPLS4 i MMFFs, se zasnivaju na force field pristupu. Konformacione analize, koje
spadaju u ovu grupu metoda, omogucavaju odredivanje energetski najpovoljnijih
konformacija liganda kroz procjenu potencijalne energije razli¢itih konformacija, pri
¢emu se u obzir uzimaju razli€iti faktori poput torzionih uglova, meduatomskih rastojanja
1 rotacija hemijskih veza. Stabilnije konformacije karakteriSu nize vrijednosti ukupne
energije. Metode poput OPLS4 su nasle Siroku primjenu u Schrddinger softveru, gdje se
koriste za optimizaciju geometrije liganda i proteina u kontekstu molekulskog dokinga 1
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dizajna lekova. U poredenju sa molekularno-mehanickim metodama, kvantnomehanicki
pristupi pruzaju detaljniji opis elektronske strukture i omogucavaju precizniju analizu
hemijskih interakcija, ali su znatno racunarski zahtevniji. Semiempirijske metode, poput
PM3, predstavljaju balans izmedu ta¢nosti i efikasnosti, $to ih ¢ini pogodnim za sisteme
srednje veli¢ine u kojima je potrebno uzeti u obzir elektronske efekte uz smanjenje
racunarskog opterecenja.

Protonovanje liganda se vrsi pri istim pH uslovima kao i za protein (fizioloski pH 7,4).

3. Predikcija i vizuelizacija vezivnih poza liganda - algoritmi molekulskog dokinga simuliraju
moguce orijentacije 1 pozicije liganda unutar vezivnog mjesta ciljnog biomolekula.

4. Evaluacija rezultata molekulskog dokinga

o

Analiziraju se vezivne pozicije liganda i interakcije koje stabilizuju kompleks
makromolekul-ligand.

Funkcije vrijednovanja se koriste za kvantifikaciju energije vezivanja i rangiranje
liganada na osnovu njihovog afiniteta prema ciljnom biomolekulu.
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Slika 12. Sematski prikaz klju¢nih koraka molekulskog dokinga, kao najée$ée primjenjivane metode
SBDD pristupa, kao i 3D-QSAR analize, kao najces¢e korisS¢ene metode LBDD pristupa. Created in
https://BioRender.com

Molekulski doking se moZe podijeliti na dvije osnovne vrste: ligand-fleksibilni i protein-fleksibilni
doking, u zavisnosti od toga da li se tokom simulacija omogucava fleksibilnost liganda ili proteina [202].

Kljuéni cilj kod ligand-fleksibilnog dokinga je generisanje optimalne pozicije 1 konformacije liganda
unutar vezivnog mjesta proteina. U tu svrhu se koriste tri vrste algoritama [212]:
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1. Sistemati¢ni algoritmi

Ovi algoritmi se temelje na iscrpnom pretrazivanju svih mogucih konformacija liganda, pri cemu
se analiziraju svi stepeni slobode molekula [205]. Postoje tri glavna pristupa u okviru ove grupe
algoritama:

o Fragmentacioni pristup: Molekul liganda se dijeli na manje fragmente, od kojih se prvi
fragment pozicionira u vezivno mjesto proteina, a zatim se ostali fragmenti sukcesivno
nadovezuju [213].

o Pristup konformacionog ansambla (database approach): Koris¢enje prethodno generisanih
konformacija liganda koje se zatim testiraju na kompatibilnost sa vezivnim mjestom proteina
[214].

o Tehnike konformacionog pretraZivanja (conformational search techniques): Generisanje
velikog broja razli¢itih konformacija liganda rotacijom svih mogucih rotabilnih veza.

Sistemati¢ni algoritmi se koriste u softverima kao §to su Glide, FRED, Surflex, FlexX.

2. Stohastic¢ki algoritmi

Ovi algoritmi se zasnivaju na slu¢ajnom generisanju konformacija liganda kroz nasumicne
promjene stepena slobode i strukture liganda [215]. Glavne metode ukljucuju:

(o]

O

Monte Carlo (MC) simulacije.

Genetske algoritme: Srz genetskih algoritama je inspirisana principima evolucije,
uklju¢ujuéi prirodnu selekciju, ukrStanje 1 mutaciju. Genetski algoritam zapocCinje
generisanje nasumicne pocetne populacije mogucih rjeSenja gdje je svako rjeSenje
predstavljeno hromozomom — nizom podataka koji opisuju strukturu molekula. Svaki
hromozom se zatim procjenjuje i hromozomi sa niZim energijama vezivanja se biraju za
generisanje sledec¢e populacije, dok se ostali hromozomi odbacuju. Da bi se poboljsala
raznolikost rjeSenja i1 sprijeCilo zaustavljanje u lokalnim energetskim minimumima,
koriste se operatori ukrStanja 1 mutacije — ukr§tanje kombinuje djelove najboljih rjesenja,
dok mutacija uvodi manje slucajne promjene. Ovaj proces se ponavlja kroz viSe
generacija, pri cemu se energetski povoljne konformacije postepeno selektuju, sve dok
algoritam ne pronade stabilnu konformaciju sa minimalnom energijom koja odgovara
globalnom energetskom minimumu [216].

Tabu metode - koriste memoriju za izbjegavanje ponavljanja rjeSenja koja su prethodno
odbacena na osnovu procijene kvaliteta vezivnog poloZaja liganda.

Metode optimizacije roja (Swarm optimization) su inspirisane ponaSanjem bioloSkih
sistema, poput jata ptica.

Ova grupa algoritama se koristi u softverima poput AutoDock i GOLD koji su Siroko primjenjeni
u akademskim 1 industrijskim istrazivanjima.

3. Algoritmi zasnovani na komplementarnosti molekulskih povrsina

Ovi algoritmi pretpostavljaju da povrSine liganda i vezivnog mjesta proteina moraju biti
komplementarne kako bi doSlo do efikasnog vezivanja. Konformacije liganda se unaprijed
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generiSu 1 ostaju rigidne tokom procesa dokinga $to smanjuje slozenost simulacija. Ovi algoritmi
su korisni za brze procjene, ali mogu smanjiti tacnost simulacija usled ogranicene fleksibilnosti
liganda [217].

Nakon predvidanja konformacije liganda unutar vezivnog mjesta proteina, procjena energije vezivanja
ligand-makromolekul kompleksa se vr$i primjenom funkcija vrijednovanja (scoring functions).
Promjene energije vezivanja tokom formiranja kompleksa se analiziraju pomocu konstante vezivanja
(Kd) 1 Gibbsove slobodne energije (4G) koje direktno zavise od niza faktora, ukljucujuéi
medumolekulske interakcije, entropijske efekte i desolvataciju. Funkcije vrijednovanja imaju kljuc¢nu
ulogu u procijeni kvaliteta vezivnih polozaja liganda i predikciji afiniteta liganda ka ciljnom mjestu, a
mogu se klasifikovati u pet glavnih kategorija:

1. Funkcije vrijednovanja zasnovane na poljima sila (Force-field based scoring functions): Ove
funkcije uzimaju u obzir interakcije izmedu liganda i proteina poput elektrostatickih sila, Van der
Waalsovih interakcija, vodoni¢nih veza, kao i energije istezanja, savijanja, torzionih promjena
uglova veza. Osnovni nedostatak je zanemarivanje uticaja entropije 1 rastvaraca na vezivanje
[218].

2. Empirijske funkcije vrijednovanja: Bazirane su na eksperimentalnim podacima i regresionoj
analizi koja uzima u obzir razli¢ite energije ukljuc¢ujuci energiju hidrofobnih, jonskih interakcija
i formiranja vodoni¢nih veza, promjenu entropije pri vezivanju i desolvataciju. Primjeri ovakvih
funkcija su GlideScore, SCORE, ChemScore. Osnovni nedostatak je zavisnost ovih funkcija od
kvaliteta ulaznih podataka [219].

3. Funkcije vrijednovanja zasnovane na znanju: Temelje se na statistickim analizama postoje¢ih
strukturnih podataka ligand-protein kompleksa [202]. Pretpostavka je da su ucestalije interakcije
izmedu atoma 1 funkcionalnih grupa u kompleksima energetski povoljne Sto povecava
vjerovatnocu njihove uloge u formiranju stabilnih veza. Primjeri ovakvih funkcija su DrugScore,
PMF, GOLD/ASP.

4. Funkcije vrijednovanja zasnovane na masinskom ucenju: Primjenom metoda maSinskog
ucenja, kao Sto su regresione analize 1 klasifikacioni modeli, je omogucena predikcija vezivnog
afiniteta liganda ka proteinu, kao i identifikacija liganada koji pokazuju aktivnost. MaSinsko
ucenje je znacajno unaprijedilo tacnost predikcija integracijom velikih koli¢ina eksperimentalnih
1 simulacionih podataka [220].

5. Konsenzus funkcije vrijednovanja: Zasnivaju se na kombinovanju rezultata viSe funkcija
vrijednovanja kako bi se minimizirala ogranicenja pojedina¢nih metoda i1 povecala pouzdanost
predikcija. Primjeri ovih funkcija su: MultiScore, X-Cscore, GFscore, SCS, SeleX-CS i
CONSENSUS-DOCK [221].

Validacija preciznosti doking simulacija i izabrane funkcije vrijednovanja predstavlja kljucni korak u
procjeni pouzdanosti rezultata. Validacija se zasniva na poredenju prostorne pozicije svakog heteroatoma
ko-kristalnog liganda sa pozicijom ponovo dokovanog ko-kristalnog liganda. Ova procijena se
kvantitativno izrazava pomo¢u RMSD (Korijen srednjeg kvadratnog odstupanja atomskih pozicija, Root
Mean Square Deviation) vrijednosti, koja predstavlja standardni parametar za procjenu odstupanja
izmedu eksperimentalno odredene i simulirane vezivne poze liganda. Da bi se doking procedura smatrala
validnom i metodoloski prihvatljivom, RMSD vrijednost treba da bude manja od 2A (angstrema) [222].
Ovaj prag ukazuje na visoku preciznost simulacije i konzistentnost izmedu predvidenih i1 stvarnih
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strukturnih karakteristika liganda u vezivnom mjestu ciljnog proteina. Dodatno, nizak RMSD osigurava
da su klju¢ne intermolekulske interakcije pravilno rekapitulirane, ¢ime se doprinosi pouzdanosti daljih
analiza.

1.8.2. Dizajn zasnovan na strukturi liganda (Ligand-Based Drug Design, LBDD)

U situacijama kada 3D struktura ciljnog mjesta djelovanja nije poznata polazi se od principa sli¢nosti
koji pretpostavlja da strukturno sli¢na jedinjenja ispoljavaju sli¢an bioloski odgovor i interakciju sa
ciljnim mjestom. Klju¢ni korak u LBDD pristupu jeste analiza serije jedinjenja sa poznatom bioloSkom
aktivnoS¢u, sa ciljem identifikacije strukturnih 1 fizicko-hemijskih karakteristika (molekulskih
deskriptora) odgovornih za biolosku aktivnost. Medu najceS¢e koris¢enim LBDD metodama isti¢u se
studije kvantitativnog odnosa izmedu strukture i aktivnosti (Quantitative Structure-Activity
Relationship study, QSAR), virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda (Ligand-Based Virtual
Screening, LBVS) i modelovanje farmakofore.

1.8.2.1.  Studije kvantitativnog odnosa izmedu strukture i aktivnosti (OSAR studije)

Studije kvantitativnog odnosa izmedu strukture i aktivnosti (QSAR), u najSirem smislu, se mogu
opisati kao primjena razli¢itih matematickih 1 statistickih metoda s ciljem razvoja modela koji
omogucavaju pouzdano predvidanje bioloske aktivnost (QSAR) ili osobine jedinjenja (Quantitative
structure-property relationship, QSPR) na osnovu njihovih strukturnih karakteristika [223,224]. Svaki
QSAR model se moZze matematicki predstaviti sljedecom pojednostavljenom jednacinom:

Pi:k’(Dl ,D»,Ds,..., Dn) €))

Gdje P; predstavlja odgovor koji se modelira (najcesce bioloSku aktivnost jedinjenja, osobinu jedinjenja
ili toksi¢nost); D1,D2, Ds....Dn su molekulski deskriptori koji kvantitativno opisuju strukturne ili fizicko-
hemijske karakteristike jedinjenja, dok k oznac¢ava empirijski uspostavljenu matemati¢ku transformaciju
koja se primjenjuje na molekulske deskriptore kako bi se predvidjela bioloska aktivnost jedinjenja [225].

Klasifikacija QSAR modela prema kompleksnosti podataka omogucava razlikovanje razlicitih
pristupa zasnovanih na dimenzionalnosti podataka koji se analiziraju [226]:

o 2D-QSAR studije: Razmatraju isklju¢ivo dvodimenzionalni oblik molekula zanemarujuci
konformaciju 1 prostorni raspored atoma.

o 3D-QSAR studije: Ukljucuju konformaciju molekula i1 trodimenzionalni raspored atoma, §to
omogucava detaljniju analizu strukturnih karakteristika jedinjenja.

o 4D-QSAR studije: Pored trodimenzionalnih karakteristika, razmatraju 1 konformaciju liganda
nakon molekulskog dokinga dobijenu primjenom genetskih algoritama.

o 5D-QSAR studije: Dodatno ukljucuju fleksibilnost proteina i uticaj solvatacionih efekata ¢ime
se povecava kompleksnost i tacnost predvidanja.

o 6D-QSAR studije: Osim svih prethodno navedenih aspekata, u analizu integriSu i entropijske
efekte, Cime se postiZe najvisi nivo sofisticiranosti.
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1.8.2.1.1. Masinsko ucenje u razvoju novih lijekova

Razvoj QSAR-a je zapocet primjenom linearne 1 viSestruke linearne regresije koje predstavljaju
tradicionalne metode statisticke analize hemijskih podataka. Ove metode omogucavaju formiranje
prediktivnih modela na osnovu strukturnih osobina molekula i njihove bioloske aktivnosti [220].
Medutim, sa razvojem racunarskih tehnologija i metoda masinskog ucenja, QSAR analize su postale
sofisticiranije, §to je dovelo do poboljsanja ta¢nosti i prediktivne moc¢i QSAR modela.

Postoje brojne tehnike maSinskog ucenja koje se mogu klasifikovati u Cetiri grupe:

o Nadgledano masinsko ucenje (Supervised Learning) predstavlja jednu od temeljnih tehnika u
oblasti masSinskog ucenja, pri kojoj se algoritmi obucavaju koris¢enjem skupa podataka koji
sadrze jasno definisane ulazno-izlazne parove. Cilj ovog pristupa jeste identifikacija i
modelovanje odnosa izmedu ulaznih varijabli i njihovih pripadajuéih izlaza, ¢ime se omoguéava
pouzdano predvidanje rezultata za nove, prethodno nepoznate podatke.

o Nenadgledano masSinsko ucenje (Unsupervised learning) obuhvata analizu podataka bez
prethodno definisanih oznaka (izlaznih varijabli), pri ¢emu algoritmi autonomno prepoznaju
obrasce bez potrebe za ljudskom intervencijom, oslanjajuéi se isklju¢ivo na karakteristike samih
podataka. Ovaj pristup se Siroko primjenjuje u identifikaciji latentnih struktura, ekstrakciji
znacajnih osobina, otkrivanju grupisanja u podacima, kao i u istrazivackim analizama. Klju¢ni
zadaci nenadgledanog ucenja ukljucuju grupisanje (clustering), procjenu distribucije podataka,
redukciju dimenzionalnosti i detekciju anomalija.

o Polunadgledano masinsko ucenje (Semi-supervised learning) predstavlja hibridni pristup koji
se nalazi na spektru izmedu nadgledanog i nenadgledanog ucenja. Ova metoda kombinuje
podatke sa unaprijed definisanim izlaznim vrijednostima, karakteristicnim za nadgledano ucenje,
sa podacima bez oznaka, kao §to je slucaj u nenadgledanom ucenju. Cilj ovog pristupa je
iskori§¢avanje ogranicene koli¢ine oznacenih podataka kako bi se poboljSala tatnost modela, pri
¢emu algoritam dodatno uci iz neoznacenih podataka, prepoznajuci skrivene strukture 1 obrasce.

o Pojacano maSinsko ucenje (Reinforcement learning) predstavlja pristup ucenja zasnovan na
interakciji inteligentnog softvera sa dinamickim okruZenjem. Softver donosi sekvencijalne
odluke oslanjajuci se na sistem nagradivanja i kazne, pri ¢emu kroz sukcesivni proces ucenja
poboljSava svoje strategije na osnovu povratnih informacija iz dinamickog okruzenja. Ova
metoda se Siroko koristi u oblastima poput autonomnih sistema, robotike, finansijskih modela 1
optimizacije slozenih procesa, omogucavaju¢i modelima da uce kroz iskustvo 1 prilagodavaju
svoje akcije u realnom vremenu [228].

Masinsko ucenje ima znacajnu ulogu u savremenom dizajnu lijekova, omogucavaju¢i analizu velikih
hemijskih biblioteka jedinjenja 1 otkrivanje kompleksnih nelinearnih odnosa izmedu strukture i bioloske
aktivnosti molekula. Osnovni princip masinskog ucenja u QSAR modelovanju se zasniva se na
sposobnosti ra¢unarskog sistema da napravi matematicke modele koji ¢e kvantifikovati odnose izmedu
molekulskih deskriptora i eksperimentalno odredenih aktivnosti jedinjenja koriS¢enjem nadgledanih
tehnika masinskog ucenja (supervised learning), 1 to naprednih regresionih 1 klasifikacionih algoritama,
koji poboljSavaju interpretaciju i predikciju rezultata. Medu najznacajnijim algoritmima masinskog
ucenja koji se primjenjuju u QSAR analizi izdvajaju se: k-najblizi susedi (k-nearest neighbors, k-NN),
linearna diskriminantna analiza (/inear discriminant analysis, LDA), stabla odluke (decision trees),
slucajne Sume (random forest), vjeStaCke neuronske mreze (artificial neural network, ANN), potporni
vektorski strojevi (support vector machine, SVM), naivni Bayesovi modeli [227,229]. Ovi algoritmi
omogucavaju bolje prepoznavanje strukturnih karakteristika molekula koje uticu na njihovu biolosku
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aktivnost, ¢ime znacajno doprinose poboljSanju efikasnosti QSAR modelovanja u oblasti ra¢unarske
hemije i dizajna lijekova.

Jedan od najcesée kori$éenih algoritama masinskog ucenja je algoritam slucajnih Suma (random forest,
RF). Ovaj algoritam pripada kategoriji ansambl metoda i temelji se na konstrukciji velikog broja stabala
odlucivanja (decision trees), ¢ime se poboljSava robusnost modela, smanjuje prekomjerno prilagodavanje
(overfitting) 1 povecava tacnost predikcija u odnosu na modele zasnovane na pojedina¢nim stablima
odlucivanja [230].

RF algoritam je Siroko primjenjen u hemoinformatici i QSAR modelovanju zbog svojih brojnih
prednosti:

o Robusnost na prekomjerno prilagodavanje (overfitting).

o Otpornost na Sum u podacima — Posto ne zavisi od pojedinacnih podataka, RF moze efikasno
raditi sa hemijskim skupovima podataka koji sadrze eksperimentalne greske ili nesigurnosti.

o Automatska selekcija vaznih varijabli — RF pruza moguénost rangiranja molekulskih
deskriptora prema njihovom znacaju u predikciji bioloske aktivnosti, Sto olakSava interpretaciju.

o Efikasnost u analizi nelinearnih odnosa — Mnogi bioloski procesi su nelinearni, a RF algoritam
moze uspijesno modelovati sloZene interakcije izmedu molekulskih osobina.

o Interna validacija putem out-of-bag (OOB) uzoraka — RF ne zahtjeva poseban skup podataka
za validaciju, jer moze koristiti podatke koji nisu ukljuceni u izgradnju pojedinacnih stabala za
procjenu performansi modela.

1.8.2.1.2.  Opsti koraci u sprovodenju OSAR studije

U okviru ove doktorske disertacije fokusira¢emo se na razvoj i analizu 2D-QSAR i 3D-QSAR modela.
Tri kljucna koraka u sprovodenju 2D 1 3D-QSAR studije su (Slika 12):

1) Odabir podataka za QSAR analizu

Odabir i priprema podataka predstavljaju kljuénu fazu u razvoju QSAR modela, jer pouzdanost, tacnost
1 preciznost razvijenog modela u velikoj mjeri zavise od kvaliteta ulaznih podataka [231,232]. U ovoj
fazi je neophodno posvetiti posebnu paznju sljede¢im aspektima:

a) Strukture jedinjenja

o Hemijske strukture moraju biti normalizovane ili standardizovane pri ¢emu se na taj nacin
optimizuju tacnost i pouzdanost molekulskih deskriptora. Strukture jedinjenja dodatno moraju
biti detaljno provjerene i o¢iS¢ene od svih duplikata, soli i neorganskih jedinjenja [231,232].

o Strukture treba da budu razlicite, ali i dovoljno sli¢ne da zadovolje osnovni princip sli¢nosti na
kojem se temelje metode LBDD pristupa. Na ovaj naCin se obezbjeduju pouzdanost modela 1
omogucava definisanje adekvatnog domena primjenjivosti.
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o Optimalan broj podataka za kreiranje modela je kljuc¢an za postizanje upotrebljivih rezultata, pri
¢emu on zavisi od viSe razlicitih faktora popout upotrebljenih algoritama za kreiranje modela,
broja i tipa koris¢enih deskriptora, itd.

b) Bioloska aktivnost

o Kiriti¢no je osigurati da su testovi koriSéeni za odredivanje bioloske aktivnosti jedinjenja
medusobno identi¢ni ili barem izvedeni u vrlo sli¢nim eksperimentalnim uslovima. Ovaj pristup
minimizira eksperimentalnu gresku i osigurava konzistentnost podataka [233].

o Analiza bioloske aktivnosti podrazumijeva analizu duplikata jedinjenja i activity cliff analizu.

o Razlika izmedu dvije uzastopne vrijednosti bioloske aktivnosti ne bi smjela prelaziti 0,3
logaritamske jedinice kako bi se izbjegle znacajne nepravilnosti u ulaznim podacima.

o Opseg izmedu najmanje i najvece bioloske aktivnosti treba da iznosi najmanje 3 logaritamske
jedinice kako bi podaci obuhvatili dovoljno Sirok spektar aktivnosti omogucavajuéi razvoj
robusnog modela [224].

2) Priprema i analiza podataka za QSAR analizu

a) Generisanje podataka za 2D-QSAR modelovanje: U cilju racunanja 2D-deskriptora, koji
se potom koriste za formiranje 2D-QSAR modela, naj¢esce se koriste:
o 2D-strukture jedinjenja koje se generiSu u MarvinSketch-u, nakon cega se sacuvaju
kao sdf. fajl.
o SMILES oblici jedinjenja koji se prvobitno ekstrahuju iz baza podataka (CHEMBL,
PubChem), a potom standardizuju (tzv. Canonical smiles).

b) Generisanje 3D struktura odabranog seta jedinjenja za 3D-QSAR modelovanje: U
cilju generisanja 3D konformacija jedinjenja inicijalno se skiciraju 3D strukture jedinjenja. Potom
se 3D strukture dodatno geometrijski optimizuju ¢ime se dobijaju optimalne konformacije sa
minimumom energije. U cilju geometrijskih optimizacija se mogu primjeniti tri razlicite vrste
metoda: a) metode molekulske mehanike ¢iji je osnovni nedostatak Sto zanemaruju kretanja
elektrona, ali su brze i pogodne za velike molekule b) metode kvantne mehanike ili ab initio
metode koje uzimaju u obzir 1 3D raspored elektrona oko jezgra $to ih ¢ini vremenski zahtjevnim,
ali daleko pouzdanijim od metoda molekulske mehanike c) semi-empirijske metode —
predstavljaju kompromis izmedu metoda kvantne 1 molekulske mehanike [224]. Generisane 3D
strukture su dalje koriS¢ene u studiji molekulskog dokinga u cilju dobijanja bioaktivnih
konformacija odabranog seta jedinjenja koje su dalje koris¢ene za formiranje 3D-QSAR modela.

¢) Podjela pripremljenih podataka na trening i test set: Ova podijela se moZze izvrSiti na
razli¢ite na¢ine zavisno od specifi¢nih ciljeva istrazivanja i prirode podataka [234]:

o Randomizovana raspodjela: Podaci se nasumicno dijele izmedu trening 1 test seta. Ova
metoda je jednostavna za implementaciju, ali moze dovesti do neuravnotezene raspodjele
u pogledu bioloske aktivnosti ili molekulskih karakteristika.

o Raspodjela prema bioloskoj aktivnosti: Ova metoda osigurava da je raspodjela
bioloskih aktivnosti uniformna izmedu trening i test seta. Maksimalna razlika izmedu
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dvije pojedinacne vrijednosti bioloSke aktivnosti unutar trening i test seta je ogranicena
na 0,3 logaritamske jedinice, ¢ime se minimiziraju odstupanja koja bi mogla uticati na
preciznost modela.

o Raspodjela prema molekulskim deskriptorima: Jedinjenja se inicijalno grupisu u
klastere na osnovu strukturne sli¢nosti ili vrijednosti molekulskih deskriptora. Iz svakog
klastera se jedinjenja proporcionalno raspodjeljuju izmedu trening i test seta, ¢ime se
osigurava da su obje grupe reprezentativne za cijeli skup podataka.

Prilikom odabira metode podjele, neophodno je obezbijediti ravnotezu izmedu raznolikosti 1
reprezentativnosti u trening i test setovima kako bi razvijeni model bio robustan.

d) Deskriptori za QSAR modelovanje

o Racunanje i izdvajanje 2D-deskriptora
Najcesce primjenjivani 2D deskriptori u okviru QSAR modelovanja su:

a) Topoloski deskriptori: opisuju oblik, veli¢inu molekula kao i njegovu fleksibilnost, povezanost
atoma u molekulu. U ovu grupu ubrajamo Kappa, Wienerov indeks, molekulski indeks
konektiviteta, itd. TPSA deskriptor (Topological polar surface area descriptor, TPSA) je jedan od
najcesce koriS¢enih topoloskih deskriptora. TPSA omogucava kvantifikaciju polarnih interakcija
znacajnih za vezivanje molekula za aktivno mjesto iskljuc¢ivo na osnovu 2D strukture molekula
[235,236].

b) Izracunati fizicko-hemijski deskriptori: logP, pKa vrijednost, tacka topljenja i kljucanja,
molarna refraktivnost ukazuju na lifizicpofilnost, rastvorljivost, volumen molekula, itd [237].

c) Dodatni molekulski deskriptori: deskriptori hiralnosti, autokorelacioni deskriptori 1 atomski
ponderisani vektori omogucéavaju precizniju karakterizaciju molekula uzimajuéi u obzir njihovu
hiralnost, elektronske interakcije 1 strukturne specificnosti koje nisu adekvatno opisane
konvencionalnim topolo§kim parametrima [238—240]. Njihova primjena je manje rasprostranjena
u odnosu na klasi¢ne topoloSke i1 fizicko-hemijske deskriptore, djelom zbog vece racunarske
zahtevnosti 1 kompleksnosti interpretacije u kvantitativnim modelima odnosa strukture i
aktivnosti.

Razli¢iti softveri mogu biti koriS¢eni u cilju raCunanja 2D deskriptora poput: RdKit, Dragon, PaDEL, itd
[241-243].

o Racunanjaiizdvajanje 3D-deskriptora

U cilju racunanja i izdvajanja 3D deskriptora koji najbolje koreliSu sa bioloSkom aktivno$c¢u jedinjenja
moguce je primjeniti razliCite analize poput: Komparativne analize molekulskih polja (Comparative
Molecular Field Analysis, CoMFA); Komparativne analize pokazatelja molekulske sli¢nosti
(Comparative Molecular Similarity Index Analysis, CoOMSIA), GRIND analize (Grid-Independent
Descriptors Analisys), itd. CoMFA je najstarija 1 najceS¢e koriS¢ena metoda za racunanje 3D-
deskriptora, a njena osnovna ideja se zasniva na definisanju molekulskih polja interakcije (Molecular
Interaction Field, MIF) [244]. MIF predstavljaju energetske parametre koji opisuju sterne i
elektrostaticke interakcije privlacenja 1 odbijanja izmedu 3D struktura jedinjenja 1 odgovarajucih
hemijskih proba. NajceSce Cetiri vrste koris¢enih proba su: TIP probe kojima se procjenjuju sterne
interakcije 1 oblik jedinjenja; DRY probe kojima se opisuju hidrofobne interakcije; O proba (karbonilni
kiseonik) i N1 proba (amidni azot) koje simuliraju akceptora i donora vodoni¢nih veza. Iako je COMFA
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Siroko primjenjivana, njen osnovni nedostatak lezi u velikoj zavisnosti od poravnanja jedinjenja.
Neadekvatno poravnanje moze znacajno uticati na validnost i prediktivhu mo¢ QSAR modela, Sto
predstavlja ograni¢enje u primjeni ove metode. Nasuprot CoMFA analizi, GRIND (Grid-Independent
Descriptors) metodologija je nezavisna od poravnanja jedinjenja $to je €ini znatno pouzdanijom za razvoj
QSAR modela [245]. Slicno CoMFA-i, GRIND se oslanja na izraCunavanje molekulskih polja
interakcije, pri ¢emu se najznacajnija polja interakcije izdvajaju koris¢enjem naprednih algoritama [245].
Potom se vrsi transformacija izdvojenih MIF u deskriptore nezavisne od poravnanja primjenom razli¢itih
algoritama poput CLACC (Consistently Large Auto and Cross Correlation). CLACC koristi prozor za
izgladivanje kako bi generisao varijable koje precizno koreliraju sa bioloSkom aktivnos¢u jedinjenja ¢ime
se postize robusnija analiza u odnosu na klasi¢ne metode [245].

3) Kreiranje 2D-QSAR i 3D-QSAR modela

U cilju povezivanja izracunatih nezavisnih varijabli (2D i 3D deskriptora) i zavisnih varijabli (bioloskih
aktivnosti) vrsi se formiranje 2D 1 3D-QSAR modela pomocu razli€itih statisti¢kih metoda: a) metoda
najmanjih kvadata (Partial least squares, PLS) b) viSestruka linearna regresija (Multiple linear
regression, MLR), analiza glavnih komponenti (Principal componenet analysis, PCA) 1 razliCite
tehnike masinskog ucenja kao $to je npr. analiza slu¢ajnih Suma (Random Forest Regression, RF) [246].

4) Interna i eksterna validacija 2D-QSAR i 3D-QSAR modela

Validacija QSAR modela predstavlja klju¢ni korak u osiguravanju njegove pouzdanosti, prediktivnosti 1
primjenljivosti za predvidanje bioloske aktivnosti novih, netestiranih jedinjenja. Ovaj proces omogucava
procjenu kvaliteta modela na vise nivoa, ukljuujuci njegovu sposobnost da adekvatno opisuje podatke
iz trening seta, precizno predvida svojstva nepoznatih jedinjenja, kao i procjenu kvaliteta svih prethodno
spomenutih koraka primjenjenih u cilju formiranja modela. Bez validacije, ¢ak 1 modeli sa visokim
koeficijentima determinacije mogu biti nepouzdani zbog potencijalnog prekomjernog fitovanja

(overfitting).
Interna validacija

Interna validacija procjenjuje sposobnost QSAR modela da replicira rezultate unutar trening seta. Medu
najvaznijim parametrima interne validacije se nalaze koeficijent determinacije (R?), koji mjeri kvalitet
fitovanja modela odnosno koliko dobro model reprodukuje podatke, i Q? (prediktivni koeficijent
unakrsne validacije), koji procenjuje prediktivnu sposobnost modela [223,247].

Najcesce koriS¢ena tehnika interne validacije je "leave-one-out” (LOO) unakrsna validacija. Ova
metoda podrazumijeva uklanjanje jednog jedinjenja iz trening seta, formiranje modela na osnovu
preostalih jedinjenja 1 predvidanje aktivnosti izostavljenog jedinjenja. Postupak se ponavlja za svako
jedinjenje iz trening seta, ¢ime se osigurava potpuna procjena modela. Na osnovu LOO tehnike, racuna
se suma kvadata predvidenih PRESS (Predicted residual sum of squares, PRESS), koji predstavlja sumu
kvadrata razlika izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih vrijednosti. Dalje, koriste¢i PRESS,
izra¢unavaju se Q? i greska predvisanja trening seta (Root mean square error, RMSEE), kljuéni indikatori
prediktivnih performansi modela za trening set (Tabela 3) [223,225,248]. Iako je LOO tehnika Siroko
primjenjena zbog svoje jednostavnosti, osnovni nedostak je opasnost od prekomjernog fitovanja. U cilju
smanjenja ovog rizika, predlozene su alternativne metode poput "leave-many-out" (LMO) ili "leave-
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some-out" (LSO) validacije, gdje se istovremeno izostavlja veci broj jedinjenja iz trening seta. Ove
metode omogucavaju rigorozniju procjenu modela i smanjuju rizik prekomjernog optimizovanja
parametara.

U metodama masinskog ucenja, posebno kod ansambl tehnika poput slu¢ajnih Suma (Random Forest),
kljuéni parameter interne validacije je "out-of-bag" (OOB) greska koja se koristi kao zamjena za klasi¢nu
unakrsnu validaciju. Ovaj parametar omogucava internu procjenu tacnosti modela bez potrebe za
zasebnim skupom podataka [249].

Prilikom treniranja modela, svako stablo u nasumi¢noj Sumi se gradi kori§¢enjem bootstrap uzorkovanja,
pri ¢emu se otprilike 2/3 podataka nasumicno bira za treniranje, dok preostala 1/3 jedinjenja nije
ukljucena u izgradnju stabla. Ova neiskoris¢ena jedinjenja predstavljaju OOB skup, koji se zatim koristi
za nezavisnu procjenu performansi modela. Model predvida aktivnost za svako jedinjenje koje nije bilo
ukljuceno u treniranje odgovarajucih stabala, a potom se na osnovu odstupanja izmedu predvidenih i
stvarnih vrijednosti odreduje OOB greska kao jedan od bitnih parametara interne validacije [249].

Eksterna validacija

Eksterna validacija, koja se Cesto naziva "zlatnim standardom" u procjeni prediktivnih sposobnosti
QSAR modela, se zasniva na testiranju modela na skupu podataka koji nije koris¢en tokom njegovog
razvoja (jedinjenja iz test seta). Eksterna validacija osigurava da model nije preprilagoden (overfitted) na
trening set i da moze pruziti pouzdane predikcije za nova jedinjenja [223].

Sljedeci parametri se koriste za eksternu validaciju (Tabela 3):

e RZprea — koeficijent determinacije za test set, koji ukazuje na sposobnost modela da predvidi
aktivnosti jedinjenja koja nisu koriS¢ena za kreiranje modela.

e  RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) — metricki pokazatelj koji procjenjuje greSku
predvidanja za jedinjenja iz test seta. NiZe vrijednosti RMSEP ukazuju na bolje performanse
modela.

o r’m — metri¢ki pokazatelj koji integriSe tatnost predikcije i robusnost modela. Vrijednosti r2, i
1'm treba da budu bliske jedna drugoj i veée od 0,5 kako bi se model smatrao pouzdanim [250].

e Ar’m —razlika izmedu i r2, ir”m, treba biti manja od 0,2. Ova razlika ukazuje na konzistentnost
prediktivnih performansi modela [250].

Integracija rezultata interne 1 eksterne validacije omogucava sveobuhvatnu procjenu kvaliteta QSAR
modela, osiguravajuci da razvijeni model zadovoljava visoke standarde naucne rigoroznosti i prakti¢ne
primjene.
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Tabela 3. Parametri za internu i eksternu validaciju QSAR modela

Parametar  Formula Napomena Zahtjev
Interna validacija
Y training eksperimentalne
plCso vrijednosti;
Koeficijent 5 (Veraining — Verain )2 jr‘ir_"‘gg‘;lgos*ﬁ predvidene pICso
determinacije RZ = training __training VIl . >0,9
R? Z(Ytraining - Ytraining)2 thining N SrednJ a
eksperimentalna pICso
vrijednost  jedinjenja iz
trening seta
e — razlika izmedu stvarnih i
Rezidualna n predvidenih vrijednosti LOO
suma kvadrata PRESS = 2 e?i) tehnikom
PRESS i1 n — broj jedinjenja u trening
setu
Unakrsno Y training eksperimentalne
validirani pICso vrijednosti;
koeficijent Q@=1- PRESS Y training - srednja ) o
determinacije 2 (Yiraining — Ytraining)z eksperimentalna pICso ’
Q’Loo vrijednost  jedinjenja iz
trening seta
Greska
predvidanja PRESS n — broj jedinjenja trening
modela RMSEE = [——
(trening set) n seta
RMSEE
Eksterna validacija
Yiest — eksperimentalne pICso
. vrijednosti;
dKoeﬁ.CU ent R ) Yest —predvidene  pICso
eterminactje Z(Ytest - Ytest) vrijednosti;
za test set Rf)red =1- - 7R ! ’ dni >0,7
Predikcioni ¥ (Yeest = Yeraining ) raining Srechya
) ekﬁperlmentalpa o pIC-so
vrijednost  jedinjenja iz
trening seta
Greska
predvidanja
modela RMSEP = @ n — broj jedinjenja test seta
(test set) \‘ n
RMSEP
r* i r% su koeficijenti
determinacije izraCunati za
r2 metrika 12 = 12(1— |r? 12 korelaciju izmedu 0,5

eksperimentalnih i previdenih
vrijednosti  za
jedinjenja.

test set
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ro? je kvadratni korelacioni
koeficijent izmedu
r2 metrika rr/nz =r?(1- [rz2— l‘é 2) predvidenih i <0,2
eksperimentalnih vrijednosti

5) Domen primjenljivosti 2D-QSAR i 3D-QSAR modela

Nakon validacije, neophodno je odrediti domen primjenljivosti (Applicability domain, AD) 2D 1 3D-
QSAR modela koji definiSe fizicko-hemijski, strukturni ili bioloski prostor u kojem se ocekuje da
predvidanja modela budu pouzdana i validna. Drugim rije¢ima, formirani 2D i 3D-QSAR modeli nisu
univerzalni i ne mogu se primjenjivati na beskonacan broj razliCitih hemijskih entiteta. Njihova
pouzdanost je ograniena na predvidanje aktivnosti jedinjenja koja posjeduju fizicko-hemijske ili
strukturne karakteristike sli¢ne jedinjenjima koris¢enim za razvoj modela (trening set) [251,252].

Granice hemijskog prostora u okviru kojih model zadrzava validnost su odredene svojstvima jedinjenja
iz trening seta. Predvidanja za jedinjenja koja izlaze van ovih granica su ¢esto nepouzdana i podlozna
znacajnim greSkama. Na primjer, krajnje pojednostavljeno objasnjenje bi bilo sljedece: ukoliko model
obuhvata jedinjenja sa malim molekulskim masama i jednostavnim funkcionalnim grupama, previdanje
aktivnosti slozenih molekula bi¢e nepouzdano.

Za odredivanje domena primjenljivosti QSAR modela je razvijen Sirok spektar metoda, ukljucujuci
[252]:

o metode zasnovane na opsijegu vrijednosti (range-based methods),
o geometrijske metode (geometrical-based methods),

o metode bazirane na udaljenosti (distance-based methods),

o metode zasnovane na sli¢nosti (similarity-based methods),

o metode zasnovane na fragmentima (fragment-based methods),

o funkcije gustine vjerovatnoce (probability-density functions).

U okviru ove doktorske disertacije, za definisanje domena primjenljivosti je koriS¢ena jedna od metoda
baziranih na udaljenosti, poznata kao /everage metoda (leverage method). Ova metoda predstavlja jednu
od najcesce koris¢enih u QSAR analizi, jer kvantifikuje uticaj koji pojedinacno jedinjenje iz trening seta
ima na formiranje modela. Leverage se ratuna na osnovu “udaljenosti” hemijskog jedinjenja od
eksperimentalnog prostora modela, definisanog deskriptorima jedinjenja iz trening seta [251,253].
Jedinjenja sa niskim vrijednostima /everage-a imaju minimalan uticaj na izgradnju modela, dok
jedinjenja sa visokim leverage vrijednostima doprinose njegovom razvoju, Sire¢i hemijski prostor koji
model moze efikasno da pokrije. Na primjer, jedinjenje sa rijetkom ili jedinstvenom funkcionalnom
grupom moze imati visok /everage, jer unosi nove informacije koje nisu zastupljene kod drugih jedinjenja
u trening setu [254].

Dodatno, leverage pristupom se procjenjuje pouzdanost predikcija formiranog modela za jedinjenja iz
test seta. h* je grani¢na vrijednost definisana kao:

h*=3p/n
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pri cemu je p broj koriS¢enih deskriptora modela uvecan za jedan, a n broj jedinjenja u trening setu.
Jedinjenja iz test seta za koja vazi da je h>h* se smatraju hemijski razli¢itim od jedinjenja iz trening seta
i, prema tome, van domena primjenljivosti. Na primjer, ako QSAR model ukljucuje deskriptore povezane
sa hidrofilnos¢u, jedinjenje iz test seta koje pokazuje izrazito hidrofobne karakteristike moze imati h>h*
Sto ukazuje na njegovu udaljenost od trening seta i potencijalno nepouzdanu predikciju [252].

Za graficki prikaz domena primjenljivosti QSAR modela koristi se Williamsov grafikon. Ovaj alat pruza
vizuelno jasnu identifikaciju jedinjenja koja su:

1. Odmjetnici u odgovoru — jedinjenja sa standardizovanim rezidualima R>3c, gdje je o
standardna devijacija.
2. Strukturno razli¢ita — jedinjenja sa h>h*.

Kombinovana analiza ovih faktora omogucava preciznu identifikaciju nepouzdanih predikcija. Na
primjer, Williamsov grafikon moze ukazati na jedinjenje iz test seta koje ima visok rezidual 1 vrijednost
h>h~, $to sugeriSe da je jedinjenje strukturno razlicito i prediktivno nepouzdano [252].

6) Dostupnost QSAR modela

Prema najboljim praksama za izvjeStavanje o QSAR modelima, danas se modeli 1 pripadajuci skupovi
podataka najCeS¢e pohranjuju na javno dostupnim online platformama poput GitHuba ili
specijalizovanim repozitorijjumima namjenjenim djeljenju naucnih podataka [255]. Jedan od
najznacajnijih repozitorijuma za QSAR/QSPR modele je QsarDB, koji omogucava digitalnu
organizaciju, arhiviranje i citiranje QSAR modela i podataka [256].

QsarDB je pametni repozitorijjum koji je dizajniran sa ciljem podrZavanja transparentnosti 1
replikabilnosti QSAR istrazivanja, pruzajuci korisnicima mogucénost jednostavnog otkrivanja, pretrage i
ponovne upotrebe modela. Kljuéna prednost ovog repozitorijuma jeste mogucnost dodjeljivanja
identifikatora digitalnog objekta (Digital Object Identifier, DOI), ¢ime se obezbjeduje trajna dostupnost
i referenciranje modela u nau¢noj literaturi.

U okviru ove disertacije, razvijeni regresioni modeli Random Forest maSinskog ucenja bi¢e pohranjeni
u QsarDB repozitorijumu, ¢ime ¢e biti omogucena njihova besplatna dostupnost nauc¢noj zajednici.
Pohranjivanje modela na ovaj na¢in omogucava in silico predvidanje bioloSke aktivnosti za nove,
dizajnirane molekule, ¢ime se doprinosi daljoj primjeni QSAR modelovanja u dizajnu lijekova. Svi
podaci 1 modeli predstavljeni u ovoj disertaciji bi¢e dostupni za preuzimanje i1 koriS€enje, ¢ime se
podstice otvorena nauka i dalji razvoj raCunarskih metoda u kompjuterskoj hemiji.

1.8.3. Razvoj novih lijekova: od visokopropusnog do virtuelnog skrininga

Dugi niz godina visokopropusni skrining (HTS, High-Throughput Screening) je predstavljao
najkori$¢eniju metodu za otkrivanje novih lijekova. Ova tehnika je ukljucivala in vitro testiranje velikih
biblioteka hemijskih supstanci na specificnom bioloSkom supstratu sa ciljem identifikacije jedinjenja
koje pokazuje bioloSku aktivnost prema datom ciljnom mjestu, tzv. kit jedinjenje. lako je HT'S omogucio
znacajne iskorake u oblasti farmaceutskih istrazivanja, njegova primjena nosi znaajne izazove, prije
svega u pogledu troSkova i resursa. Na primjer, sprovodenje HTS-a zahtijeva sofisticiranu opremu, velike
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koliCine reagenasa i visoko obuceno osoblje, Sto kumulativno rezultira visokim finansijskim 1
vremenskim optereéenjem [211]. Ovi izazovi postaju jo§ izrazeniji kod identifikacije multi-target
liganada. U ovom slucaju, HTS bi podrazumijevao testiranje svake supstance iz biblioteke na viSe
razlicitih ciljnih molekula, §to eksponencijalno povecava vrijeme, resurse i troskove istrazivanja.

Razvojem CADD tehnologija dizajna lijekova tradicionalni HTS sve ¢esc¢e ustupa mjesto efikasnijim i
primjene virtuelnog skrininga u otkrivanju novih lijekova je zabiljezen 80-ih godina, kada je primjenom
VS identifikovan novi dopamine D2-R agonista [257,258]. Ovaj dogadaj je oznacio pocetak revolucije 1
modernu eru u razvoju lijekova. S druge strane, termin virtuelni skrining jer prvi put, kao takav, spomenut
1997. godine [223]. Virtuelni skrining se zasniva na koriS¢enju kompjuterskih tehnika u cilju
identifikacije 4it jedinjenja. DanasSnji softveri omogucavaju skrining biblioteka od po nekoliko miliona
jedinjenja u svega nekoliko sati Sto istice osnovnu prednost VS u odnosu na HTS — uSteda vremenskih 1
novcanih resursa [258].

U zavisnosti od tipa dostupnih podataka, koriste se dvije osnovne tehnike VS:

3) Virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda (Ligand-Based Virtual Screening, LBVS)
4) Virtuelni skrining zasnovan na strukturi ciljnog mjesta (Structure-Based Virtual Screening,
SBVS)[191]

1.8.3.1.  Virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda

Ukoliko struktura ciljnog mjesta nije poznata, primjena virtuelnog skrininga zasnovanog na strukturi
liganda se moze ostvariti pod uslovom da je poznata struktura najmanje jednog liganda koji pokazuje
aktivnost prema odgovaraju¢em bioloskom cilju. LBVS se oslanja na pretpostavku da molekuli sli¢ne
strukture Cesto dijele slicne bioloske aktivnosti, Sto omogucava identifikaciju potencijalno aktivnih
jedinjenja unutar velikih hemijskih biblioteka.

LBVS ukljucuje nekoliko komplementarnih pristupa:
1. Pristup baziran na strukturi farmakofore (pharmacophore-based approach):

Farmakofora se definiSe kao prostorni raspored klju¢nih funkcionalnih grupa unutar molekula
koje su odgovorne za njegovu interakciju sa ciljnim mjestom dejstva. Ovaj pristup omogucéava
identifikaciju potencijalno aktivnih jedinjenja na osnovu njihovih zajednickih farmakofornih
karakteristika, bez potrebe za poznavanjem trodimenzionalne strukture bioloskog targeta. Za
sprovodenje ovog pristupa je neophodno da bude dostupno viSe aktivnih molekula, jer se
kombinacija njihovih zajedni¢kih osobina moZe koristiti za generisanje farmakofore koja
preciznije opisuje kljucne strukturne elemente odgovorne za aktivnost [260]. Dva klju¢na koraka
u sprovodenju ovog pristupa ukljucuju:

a) Generisanje farmakofore: Zasniva se na identifikaciji klju¢nih funkcionalnih grupa 1
njihovih prostorno-geometrijskih odnosa u aktivnim molekulima. Razli¢iti softverski alati se
koriste u ovoj fazi, ukljucujuéi:

o LigandScout: Specijalizovan za vizualizaciju farmakofora iz kristalnih struktura liganda
vezanih za receptor.

o MOE (Molecular Operating Environment): Omoguc¢ava modelovanje farmakofora 1
njihovu optimizaciju.

o PHASE: Softver razvijen za farmakofornu analizu u okviru velikih hemijskih biblioteka.
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2.

b)

3.

o GASP i DISCO: Alati za uskladivanje i identifikaciju zajednickih farmakofora.
o HipHop i HypoGen: Pristupi generisanju farmakofora zasnovani na hipotezama i
optimizaciji [258].

b) Skrining biblioteke jedinjenja prema generisanoj farmakofori: Generisana farmakofora
se koristi za virtuelni skrining biblioteke jedinjenja kako bi se identifikovali molekuli koji
zadovoljavaju definisane farmakoforne kriterijume. Softverski alati brzo analiziraju stotine
hiljada ili ¢ak miliona jedinjenja izdvajaju¢i ona sa najve¢im potencijalom za bioloSku
aktivnost.

Pristup baziran na sli¢nosti (similarity-based approach)

Fundamentalna ideja koja stoji u osnovi pristupa baziranog na sli¢nosti je formulisana od strane
naucnika Johnsona 1 Maggiore 1990. godine. Njihov koncept, poznat kao "princip sli¢nosti", se
zasniva na pretpostavei da strukturno sli¢na jedinjenja Cesto dijele slicne fizicko-hemijske
osobine 1 bioloske aktivnosti. Prema ovom principu, ocekuje se da jedinjenja koja su strukturno
slicna vode¢em aktivnom molekulu (poznatom i kao referentni ligand) ispoljavaju sli¢nu biolosku
aktivnost na ciljnom mjestu. Za primjenu ovog pristupa je dovoljna identifikacija jednog
poznatog aktivnog molekula, koji sluzi kao referentni ligand, i odgovaraju¢e baze hemijskih
jedinjenja. Pristup baziran na sli¢nosti omogucava virtuelni skrining velikih hemijskih biblioteka
u cilju identifikacije potencijalnih analoga poznatih lijekova, $to ga ¢ini Siroko primjenjivim u
savremenim istrazivanjima lijekova. Najjednostavnija forma ovog pristupa koja se primjenjuje je
substrukturni skrining — bazira se na sli¢nostima u 2D strukturi. Klju¢ni koraci u sprovodenju
pristupa baziranog na sli¢nosti su:

Izbor referentnog liganda i baze jedinjenja: Referentni ligand predstavlja polaznu tacku za
analizu. Njegova struktura sluzi za poredenje sa jedinjenjima iz baze podataka. Baze jedinjenja
moze sadrZati molekule iz komercijalnih hemijskih biblioteka ili prirodnih izvora.

Definisanje molekulskih deskriptora: Molekulski deskriptori su numericke reprezentacije
molekula koje kvantifikuju razli¢ite aspekte njihove strukture i1 fizicko-hemijskih svojstava.
Najcesce koris¢eni deskriptori u pristupu baziranom na slicnosti danas uklju¢uju molekulske
otiske (fingerprints) - binarni deskriptori koji predstavljaju prisustvo (1) ili odsustvo (0)
specifiénih strukturnih karakteristika, kao Sto su funkcionalne grupe, prstenovi ili vezivne
relacije.

Izbor metrika sli¢nosti: Koriste se za kvantifikaciju stepena strukturne sli¢nosti izmedu
referentnog liganda 1 jedinjenja iz baze. Medu najces¢e koriS¢enim metrikama je Tanimotov
indeks, koji izrazava stepen zajedniCkih strukturnih elemenata u odnosu na ukupan broj
karakteristika prisutnih u dva molekula. Vrijednost Tanimoto-vog indeksa se krece od 0 (bez
sli¢nosti) do 1 (potpuna sli¢nost). Uobicajena grani¢na vrijednost 7animoto-vog indeksa je 0,75-
0,85.

Pristup baziran na metodama masSinskog ucenja (machine learning-based approach):

Napredak u masSinskom ucenju je omogucio integraciju ovih tehnika u LBVS. Modeli se
obucavaju na osnovu dostupnih podataka o aktivnim i neaktivnim molekulima kako bi predvidjeli
potencijalnu aktivnost novih jedinjenja. Algoritmi poput neuronskih mreza, potpornih vektora
(Support Vector Machines, SVM) 1 dubokog ucenja (deep learning, DL) se Cesto koriste u ovoj
oblasti.
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Kombinacija ovih pristupa omogucava da se LBVS prilagodi specificnim potrebama istrazivanja,
pruzajuéi efikasne alate za pretrazivanje hemijskih biblioteka i identifikaciju potencijalnih Ait jedinjenja.
Prednosti LBVS pristupa ukljucuju njegovu jednostavnost, relativno niske troskove i1 Siroku
primjenljivost u raznim fazama istrazivanja lijekova. Medutim, njegova uspjesnost zavisi od kvaliteta
ulaznih podataka. Potencijalno ogranicenje je i mogucnost da strukturno sli¢na jedinjenja ne dijele uvijek
istu biolosku aktivnost, sto moze dovesti do pogresnih predikcija.

1.8.3.2.  Virtuelni skrining zasnovan na strukturi ciljnog mjesta

Kada je poznata trodimenzionalna struktura ciljnog mjesta, primjenjuje se virtuelni skrining zasnovan na
strukturi ciljnog mjesta (SBVS). Ovaj pristup omogucéava direktno modelovanje interakcija izmedu
liganda i ciljnog mjesta, ¢ime se identifikuju potencijalno aktivna jedinjenja.

Najcesce koris¢ena metoda u okviru SBVS je virtuelni skrining baziran na dokingu (Docking-Based
Virtual Screening, DBVS). Doking simulira proces vezivanja liganda za ciljno mjesto, predvidajuci
optimalnu orijentaciju, poziciju i energiju vezivanja molekula.

Klju¢ni koraci u sprovodenju DBVS su:
1. Priprema proteina (ciljnog mjesta)
2. Priprema biblioteke jedinjenja
3. Sprovodenje doking studije
4. Vizuelizacija poza i izracunavanje funkcija vrijednovanja
5. Rangiranje jedinjenja

Detaljna objasnjenja svakog navedenog koraka se mogu pronaci u Poglavlju 1.9.1.1., gdje su opisane
specificne metode 1 alati koji se koriste u molekulskom dokingu.

1.9. HDAC i ROCK enzimski testovi kao klju¢ni korak u validaciji dualnih inhibitora

Sprovodenje HDAC 1 ROCK enzimskih testova predstavlja fundamentalan korak u istrazivanju
inhibitora koji djeluju na jedno ili viSe ciljnih mjesta. Ovi testovi omogucavaju eksperimentalnu
validaciju rezultata dobijenih in silico studijama koje su fokusirane na dizajn jedinjenja sposobnih za
simultano djelovanje na odredene ciljne molekule. Primjena enzimskih testova pruza kvantitativne
podatke o inhibiciji ciljnih enzima, Sto je klju¢no za procjenu efikasnosti 1 selektivnosti testiranih
jedinjenja.

Fluorescentni test za ispitivanje HDAC aktivnosti

Za odredivanje efekata na razli¢ite HDAC izoforme i nuklearne ekstrakte koriS¢en je fluorescentni test
koji se zasniva na primjeni specificnog peptida, K-Ac-AMC [261]. Ovaj peptid sadrzi acetilovanu
lizinsku grupu (K-Ac) povezanu sa fluoroforom AMC (7-amino-4-metilkumarin), ¢cime omogucéava
detekciju aktivnosti HDAC enzima kroz sljedece faze [262]:

1. Deacetilacija peptida: U prisustvu HDAC enzima, acetil grupa sa lizinskog ostatka peptida se
uklanja (Slika 13).
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2. Razgradnja peptida: Deacetilovani oblik peptida se razgraduje u prisustvu tripsina, oslobadajuci
AMC fluoroforu (Slika 13).

3. Mjerenje fluorescencije: Oslobodena AMC fluorofora emituje fluorescenciju na talasnoj duzini
od 460 nm, $to omogucava kvantifikaciju HDAC aktivnosti (Slika 13).

U prisustvu HDAC inhibitora, K-Ac-AMC peptid ostaje acetilovan, ¢ime se sprijecava njegova
deacetilacija i razgradnja od strane tripsina. Kao rezultat, oslobadanje AMC fluorofore izostaje, $to
dovodi do znacajnog smanjenja ili potpunog gubitka fluorescentnog signala [261].
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Slika 13. Sematski prikaz enzimskih testova za ispitivanje HDAC i ROCK aktivnosti. Created in
https://BioRender.com

Radioaktivni test za ispitivanje ROCK aktivnosti

Radioaktivni test za ispitivanje ROCK aktivnosti je zasnovan na fosforilaciji specificnog supstrata, Long
S6 Kinase peptida, uz kori$éenje radioaktivno obiljezenog **P-ATP kao donora fosfata [263].

Protokol datog testa ukljucuje sljedeée klju¢ne korake:

1. Reakcija fosforilacije: U odsustvu inhibitora, ROCK kinaze katalizuju prenos fosfatne grupe sa
33P-ATP na Long S6 Kinase peptid (Slika 13).

2. Detekcija fosforilacije: Fosforilisani peptidi se vezu za P81 fosfocelulozne filtere, dok se
neinkorporirani radioaktivni ATP uklanja pranjem filtera (Slika 13).

3. Mjerenje radioaktivnosti: Radioaktivnost zadrZana na filterima se mjeri kao direktan pokazatelj
aktivnosti ROCK kinaza.

U prisustvu inhibitora, fosforilacija peptida se smanjuje usled inaktivacije ROCK enzima, §to rezultira
smanjenjem ili izostankom radioaktivnosti filtera [263].
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1.10. Bioloski modeli za evaluaciju aktivnosti HDAC/ROCK multitarget inhibititora

U evaluaciji antitumorskih efekata novih jedinjenja se mogu primijeniti kako dvodimenzionalni (2D)
tako 1 trodimenzionalni (3D) tumorski modeli. Tradicionalni 2D tumorski modeli, koji su razvijeni jos
krajem 19. vijeka, predstavljaju najcesce koris¢ene in vitro sisteme za ispitivanje citotoksicne aktivnosti
novih antitumorskih agenasa. Njihova Siroka primjena je zasnovana na metodoloskoj jednostavnosti,
visokoj reproduktivnosti i finansijskoj isplativosti. Medutim, osnovni nedostatak 2D modela se ogleda u
njihovoj nemogucnosti da adekvatno oponasSaju kompleksnu arhitekturu solidnih tumora, ¢éelijsko-
matriksne interakcije, kao i kljuéne mehanizme rezistencije na hemioterapeutike. Posljedica ovih
ogranicenja jeste visok procenat lazno pozitivnih rezultata u in vitro studijama, $to dovodi do nepotrebnih
eksperimenta u in vivo fazi i posledi¢no povecane upotrebe laboratorijskih zivotinja, kao 1 znacajnih
materijalnih 1 vremenskih troskova u procesu razvoja novih lijekova [264,265].

Za razliku od konvencionalnih 2D (¢elijskih kultura, trodimenzionalni (3D) tumorski modeli
omogucavaju formiranje kompleksne prostorne arhitekture karakteristi¢ne za solidne tumore. Ovi modeli
bolje oponasaju kljuéne bioloske procese u tumorskom mikrookruzenju, uklju¢ujuéi hipoksiju,
angiogenezu, nekrozu, ¢elijsko-matriksne interakcije i ¢elijsku adheziju, $to ih ¢ini relevantnijim za
preklinicku evaluaciju novih antineoplastika [266]. Dodatno, 3D modeli omoguéavaju precizniju
rekapitulaciju ekspresionih profila gena i signalnih puteva ukljucenih u progresiju tumora i odgovor na
terapiju, ¢ime znacajno unapreduju translacionu validnost preklinickih istrazivanja u odnosu na
standardne 2D kulture [267]. Implementacija ovih modela ne samo da poboljSava prediktivnu vrijednost
ispitivanja efikasnosti i toksi¢nosti novih antitumorskih jedinjenja, ve¢ i smanjuje stopu neuspjeha
terapijskih agenasa u kasnijim fazama preklinickih 1 klini¢kih ispitivanja. S tim u vezi, primjena 3D
modela moze znaCajno doprinijeti smanjenju upotrebe eksperimentalnih Zivotinja, u skladu sa
savremenim etiCkim principima 1 konceptom zamjene (replacement) u okviru 3R strategije
(Replacement, Reduction, Refinement), koja tezi optimizaciji preklini¢kih istraZzivanja 1 minimizaciji
upotrebe in vivo modela gdje god je to moguce [265]. U okviru ove doktorkse disertacije za evaluaciju
aktivnosti 1 osobina novih potencijalnih hemioterapeutika ¢e biti koris¢eni 2D 1 3D tumorski modeli.

Uzimajuc¢i u obzir sinergisticke efekte HDAC 1 ROCK inhibitora, koji su prethodno pokazani na PDAC
1 TNBC ¢elijama u okviru ove doktorske disertacije bic¢e primjenjeni 2D 1 3D tumorski modeli PDAC-a
1 TNBC-a za evaluaciju antitumorskih svojstava novih potencijalnih hemioterapeutika.

PDAC 1 TNBC se karakteriSu izrazito invazivnim fenotipom, visokim stepenom heterogenosti 1
ograni¢enim terapijskim opcijama, Sto znacajno otezava njihovo klini¢ko lijjecenje 1 smanjuje stopu
prezivljavanja pacijenata. PDAC predstavlja jedan od najsmrtonosnijih tumora, sa izuzetno niskom
petogodisnjom stopom prezivljavanja od svega 11%. Njegova agresivnost je posljedica vise medusobno
povezanih faktora, ukljucujuéi ranu metastatsku diseminaciju, gusto stromalno mikrookruzenje bogato
fibroblastima 1 imunskim supresorima, izrazenu hemiorezistenciju, kao 1 odsustvo specifi¢nih simptoma
u ranim fazama bolesti, Sto ¢esto dovodi do kasne dijagnoze i ogranienih terapijskih mogucnosti
[70,268]. Sa druge strane, TNBC obuhvata priblizno 15-20% svih karcinoma dojke 1 predstavlja podtip
sa najnepovoljnijom prognozom [71,269]. Ovaj podtip karakteriSe odsustvo ekspresije estrogenskih
(estrogen receptor, ER) 1 progesteronskih (progesterone receptor, PR) receptora, kao i receptora za
humani epidermalni faktor rasta 2 (human epidermal growth factor receptor 2, HER2), §to TNBC ¢ini
rezistentnim na ciljane hormonske terapije 1 anti-HER?2 terapije koje su efikasne kod drugih podtipova
karcinoma dojke. Medutim, hemioterapija je i dalje osnovni terapijski pristup za TNBC, uprkos njenoj
ograni¢enoj efikasnosti 1 izraZenim nuspojavama. Procjenjuje se da ¢ak 45% pacijenata sa TNBC-om
razvija udaljene metastaze, dok je petogodiSnja stopa prezivljavanja pacijenata sa razvijenim
metastazama svega 12% [270].
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1.10.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti antineoplastika putem MTT testa

U okviru evaluacije potencijala novih antineoplastika, jedan od pocetnih koraka je odredivanje
citotoksicnosti jedinjenja. Medu razli¢itim metodama koje se koriste testovi Celijske vijabilnosti
zauzimaju centralno mjesto, jer omogucavaju kvantifikaciju broja zdravih, metabolicki aktivnih ¢éelija u
prisustvu testiranog lijeka. Na taj nacin se precizno procenjuje citotoksi¢ni efekat jedinjenja i njegova
potencijalna terapijska primjena.

Metode bazirane na tetrazolijum solima su posebno znacajne zbog svoje pouzdanosti i reproduktivnosti.
Ove tehnike se zasnivaju na sposobnosti metabolicki aktivnih ¢éelija da redukuju tetrazolijum soli u
nerastvorna formazanska jedinjenja, ¢cime omogucavaju direktno pracenje ¢elijske aktivnosti [271].

Medu najcesée koriS¢enim metodama za evaluaciju citotoksicnosti je MTT test, koji se zasniva na
upotrebi  zutog jedinjenja, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromida ((3-(4, 35-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide assay, MTT). Ovo jedinjenje sluzi kao supstrat za
mitohondrijske dehidrogenaze, enzime prisutne samo u metabolicki aktivnim celijama. Zdrave ili
tumorske Celije se tretiraju testiranim jedinjenjima tokom 48 ili 72 sata, ¢ime se omogucava potencijalno
ispoljavanje citotoksi¢nih efekata. Nakon zavrSene inkubacije, éelijama se dodaje MTT reagens. Zive
¢elije redukuju MTT do nerastvornih kristala ljubicasto-crvenog formazana uz pomo¢ mitohondrijskih
enzima (Slika 14). Kristali formazana se dalje rastvaraju dodatkom deterdzenta, najcesée natrijum-
dodecilsulfata (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS). Rastvoreni kristali daju obojeni produkt cija se
apsorbancija mjeri na talasnoj duzini od 570 nm pomocu c¢ita¢a mikroplo¢a [272]. Na osnovu
apsorbancije, racuna se ICso vrijednost, koja predstavlja koncentraciju jedinjenja potrebnu za smanjenje
vijabilnosti ¢elija za 50%.
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Slika 14. Prikaz reakcije na kojoj je zasnovano sprovodenje MTT testa u cilju ispitivanja celijske
vijabilnosti. Created in https:/BioRender.com

1.10.2. Testovi za ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na apoptozu celija

Ekstracelularni stimulusi koji oSte¢uju Celiju pokre¢u kompleksne signalne puteve unutar celije, $to u
odredenim okolnostima dovodi do ¢elijske smrti. Naj¢es¢i mehanizam celijske smrti koji indukuju
antineoplastici je apoptoza. Kao oblik programirane ¢elijske smrti, apoptoza se Cesto opisuje kao Celijski
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,»suicid” 1 predstavlja suprotnost procesu ¢elijskog rasta. Precizna regulacija balansa izmedu proliferacije
i smrti ¢elija je kljucna za odrzavanje homeostaze u organizmu [273].

Postoje dva osnovna puta aktivacije apoptotskog procesa: ekstrinzi¢ni (spoljas$nji) i intrinzi¢ni
(unutrasnji) (Slika 15). Centralni dogadaj u oba puta je aktivacija kaspaza, specificnih proteolitickih
enzima koji razgraduju ciljane proteine i omogucéavaju sprovodenje apoptoze.

a) Ekstrinzi¢ni put apoptoze zapocinje aktivacijom receptora smrti, poput CD95 receptora, koji
pripada porodici faktora nekroze tumora-TNF (7Tumor Necrosis Factor) receptora i lokalizovan
je na celijskoj membrani. Nakon vezivanja odgovarajuc¢eg liganda, transmembranski receptor
prenosi signal preko svog intracelularnog domena, Sto dovodi do aktivacije kaspaze-8. Ova
kaspaza zatim pokrece kaskadu reakcija koja, direktnim ili indirektnim putem, vodi ka apoptozi
celije [274].

b) Intrinzi¢ni put apoptoze je primarno povezan sa mitohondrijama. Ovaj proces ukljucuje
aktivaciju proapoptotskih proteina iz porodice BCL-2, koji stvaraju pore na spolja§njoj membrani
mitohondrija. Kao posljedica ovih poremecaja, dolazi do oslobadanja citohroma C i drugih
proapoptotskih molekula u citoplazmu, Sto pokrece dalje apoptotske signale [275].

Finalno, oba signalna puta rezultiraju aktivacijom kaspaze-3 i kaspaze-8 koje posreduju u zavrSnim
fazama apoptoze. ZavrSne faze ukljucuju translokaciju fosfatidilserina na spoljaSnju stranu celijske
membrane kao i degradaciju ¢elijskih komponenti koja rezultira ¢elijskom smréu [273].
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Slika 15. Detaljan prikaz spoljasnjih i unutrasnjih puteva apoptoze, kao 1 in vitro evaluacije uticaja novih
supstanci na apoptozu. Created in https://BioRender.com
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Tokom apoptoze dolazi do translokacije fosfatidilserina sa unutrasnje na spoljas$nju stranu celijske
membrane $to omogucava njegovu detekciju pomocu specifiénih metoda. Jedan od najcesce koriséenih
markera apoptoze je Aneksin-V, protein koji se u prisustvu kalcijuma specificno vezuje za fosfatidilserin.
Za vizuelizaciju 1 kvantifikaciju apoptotskih ¢elija, Aneksin-V se obiljezava fluorescentnim bojama,
poput FITC-a (fluorescein izotiocijanata), Sto omogucéava njegovu detekciju protocnom citometrijom
(Slika 15). Bojenje Aneksinom-V obiljezenim FITC-om omoguéava diferencijaciju ¢elija u razli¢itim
fazama apoptoze — ranoj i kasnoj, kao 1 identifikaciju nekroti¢nih ¢elija [276].

Kako bi se precizno razlikovale apoptotske od nekroti¢nih ¢elija, dodatno se primenjuje bojenje DNK-
specifiénim bojama, poput propidijum-jodida (PI) i 7-aminoaktinomicina D (7-AAD). Ove boje ne mogu
spontano proc¢i kroz netaknutu ¢elijsku membranu §to ih €ini pouzdanim markerima za identifikaciju
¢elija koje su izgubile integritet membrane uslijed kasne apoptoze ili nekroze [276].

1.10.3. Test za ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na ¢elijski ciklus tumorskih ¢elija

Celijski ciklus je sloZen i precizno regulisan proces koji omogucava éelijama da rastu, repliciraju
geneticki materijal i podijele se na dvije Cerke Celije. Sastoji se od Cetiri osnovne faze, koje se hronoloski
odvijaju i koordinisano regulisu:

o Gl faza: Ovo je period intenzivnog rasta ¢elije tokom kojeg se povecava zapremina citoplazme
1 sintetiSu se molekuli neophodni za replikaciju DNK. Tokom ove faze ¢elija ulazi u tzv. kontrolnu
taCku (G1/S checkpoint) gdje se provjerava integritet DNK prije zapocinjanja replikacije.

o S faza: Faza sinteze u kojoj dolazi do replikacije DNK S§to rezultira udvostruc¢enjem genetickog
materijala. Tokom ovog perioda, svaka hromatida formira sestrinsku hromatidu, pri ¢emu se
posebna paznja posvjecuje tacnosti replikacije kako bi se sprijecile mutacije.

o G2 faza: U ovoj fazi ¢elija se priprema za mitozu. SintetiSu se specifi¢ni proteini, ukljucujuci one
koji su klju¢ni za formiranje deobnog vretena. Takode se obavlja reparacija DNK, a ¢elija prolazi
kroz G2/M kontrolnu tacku, gde se provjerava kompletna replikacija DNK i integritet genoma.

o M faza: Ovo je mitoti¢ka faza, tokom koje se hromozomi ravnomjerno rasporeduju izmedu dvije
¢erke celije. Proces ukljucuje nekoliko podfaza (profaza, metafaza, anafaza, telofaza) i zavrSava
se citokinezom, kada se citoplazma dijeli i formiraju se dvije geneticki identi¢ne cerke celije.

Disfunkcija u regulaciji ¢elijskog ciklusa predstavlja osnovni mehanizam karcinogeneze omogucavajuci
nekontrolisanu proliferaciju ¢elija, izbjegavanje apoptoze i akumulaciju geneti¢kih oStec¢enja [277].

Proto¢na citometrija je jedna od najpouzdanijih metoda za analizu ¢elijskog ciklusa. Proces ukljucuje
fiksaciju ¢elija hladnim etanolom kako bi se povecala propustljivost membrane za boje koje interaguju s
DNK. Najcesce koris¢eni fluorescentni agens je propidijum-jodid (PI) koji se interkalira u strukturu DNK
molekula. Kada se PI ekscitira plavom svijetloS¢u (488 nm), emituje fluorescentni signal proporcionalan
koli¢ini DNK u ¢eliji. Kako bi se eliminisala potencijalna interferencija sa RNK, uzorci se tretiraju
ribonukleazom (RNazom), enzimom koji razgraduje RNK [278].

Rezultati dobijeni proto¢nom citometrijom omogucavaju preciznu kvantifikaciju ¢elija u razli¢itim
fazama ciklusa (G1, S, G2/M), §to je od klju¢nog znacaja za ispitivanje efekata novosintetisanih
terapijskih agenasa na proliferaciju ¢elija. Dodatno, analiza distribucije ¢elija u fazama ¢elijskog ciklusa
moze pruziti uvid u potencijalne mehanizme djelovanja antineoplastika, poput indukcije ¢elijskog zastoja
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u specificnoj fazi ili povecanja nivoa apoptoze. Ova metoda se Cesto kombinuje sa drugim tehnikama
radi sveobuhvatnog istrazivanja dinamike ¢elijskog ciklusa.

1.10.4. Testovi za ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na ¢elijsku migraciju i invaziju

Proces razvoja metastaza predstavlja klju¢nu karakteristiku progresivnih oblika tumora, jer omogucava
tumorskim ¢elijama da se odvoje od primarnih tumora, migriraju u susjedna tkiva i kolonizuju udaljene
organe. Ovaj slozen proces zahtjeva sticanje migratornih i invazivnih sposobnosti od strane tumorskih
¢elija. Metastatski fenotip tumorskih ¢elija karakteriSu znacajne promjene u dinamici ¢elijske adhezije 1
pokretljivosti, $to je povezano sa fenomenom epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) [279].

EMT omogucava celijama da izgube karakteristike epitelnih ¢elija, ¢ime sti¢u sposobnost kretanja, §to
im omogucava prodor u okolna tkiva 1 Sirenje po organizmu. Ovaj proces podrazumijeva znacajne
promjene u citoskeletu, ukljuujuéi reorganizaciju aktinskih filamenata, promjene u kontraktilnosti
¢elija, kao 1 povecanu invazivnost [280]. U kontekstu metastaziranja invazivnost ¢elija se razlikuje od
same migracije, jer invazivne celije koriste enzime, kao $to su matriksne metaloproteinaze, za
degradaciju ekstracelularnog matriksa, ¢ime se olakSava njihov prodor u vaskularni i limfni sistem. Ovaj
proces degradacije ekstracelularnog matriksa predstavlja klju¢nu fazu u omogucavanju invazije ¢elija iz
primarnog tumora u dalja tkiva i organe, §to je temelj za razvoj metastaza [281].

Ispitivanje uticaja novih jedinjenja na migraciju tumorskih delija moze se sprovoditi pomocu
dvodimenzionalnih (2D) i trodimenzionalnih (3D) modela. Naj¢esée koris¢eni 2D testovi ukljucuju:

o Scratch wound-healing test (test zarastanja rana): Celije se kultivisu u monosloju do postizanja
70-80% konfluentnosti, nakon ¢ega se formira ogrebotina sterilnom pipetom. Celije se zatim
tretiraju ispitivanim jedinjenjima, a kvantifikuje se razlika u Sirini brazde prije 1 posle tretmana
(Slika 16-A) [282].

o Transwell migration assay: Celije se postavljaju u gornju komoru sa polikarbonatnom
membranom, dok donja komora sadrzi hemoatraktante koji podsti¢u migraciju ¢elija. Migracija
¢elija kroz membranu se kvantifikuje bojenjem kristal-violet bojom nakon §to migrirane Celije
produ kroz membranu. Ovaj test omogucava preciznije mjerenje migracije u odnosu na test
zarastanja rana, ali nedostatak mu je neophodnost kompleksnije opreme za njegovo sprovodenje
(Slika 16-B) [283].
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Slika 16. A- Sematski pojednostavljeni prikaz Wound-healing testa; B- Sematski prikaz Transwell
migratornog testa; C- Sematski prikaz in vitro testa za ispitivanje anti-invazivnih osobina novih
jedinjenja. Created in https://BioRender.com

Ispitivanje uticaja novih jedinjenja na invaziju tumorskih ¢elija se sprovodi pomocu testa za ispitivanje
invazije kroz Matrigel membranu, koja simulira ekstracelularni matriks. Aparatura koja se koristi za
ispitivanje invazivnosti je slina onoj koja se koristi kod transwell migration assay-a, vz dodatak
Matrigel-au gornju komoru na polikarbonatnu membranu. Invazivne ¢elije razgraduju Matrigel 1 prelaze
u donju komoru. Kvantifikacija ¢elija u donjoj komori vrsi se bojenjem fluorescentnim bojama ili
svjetlosnom mikroskopijom, ¢ime se procjenjuje uticaj ispitivanih jedinjenja na invazivnost ¢elija [284].
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2.CILJEVI RADA
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Ciljevi ove doktorske disertacije su:

1. Razvoj protokola za racionalni dizajn ROCK inhibitora

©)

o

Implementacija metoda zasnovanih na strukturi ciljnog mjesta dejstva u cilju identifacije
bioaktivnih konformacija ve¢ poznatih ROCK1 i ROCK2 inhibitora.

Formiranje 1 validacija 3D-QSAR modela koriS¢enjem generisanih bioaktivnih
konformacija ROCK1 i ROCK2 inhibitora.

Evaluacija klju¢nih interakcija izmedu ROCKI1 i ROCK2 inhibitora i ciljnih enzima
(ROCKI i ROCK2) primjenom molekulskog dokinga.

Identifikacija farmakofore ROCK inhibitora na osnovu prethodno sprovedenih 3D-QSAR
studija i studija molekulskog dokinga.

Dizajn novih ROCK inhibitora na osnovu identifikovane farmakofore.

2. Racionalni dizajn i optimizacija struktura dualnih HDAC/ROCK inhibitora

o

o

Identifikacija solvent-exposed regiona fasudila, poznatog ROCK inhibitora sa
antitumorskim svojstvima, primjenom molekulskog dokinga na ROCKI1 i ROCK2
izoformi.

Dizajniranje HDAC/ROCK dualnih inhibitora koriSéenjem dvije strategije:
e modifikacijom strukture fasudila na osnovu identifikovanog solvent-exposed regiona;

e na osnovu dobijenih rezultata o farmakofori ROCK inhibitora i1 postoje¢ih znanja o
farmakofori HDAC inhibitora.

In silico simulacije vezivanja dizajniranih jedinjenja za ciljane enzime (ROCK1, ROCK2,
HDACI1 1 HDACS6) radi evaluacije njihovih vezivnih poza, funkcija vrijednovanja 1
selektivnosti.

3. Razvoj detaljnog in silico protokola za razvoj HDAC/ROCK dualnih inhibitora

o O O O

o O

Razvoj ML 2D-QSAR modela za ROCK2 primjenom algoritma slu¢ajnih Suma.

Razvoj ML 2D-QSAR modela za HDAC6 primjenom algoritma slu¢ajnih Suma.

Dizajn dualnih HDAC/ROCK inhibitora na osnovu rezultata ML 2D-QSAR studije.
Predvidanje aktivnosti novodizajniranih multitarget HDAC/ROCK inhibitora primjenom
generisanih ML 2D-QSAR modela.

Predvidanje vezivnih poza dizajniranih jedinjenja primjenom molekulskog dokinga.
Racunanja slobodne energije vezivanja dizajniranih jedinjenja MM-GBSA metodom.
Selekcija jedinjenja sa optimalnim predvidenim aktivnostima, vezivnim pozama
(ROCK1, ROCK2, HDACI i HDAC®6) i energijama vezivanja za dalju sintezu 1 bioloska
testiranja.
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4. Sinteza, preciS¢avanje i karakterizacija dizajniranih jedinjenja

o Razvoj i1 primjena optimalnih metoda za sintezu, izolovanje i preCiS¢avanje odabranih
jedinjenja (ROCK inhibitora i HDAC/ROCK dualnih inhibitora) uz njihovu
karakterizaciju NMR i masenom spektroskopijom radi potvrde strukture i Cistoce.

5. Invitro evaluacija bioloSke aktivnosti sintetisanih jedinjenja primjenom enzimskih testova

o Ispitivanje aktivnosti i selektivnosti novosintetisanih jedinjenja odredivanjem inhibitornih
koncentracija (ICso) primjenom enzimskih testova za ROCKI1, ROCK2, HDACI,
HDAC2, HDAC3 i HDACG.

6. In vitro evaluacija bioloSke aktivnosti sintetisanih jedinjenja primjenom 2D ¢elijskih linija
tumora dojke i pankreasa

o Ispitivanje citotoksi¢nosti novosintetisanih jedinjenja primjenom MTT testa.

o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na promjene u ¢elijskom ciklusu.

o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na promjenu mitohondrijskog
membranskog potencijala.

o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na indukciju apoptoze.

o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na produkciju mitohondrijskih i ukupnih
reaktivnih oblika kiseonika.

o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na ekspresiju aktivacionih i1 supresornih
antigena.

7. Invitro evaluacija bioloske aktivnosti sintetisanih jedinjenja primjenom 3D modela tumora
dojke i pankreasa

o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na vijabilnost tumorskih sferoida.
o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na formiranje tumorskih sferoida.
8. Ispitivanje antimigratornog i antiinvazivnog potencijala novosintetisanih jedinjenja
o Ispitivanje uticaja novosintetisanih jedinjenja na migraciju tumorskih ¢elija primjenom
testa zarastanja rana i Transwell migration testa.

o Ispitivanja uticaja novosintetisanih jedinjenja na invaziju tumorskih ¢elija primjenom
Matrigel sistema.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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Korak 1
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Slika 17. Tok doktorske disertacije. Created in https://BioRender.com

Na Slici 17. je prikazan tok rada eksperimentalnog djela ove doktorske disertacije koji ¢e biti detaljno

objaSnjen u okviru ovog segmenta.
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3.1. Studije 2D-QSAR, 3D-QSAR analize, molekulskog dokinga i LBVS u dizajnu
novih ROCK inhibitora i multitarget HDAC/ROCK inhibitora

Za potrebe ovog istrazivanja je koriS¢en niz specijalizovanih softverskih paketa koji omogucavaju
preciznu analizu molekulskih interakcija, predikciju bioloSke aktivnosti i modelovanje klju¢nih
farmakoforskih karakteristika. Lista primjenjenih softverskih alata obuhvata:

ChemBio3D Ultra 13.0 (CambridgeSoft Corporation, Cambridge, MA, USA, 2013)

GOLD Software 2022.1.0 (The Cambridge Crystallographic Data Centre, CCDC, Cambridge,
UK)

Play Molecule — ProteinPrepare.

Discovery Studio 2020 (Dassault Systémes BIOVIA, San Diego, CA, USA)

PyMOL (Schrodinger, Inc., New York, USA)

Pentacle 1.07 (Molecular Discovery Ltd., Perugia, Italy, 2013)

ChemDraw Ultra 7.0.0 (CambridgeSoft Corporation, Cambridge, MA, USA, 2013)

Gaussian 09 (Gaussian, Inc., Pittsburgh, PA, USA, 1998)

SPSS v.20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA, 2011)

Marvin Sketch 6.1.0 (ChemAxon, Budapest, Hungary, 2013)

RDkit software in Python packages within Jupyter Notebook environment using scikit-learn
machine learning library.

Scikit-learn machine learning library in Python, version 1.6.1

RDKit software, version 2024.9.6

O 0O O O 0 O O O O

3.1.1. Priprema molekula za 2D-QSAR, 3D-QSAR i molekulski doking

Svi molekuli kori§¢eni u studijama molekulskog dokinga i QSAR analize su inicijalno generisani u
dvodimenzionalnom (2D) obliku koriS¢enjem softvera Marvin Sketch 6.1.0 ili su SMILES oblici
jedinjenja direktno ekstrahovani iz baza podataka (CHEMBL, PubChem), a potom standardizovani (tzv.
Canonical smiles). U ovom koraku su odredeni i dominantni oblici jedinjenja pri fizioloSkom pH = 7,4,
nakon ¢ega su strukture saCuvane u .mol ili .sdf format.

Kako bi se osigurala adekvatna konformacijska reprezentacija molekula, izvrSena je geometrijska
optimizacija njihovih trodimenzionalnih (3D) struktura u okviru softverskog paketa ChemBio3D Ultra
13.0, koji koristi Gaussian 09 za sprovodenje kvantno-mehanickih prora¢una. Za optimizaciju geometrije
molekula su primjenjene semiempirijska PM3 metoda 1 kvantno-mehanicka Hartree-Fock metoda sa 3-
21G baznim setom, ¢ime su dobijene stabilne i fizioloski relevantne konformacije jedinjenja.

Optimizovane 3D strukture su sacuvane u .mol2 formatu koji je generisan pomocu softvera Discovery
Studio Visualiser, nakon Cega su koriS¢ene za dalju molekulsku doking analizu u cilju dobijanja
bioaktivnih konformacija jedinjenja. Bioaktivne konformacije jedinjenja su koriS¢ene za dalju 3D-QSAR
studiju.

Posebna paznja je posvecena odabiru jedinjenja, s obzirom na klju¢ni uticaj ovog koraka na validnost 1
prediktivnu sposobnost QSAR modela. Pri selekciji su razmotreni svi relevantni faktori prethodno
opisani u Poglavlju 1.9.2.1., sa posebnim fokusom na izbor jedinjenja za koja su ICso vrijednosti
odredene pod slicnim eksperimentalnim uslovima. Konkretno, kori§¢eni su iskljuc¢ivo rezultati enzimskih
testova, dok su podaci iz ¢elijskih testova izostavljeni kako bi se obezbijedila dosljednost.
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3.1.2. Studije molekulskog dokinga

Molekulski doking predstavlja klju¢nu metodolosku komponentu ove doktorske disertacije primjenjenu
za generisanje bioaktivnih konformacija inhibitora koje su dalje koris¢ene u formiranju 3D-QSAR
modela, s obzirom na to da ne postoje eksperimentalni kristalografski podaci o njihovim vezivnim
konformacijama za ciljane enzime. Molekulski doking je primjenjen zajedno sa 3D-QSAR analizom u
cilju generisanja farmakofore ROCK inhibitora. Dodatno, doking je kori$¢en i za virtuelni skrining
(docking-based virtual screening, DBVS) novodizajniranih potencijalnih multitarget HDAC/ROCK
inhibitora. U okviru DBVS omoguéena je predikcija afiniteta i stabilnosti interakcija izmedu
novodizajniranih multitarget inhibitora i ciljnih proteina HDAC1, HDAC6, ROCK1 i ROCK2, sto je
posluzilo kao osnova za selekciju najperspektivnijih jedinjenja sa visokim inhibitornim potencijalom.

3.1.2.1. Priprema kristalnih struktura enzima za molekulski doking

Kristalne strukture ciljanih enzima su preuzete iz Proteinske banke podataka (PDB,
https://www.rcsb.org/), koja predstavlja referentni izvor eksperimentalnih strukturnih podataka
biomolekula. Svakom enzimu u ovoj bazi je dodijeljen jedinstveni identifikacioni kod, a u okviru ove
doktorske disertacije su koriS¢ene sljedece kristalne strukture:

o Humana izoforma HDACI izoenzima (PDB: SICN)

o Kataliticki domen 2 (CD2) humane HDACG6 izoforme (PDB: SEDU)
o Humana ROCKI izoforma (PDB: 6E9W)

o Humana ROCK2 izoforma (PDB: 7JNT)

Za potrebe molekulskog dokinga, odabrane kristalne strukture enzima su podvrgnute standardizovanom
postupku  pripreme koji je realizovan pomocu besplatne platforme Play Molecule
(https://www.playmolecule.org/proteinPrepare/) [285]. Ovaj process je ukljucivao sljedece kljucne
korake:

o Rekonstrukcija vodoni¢ne mreZe — dodavanje vodonikovih atoma koji nedostaju u
eksperimentalno odredenim kristalnim strukturama.

o Titracija bo¢nih lanaca aminokiselina — odredivanje dominantnih oblika aminokiselinskih
ostataka pri fizioloSkom pH.

o Eliminacija nepotrebnih strukturnih elemenata — uklanjanje sekundarnih aminokiselinskih
lanaca, kristalnih molekula vode koji nisu znac¢ajni za vezivanje liganda, kao i1 drugih molekula
koji nisu kljucni za enzimsku funkciju.

Nakon zavrSetka ovog postupka, pripremljene enzimske strukture preuzete su u PDB formatu, nakon
¢ega su koriS¢ene u daljim simulacijama molekulskog dokinga.
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3.1.2.2. Protokol molekulskog dokinga

Nakon pripreme struktura liganada i enzima, molekulski doking je sproveden koris¢enjem softverskog
paketa GOLD v.5.8.1 [215], koji omogucava precizno modelovanje interakcija izmedu liganda i
aktivnog mjesta enzima. Za specifi¢ne interakcije izmedu liganda i metaloenzima (HDAC1 i HDAC6)
primijenjena je konfiguracija gold _metallo_protease _gen VS, koja osigurava pravilno formiranje
koordinativnih veza izmedu liganda i Zn** jona u katalitickom centru enzima. Za ROCK enzime je
koris¢ena konfiguracija chemscore_kinase, optimizovana za procjenu interakcija inhibitora sa ROCK1
1 ROCK2.

Vezivno mjesto za doking inhibitora je definisano sferom pre¢nika 10 A u odnosu na ko-kristalni ligand.
Broj generisanih konformacija je podeSen na 100 uz efikasnost od 100%, dok su za svaki inhibitor
sacuvane tri najbolje rangirane konformacije. Sve interakcije izmedu liganada i enzima su vizuelizovane
primjenom Discovery Studio Visualizer-a 2020 1 PyMOL [286,287].

Procjena stabilnosti vezivanja liganda za ciljano aktivho mjesto histon-deacetilaza je izvrSena
koriS¢enjem ChemScore funkcije vrijednovanja, dok je za procjenu afiniteta inhibitora ka ROCK
kinazama koris¢ena ChemPLP funkcija. Vrijednosti ovih funkcija su kori§¢ene za rangiranje liganda i
identifikaciju najpovoljnijih konformacija.

3.1.2.3. Validacija doking studija

Za validaciju pouzdanosti doking simulacija je primijenjena metoda ponovljenog dokinga ko-kristalnog
liganda. Pouzdanost je procijenjena uporedivanjem eksperimentalne ko-kristalne poze liganda sa
njegovom ponovo dokovanom pozom, pri ¢emu je kvantitativni kriterijjum bio korijen srednjeg
kvadratnog odstupanja atomskih pozicija (Root Mean Square Deviation, RMSD). RMSD je definisan
kao prosjecno odstupanje pozicija atoma ponovo dokovanog liganda u odnosu na referentnu
eksperimentalnu strukturu, prema sljede¢oj jednacini:

N
1
RMSD = NZ(ridok —rP)2
i=1

Gdje su:

o N —broj uporedenih atoma liganda

r{#°K_ koordinata atoma u ponovo dokovanoj konformaciji

rieXp— koordinata istog atoma u eksperimentalnoj strukturi

Doking procedura se smatra pouzdanom ako je RMSD izmedu eksperimentalne 1 ponovo dokovane
strukture liganda manji od 2 A.

Pored RMSD analize, vizuelna inspekcija rezultata je omogucila dodatnu evaluaciju, ukljucujucéi:
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o polozaj i orijentaciju liganda u aktivnom mjestu enzima;

o formiranje koordinativnih interakcija izmedu hidroksamske kiseline i Zn?" jona u okviru
katalitickog domena metaloenzima;

o odsustvo sternih sudara i nepovoljnih torzionih napona u ligandu (npr. clashes, bumps).

3.1.3. 2D-QSAR studije ROCK2 i HDAC6 inhibitora
3.1.3.1. Priprema skupa podataka

Skupovi podataka za inhibitore ROCK2 i HDAC6 enzima sa eksperimentalnim ICso vrijednostima su
preuzeti iz ChEMBL baze podataka i naknadno ru¢no pregledani i pripremljeni za dalje formiranje 2D-
QSAR modela (Tabele P3.1. i P3.2). Prilikom selekcije podataka za QSAR studiju, sprovedena je
detaljna evaluacija i filtracija preuzetih podataka, ukljucujuci:

o Hemijsku evaluaciju koja je podrazumijevala provjeru ispravnosti molekulskih struktura,
ukljucujuéi uklanjanje nerelevantnih struktura, kao Sto su neorganska i organometalna jedinjenja,
uklanjanje smjesa i soli 1 standardizaciju hemijskih struktura,

o BioloSku evaluaciju koja je podrazumijevala identifikaciju i analizu duplikata.

Sve strukture su predstavljene u formatu kanonskog SMILES zapisa (Canonical Simplified Molecular
Input Line Entry System). 1Cso vrijednost je odredena pomocu enzimskih testova slicnog protokola za
oba ciljana proteina — ROCK2 1 HDAC6. U okviru skupa podataka za ROCK?2 identifikovana su dva
duplikata (CHEMBL3680783 i CHEMBL3689361), za koje je izraunata prosjecna vrijednost pICso.
Stereoizomerni oblici molekula su takode detaljno analizirani, budu¢i da 2D modeli tretiraju izomere kao
identi¢ne strukture 1 dodjeljuju im iste vrijednosti molekulskih deskriptora. Imaju¢i u vidu da izomeri
mogu pokazivati razli¢itu bioloSku aktivnost, sve pICso vrijednosti za izomere su objedinjene kroz
medijanu kada je za jednu molekulsku strukturu postojalo vise od dva izomera (Tabela P3.3.). U okviru
skupa podataka za HDAC6 nisu detektovani ni izomeri ni duplikati.

Oba skupa podataka za razvoj Random Forest (RF) regresionog modela su racionalno podijeljena na
trening set (ROCK2:206 jedinjenja; HDAC6:145 jedinjenja) i test set jedinjenja (ROCK2:102 jedinjenja;
HDAC®6:72 jedinjenja) prema rastu¢em redosledu pICso vrijednosti, pri ¢emu je svaka tre¢a molekula
dodijeljena test skupu. Opseg pICso vrijednosti kod izabranih jedinjenja je bio u intervalu od 4,91 do 9,71
(QsarDB repozitorijum). Zavisna promjenljiva u okviru RF regresionog modela predstavljena je kao
negativni logaritam koncentracije jedinjenja potrebne za inhibiciju aktivnosti ciljnog proteina za 50%
(half maximal inhibitory concentration, ICso odnosno pICs).

3.1.3.2.Izracunavanje molekulskih deskriptora

Nakon selekcije jedinjenja, pristupilo se izraCunavanju 2D molekulskih deskriptora pomocu softverskog
paketa RDKit u programskom okruzenju Jupyter Notebook, uz podrsku Python biblioteka i alata za
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masinsko ucenje iz paketa scikit-learn [Pedregosa, F. et al., 2011. Scikit-learn: Machine learning in
Python. Journal of Machine Learning Research, 12(Oct), str. 2825-2830.].

IzraCunati deskriptori su analizirani i rangirani prema znacaju u odnosu na biolosku aktivnost jedinjenja.
Deskriptori koji su imali nedostajuce vrednosti ili su pokazivali visak informacija bez doprinosa modelu
su uklonjeni iz matrice podataka. Pored toga, koriS¢en je kriterijum niske varijanse uz primjenu metode
VarianceThreshold iz modula feature selection biblioteke scikit-learn, kako bi se eliminisali deskriptori
koji ne doprinose varijabilnosti skupa podataka.

3.1.3.3.Razvoj 2D-QSAR modela primjenom metoda nasumicnih Suma (Random Forest Regression)

Modeli regresije metodom nasumic¢nih Suma (Random Forest Regression, RF) su razvijeni koris¢enjem
savremenih Python biblioteka u okviru programskog okruZenja Jupyter Notebook, uz primjenu biblioteke
scikit-learn za maSinsko ucenje.

RF predstavlja ansambl-metodu koja kombinuje predikcije veéeg broja stabala odlucivanja radi
postizanja robusnije 1 preciznije regresione analize. Ova metoda koristi princip bootstrap aggregating-a
(skrac¢eno bagging), gde se iz inicijalnog skupa podataka nasumicno uzorkuje 2/3 molekulskih entiteta
(od ukupnog broja n) za treniranje svakog stabla odluc¢ivanja. Preostalih 1/3 podataka se koristi za internu
validaciju modela putem ,,out-of-bag* (OOB) procjene greske, sto omogucava objektivniju evaluaciju
bez potrebe za eksternim test setom jedinjenja.

Svako stablo odlucivanja u okviru Random Forest modela se inicijalno formira iz korjenskog ¢vora koji
obuhvata cijeli uzorak, nakon ¢ega se podaci sukcesivno razdvajaju kroz hijerarhiju ¢vorova odluc¢ivanja
koji se granaju ka terminalnim ¢vorovima u kojima se donose krajnje regresione vrijednosti.

Konstrukcija svakog stabla se zasniva ne samo na nasumi¢nom uzorkovanju molekula, ve¢ 1 na
nasumic¢nom izboru podskupa molekulskih deskriptora pri svakom ¢voru odluc¢ivanja. Naime, u svakom
¢voru model nasumic¢no bira p/3 deskriptora (gde je p ukupan broj raspolozivih deskriptora) kao
kandidate za optimalno razdvajanje. Ova strategija dodatno smanjuje korelaciju izmedu pojedinacnih
stabala, ¢ime se smanjuje mogucnost prekomjernog prilagodavanja (overfitting) 1 poboljSava
generalizaciona sposobnost modela.

Nakon izgradnje svih stabala odluc¢ivanja (njihov broj se oznacava kao n_estimators), model koristi
agregaciju predikcija svakog pojedinacnog stabla (npr. srednja vrednost u regresiji) kako bi se dobila
konacna vrijednost ciljne varijable. Parametri poput ukupnog broja stabala (n_estimators) i maksimalne
dozvoljene dubine svakog stabla (max_depth) imaju kljuan uticaj na performanse modela i moraju se
pazljivo optimizovati u skladu sa specifi¢nostima skupa podataka i kompleksnoS¢u problema.

Nakon formiranja, vr$i se validacija modela pomocu parametara interne 1 eksterne validacije koji su
objasnjeni u Poglavlju 1.8.2.1.2. Domen primjenljivosti 2D-QSAR modela zasnovanih na algoritmima
masinskog ucenja je analiziran pomoc¢u analize minimalnih 1 maksimalnih vrijednosti kori§¢enih
deskriptora, kako bi se stekao uvid u to koliko se prostor deskriptora test seta uklapa u prostor trening
seta.
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3.1.3.4.Dostupnost 2D-QOSAR modela

U skladu sa savremenim smjernicama i najboljim praksama za izvestavanje i validaciju QSAR modela,
razvijeni regresioni modeli masinskog uc¢enja bazirani na algoritmu nasumi¢nih Suma su javno dostupni
putem QsarDB repozitorijuma. Za svaki model (HDAC6 i ROCK?2) i prateéi skup podataka je dodjeljen
jedinstveni digitalni identifikator objekta (Digital Object Identifier — DOI), Sto obezbeduje
transparentnost, citabilnost i dugorocnu dostupnost rezultata istrazivanja [288].

Implementacijom modela u okviru QsarDB infrastrukture je omoguéeno njihovo ponovno koris¢enje i
primjena u prediktivnoj toksikologiji 1 farmaceutskoj hemiji. Konkretno, modeli kreirani u okviru ove
doktorske disertracije se mogu koristiti za in silico procjenu bioloske aktivnosti novodizajniranih
jedinjenja, kako za potencijalne dvostruke inhibitore enzima ROCK2 i HDACS6, tako i1 za selektivne
inhibitore svakog od pomenutih enzima pojedinac¢no. Ovakav pristup doprinosi ubrzanju procesa
racionalnog dizajna lijekova, smanjenju potrebe za skupim 1 dugotrajnim eksperimentalnim
ispitivanjima, i u skladu je sa principima zamjene, smanjenja i poboljSanja upotrebe zivotinja u nau¢nim
istrazivanjima (3R — Replacement, Reduction, Refinement).

3.1.4. 3D-QSAR studije

3.1.4.1. Selekcija jedinjenja u trening i test set

Za potrebe generisanja 3D-QSAR modela za ROCK1 1 ROCK2 kinaze, odabrano je ukupno 49 inhibitora
ROCKI1 147 inhibitora ROCK2 enzima [289-291]. Strukturni podaci i eksperimentalno odredene ICsq
vrijednosti ovih jedinjenja su preuzeti iz ChEMBL baze podataka, pri ¢emu su dodatno verifikovani kroz
izvorne nau¢ne radove iz kojih su prvobitno ekstrahovani [292]. U pripremi 3D-QSAR modela su
koriS¢ene bioaktivne konformacije odabranih inhibitora koje su generisane molekulskim dokingom.

Sva selektovana jedinjenja su podijeljena na trening set (34 jedinjenja za 3D-QSAR modelovanje
ROCKI1 1 32 jedinjenja za 3D-QSAR modelovanje ROCK?2) 1 test set (15 jedinjenja za 3D-QSAR
modelovanje ROCK1 i 15 jedinjenja za 3D-QSAR modelovanje ROCK?2). Prije same podjele podataka
sprovedena je analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA), koriS¢enjem
softverskog paketa Pentacle 1.0.7, kako bi se procijenila homogenost i raspodjela jedinjenja unutar seta
jedinjenja. Ovaj postupak je omogucio identifikaciju Cetiri strukturno razlicita klastera jedinjenja:

o Klaster I — izohinolinski derivati
o Klaster II — piridinski derivati

o Klaster III — indazolski derivati
o Klaster IV — pirazolski derivati.

Analiza glavnih komponenti (PCA) koristi matematicke metode za smanjenje dimenzionalnosti
podataka, omogucavaju¢i vizuelizaciju 1 identifikaciju kljuénih promijenljivih koje doprinose
varijabilnosti unutar skupa podataka. U ovom istrazivanju, PCA je primijenjena kako bi se osigurala
homogenost unutar ispitivanog seta i identifikovali reprezentativni uzorci. Ovaj pristup omogucéava
pouzdanu selekciju jedinjenja za trening i test setove.
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Trening set je pazljivo dizajniran kako bi obuhvatio Sirok spektar hemijskih karakteristika, ukljucujuci
predstavnike sva cCetiri klastera, osiguravajuci tako precizno modelovanje. Test set je strukturiran tako da
ukljucuje reprezentativne uzorke koji omogucavaju validaciju prediktivne sposobnosti modela. Podjela
podataka je izvrSena na nacin koji osigurava ravnomjernu raspodjelu cjelokupnog raspona pICso
vrijednosti izmedu oba seta, ¢ime je postignuta optimalna reprezentativnost podataka i pouzdanost
modela.

Ovakav pristup raspodjeli podataka garantuje da su razvijeni 3D-QSAR modeli sposobni za precizno
predvidanje pICso vrijednosti, uz osiguranu primjenljivost na raznovrsne hemijske strukture. Time se
dodatno potvrduje njihova korisnost u buduc¢im istrazivanjima usmjerenim ka inhibiciji ROCK kinaza.

3.1.4.2. Razvoj 3D-OSAR modela za ROCK1 i ROCK?2

3D-QSAR modeli za ROCK1 i ROCK2 kinaze su razvijeni koris¢enjem softverskog paketa Pentacle
1.07, sa ciljem identifikacije klju¢nih strukturnih determinanti koje su neophodne za efikasnu inhibiciju
ovih kinaza. Ovi modeli pruzaju detaljan uvid u molekulske interakcije koje uti¢u na inhibitorni
potencijal jedinjenja, ¢ime mogu znac¢ajno doprinijeti dizajnu novih farmaceutskih agenasa.

Razvoj 3D-QSAR (ROCKI1) i1 3D-QSAR (ROCK2) modela je zapocet izraCunavanjem
trodimenzionalnih molekulskih deskriptora nezavisnih od poravnanja, GRIND deskriptora pomocu
Pentacle 1.07 [245]. Ovi deskriptori se baziraju na konceptu polja molekulskih interakcija (MIF), koji
omogucava identifikaciju klju¢nih ligand-receptor interakcija [244]. Receptori su predstavljeni pomocu
Cetiri vrste hemijskih proba koje simuliraju razli¢ite tipove interakcija sa ligandom u bioloSkom sistemu:

o DRY proba reprezentuje hidrofobne interakcije;

o TIP proba analizira sterne interakcije 1 oblik jedinjenja, Sto doprinosi optimizaciji molekulske
zapremine 1 konformacione fleksibilnosti;

o O proba (karbonilni kiseonik) i N1 proba (amidni azot) simuliraju akceptore i donore
vodoni¢nih veza 1 samim tim formiranje vodoni¢nih interakcija koje su presudne za specificnost
1 jacinu ligand-receptor vezivanja.

Polja molekulskih interakcija se generiSu postavljanjem liganda u centar trodimenzionalnog
koordinatnog sistema ("kavez"), dok se hemijske probe pomjeraju duz mreze sa razmakom od 0,5 A.
Ovaj postupak omogucava preciznu identifikaciju energetski favorizovanih interakcija. Dobijeni podaci
Cesto sadrZe stotine hiljada potencijalno znacajnih MIF-ova, od kojih se selektuju energetski najznacajniji
¢vorovi pomoc¢u ALMOND algoritma [244].

U narednom koraku CLACC algoritam transformiSe odabrane MIF-ove u GRIND deskriptore nezavisne
od poravnjanja, ekstrahujuc¢i do 1000 najznacajnijih interakcija. Dodatna selekcija GRIND varijabli se
postize primjenom frakcionog faktorskog dizajna (FFD), ¢ime se eliminiSu redundantne informacije i
smanjuje dimenzionalnost podataka, Sto poboljSava pouzdanost predvidanja QSAR modela [293].

Nakon selekcije najrelevantnijih GRIND varijabli, pristupa se formiranju 3D-QSAR modela za ROCK 1
1 ROCK2. Kao zavisna varijabla koriste se eksperimentalno odredene vrijednosti pICso, dok GRIND
deskriptori predstavljaju nezavisne varijable. Modeli se razvijaju metodom parcijalne regresije najmanjih
kvadrata (PLS), koja omogucava efikasnu analizu viSedimenzionalnih podataka i uspostavljanje
korelacije izmedu molekulske strukture i1 bioloske aktivnosti.
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Rezultati ovih 3D-QSAR modela omogucavaju identifikaciju kljuénih molekulskih determinanti za
inhibiciju ROCK kinaza i njihovu dalju primjenu u racionalnom dizajnu novih terapijskih jedinjenja sa
potencijalnom aktivnosScu.

Finalno, 3D-QSAR modeli su validirani pomoc¢u parametara interne i eksterne validacije koji su detaljno
predstavljeni u Poglavlju 1.8.2.1.2, a domen primjenljivosti ovih modela je odreden primjenom leverage
pristupa (Poglavlje 1.8.2.1.2).

3.1.5. Virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda (Ligand-based virtual screening, LBVS)

Virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda (/igand-based virtual screening, LBVS) se zasniva
na identifikaciji vodeéeg molekula koji se dalje podvrgava LBVS sa ciljem pronalazenja strukturno i
farmakoforno slicnih molekula koji bi mogli ispoljiti uporedivu ili superiorniju biolo§ku aktivnost. U
okviru LBVS u ovoj doktorskoj disertaciji je bilo uklju¢eno priblizno sedam miliona molekula iz
ZINCI15 baze podataka, koja predstavlja jedan od najobimnijih izvora komercijalno dostupnih, kao i
dodatni interni skup racionalno dizajniranih jedinjenja sa potencijalnom multitarget HDAC/ROCK
inhibicije [294].

Sva jedinjenja su prvobitno podvrgnuta trodimenzionalnoj optimizaciji pomocu softverskog paketa
LigPrep, koriste¢i OPLS4 Force Field u cilju dobijanja energetski povoljnih i geometrijski relevantnih
konformacija koje odrazavaju bioloski aktivne 3D oblike molekula.

Virtuelni skrining je sproveden primjenom metode Shape screening, zasnovane na konceptu strukturne
komplementarnosti u trodimenzionalnom prostoru. Kao kriterijum selekcije je koriS¢ena sli¢nost u
odnosu na identifikovanu vode¢i molekul, pri ¢emu je oblik molekula reprezentovan putem Typed
Pharmacophore pristupa [295]. Ovaj metod ukljucuje zapreminsko poredenje farmakofornih elemenata,
pri ¢emu su vode¢i molekuli sluzili kao referentni obrasci (shape queries) za preklapanje preostalih
molekula u bazi podataka.

Farmakoforne tacke su definisane prema standardima softverskog alata Phase, koji omogucava preciznu
identifikaciju klju¢nih funkcionalnih grupa uklju€enih u vezivanje za ciljnu makromolekulu [296]. U
okviru algoritma, svako farmakoforno mesto je modelovano kao sfera pre¢nika 2 A, a sli¢nost je
kvantifikovana na osnovu preklapanja volumena izmedu mjesta istog tipa (npr. akceptor vodoni¢ne veze
sa akceptorom, donor sa donorom itd.).

Dobijeni rezultati su iskazani preko numeri¢ke vrijednosti parametra Shape Sim, koji predstavlja
kvantitativnu mjeru sli¢nosti izmedu molekula u bazi i vode¢ih struktura. Visoke vrijednosti ovog
parametra ukazuju na visok stepen strukturne i farmakoforne podudarnosti, $to dodatno opravdava izbor
kandidata za dalju in silico 1 eventualnu eksperimentalnu validaciju u kontekstu razvoja multitarget
HDAC/ROCK inhibitora.
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3.2. Sintetske procedure
3.2.1. Hemikalije i oprema

Svi koriS¢eni reagensi i hemikalije su bili visoke ¢istoce i nabavljeni od renomiranih proizvodaca, kako
bi se osigurala pouzdanost i reproduktivnost eksperimentalnih rezultata.

U eksperimentalnom radu je koriS¢ena visokokvalitetna laboratorijska oprema kako bi se osigurala
preciznost i tacnost svih analiza i sinteza:

o Analiti¢ka vaga: Adventurer-Pro, proizvoda¢ Ohaus Corporation
o Magnetna mjeSalica sa grejaCem: Tehtnica Rotamix SHP-10
o NMR spektrometar: Bruker Ascend 400, USA

o Ploc¢e za tankoslojnu hromatografiju (TLC): Kieselgel 60 F254, dimenzije 20 x 20 cm,
proizvoda¢ Merck

o Rotacioni vakuum upariva¢ visokih performansi: Rotary vane pump RZ 2.5, Vacuumbrand,
Wertheim, Nemacka

o Rotacioni vakuum uparivac: Heidolph Rotary Evaporator

o Teéni hromatograf sa masenim detektorom (LC/MS): Agilent Technologies 6210 Time-of-
Flight sistem sa elektrosprej izvorom jonizacije

o UV komora za vizuelizaciju TLC rezultata: UV-Cabinet, Camag, Muttenz, Svajcarska
3.2.2. Sinteza benzil-bromid derivata — OpS$ta procedura A

Supstituisani benzaldehid (1,25 ekvivalenata) je rastvoren u 10 mL 1 M rastvora natrijum-hidroksida
(NaOH), nakon cega je postepeno dodat natrijum-borohidrid (NaBH4, 1 ekvivalent) uz odrZavanje
temperature na 0 °C. Reakciona smjeSa je zatim ostavljena da se mjeSa na sobnoj temperaturi 30 minuta
kako bi se omogucila potpuna redukcija karbonilne grupe do odgovarajuceg alkohola. Nakon zavrSetka
redukcije, dodat je 2 M rastvor hlorovodoni¢ne kiseline (HCI) na 0 °C, sve dok nije postignuta potpuna
neutralizacija smjese.

Dobijeni benzilni alkohol je ekstrahovan pomocu etil-acetata, nakon Cega je organski sloj osusen nad
anhidrovanim natrijum-sulfatom (Na>SOs4). Uparavanjem rastvaraca je dobijeno uljasto jedinjenje, koje
je zatim rastvoreno u 10 mL dihlorometana (DCM), nakon ¢ega je u kapima dodat fosfor-tribromid (PBrs3,
1,5 ekvivalenata), uz pazljivo odrzavanje temperature reakcione smjese na 0 °C. MjeSanje reakcione
smjeSe je nastavljeno na sobnoj temperaturi tokom 3 sata, ¢ime je omogucena potpuna konverzija
alkohola u benzil-bromid.

Po zavrSetku reakcije, dodat je ledeno hladan rastvor natrijum-bikarbonata (NaHCOs3), kako bi se
neutralisali eventualni ostaci kiselih reagenasa i nusprodukata reakcije. Dobijeni derivati benzil bromida
su ekstrahovani pomo¢u DCM, a organski sloj je zatim osusen nad anhidrovanim sredstvom (Na>SOs) 1
uparen do suva. Preostali uljani product je koriS¢en bez precis¢avanja u narednim fazama sinteze.
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3.2.3. Sinteza derivata sekundarnih amina — OpSta procedura B

U rastvor odgovarajuce karboksilne kisjeline (2,39 mmol) u 0,5 mL dimetilformamida (DMF), je pazljivo
dodato 3 mL tionil-hlorida (SOCI,) ili oksalil-hlorida (COCI),. Reakciona smjesa je zagrijavana do 70
°C 1 mijeSana tokom no¢i, omogucavajuéi efikasnu konverziju karboksilne kiseline u odgovaraju¢i acil-
hlorid. Nakon hladenja, viSak tionil-hlorida/oksalil-hlorida i DMF-a je uparen na vakuum uparivacu,
¢ime su dobijeni odgovaraju¢i acil-hloridi.

Dobijeni acil-hloridi su rastvoreni u 5 mL acetonitrila, nakon ¢ega je uslijedilo dodavanje odgovarajuéeg
N-Boc-sekundarnog diamina (1 ekvivalent) i trietilamina (3 ekvivalenta) kao baze. Reakciona smjesa je
zagrijavana na refluksu tokom 3 sata, omogucéavajuéi formiranje amidne veze. Po zavrsSetku reakcije,
acetonitril je uklonjen uparavanjem, a dobijeni ostatak je rastvoren u 5 mL dihlorometana. Zatim je
dodato 0,7 mL trifluorosiréetne kiseline (TFA), a smjesa je ostavljena da se mjeSa preko noci na sobnoj
temperaturi, uz pracenje zavrsetka reakcije tankoslojnom hromatografijom (TLC).

Po zavrSetku reakcije, dihlorometan je uklonjen uparavanjem, a ostatak je tretiran zasi¢enim rastvorom
kalijum-karbonata (K2CO3). Proizvod je zatim ekstrahovan pomocu etil-acetata (3 x 10 mL), a organski
slojevi su osusSeni nad anhidrovanim natrijum-sulfatom (Na>SOs). Nakon uklanjanja rastvaraca
uparavanjem izolovani su dobijeni derivati sekundarnih amina u prinosima od 50-65%.

3.2.4. Sinteza bromo-hidroksamskih derivata — OpSta procedura C

Mjesavina bromokarboksilne kiseline (5 mmol) i tionil-hlorida (SOCl2, 5 mL) je zagrijavana na
temperaturi refluksa tionil-hlorida tokom no¢i, ¢ime je omogucéena potpuna konverzija u odgovarajuci
acil-hlorid. Nakon zavrSetka reakcije, viSak tionil-hlorida je uklonjen pomocu vakuum uparivaca, a
dobijeni ostatak je rastvoren u 10 mL dietil-etra.

Pripremljeni etarski rastvor je dodat postepeno, u kapima, u vodeni rastvor hidroksilamina (NH>OH, 2,2
ekvivalenta, 50%-ni maseni udio), pri ¢emu je temperatura reakcione smjeSe odrZavana na sobnoj
temperaturi. MjeSanje je nastavljeno tokom jednog sata kako bi se omogucila potpuna reakcija acil-
hlorida sa hidroksilaminom, pri ¢emu su formirani derivati bromohidroksamske kiseline.

Dobijeni produkti su ekstrahovani pomocu etil-acetata (3 x 15 mL), a organski slojevi su osuseni nad
anhidrovanim natrijum-sulfatom (Na>SQO4). Nakon filtracije, rastvarac je uklonjen uparavanjem ¢ime su
dobijene Cvrste supstance. Ovi produkti su bez preciS¢avanja koriSéeni u daljoj sintezi multitarget
HDAC/ROCK inhibitora.

3.2.5. Sinteza novih ROCK inhibitora — OpS$ta procedura D

Derivat benzil bromida (1,1 ekvivalenat) i trietilamin (2 ekvivalenta) su dodati u rastvor odgovarajuceg
sekundarnog amina (1 ekvivalent) u 10 mL acetonitrila. Reakciona smjesa je zatim ostavljena na refluksu
tokom no¢i, omogucavajuéi efikasno alkilovanje amina.

Po zavrSetku reakcije, acetonitril je uklonjen uparavanjem. Dobijeni ostatak je tretiran dodatkom
vodenog rastvora natrijum-bikarbonata (NaHCO3), a zatim ekstrahovan dihlorometanom. Organski sloj
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je potom osusSen nad anhidrovanim natrijum-sulfatom (Na>xSOs). Nakon filtracije, rastvarac je uklonjen
uparavanjem ¢ime je dobijen sirovi produkt.

Sirova reakciona smjeSa je preciS¢ena fle§ hromatografijom na koloni silica gela koriS¢enjem
gradijentnog sistema eluiranja: prvo 100% dihlorometan, a zatim smjeSa DCM:metanol u odnosu 90:10.
Na taj nacin su dobijeni krajnji proizvodi — novi inhibitori ROCK kinaza u prinosima od 30-50%, a
njihove strukture su potvrdene NMR spektrometrijom.

3.2.6. Sinteza multitarget HDAC/ROCK inhibitora — OpS$ta procedura E

Derivat bromohidroksamske kiseline (1,1 ekvivalenat) i trietilamin (2 ekvivalenta) su dodati u rastvor
odgovarajuc¢eg derivata sekundarnog amina (1 ekvivalenat) u 10 mL DMF. Reakciona smjesa je
zagrijavana na 85 °C tokom no¢i. Nakon zavrsetka reakcije, DMF je uklonjen uparavanjem, a preostali
produkt je tretiran sa 10 mL vodenog rastvora natrijum-hidrogenkarbonata (NaHCO3). Smjesa je
mijeSana na sobnoj temperaturi 10 minuta, nakon cega je voda uklonjena vakuum-rotacionim
uparivac¢em. Na kraju, sirovi produkt je precis¢en fle§ hromatografijom na koloni silica gela koriste¢i
sistem rastvaraa dihlorometan:metanol (90:10), ¢ime su dobijeni finalni proizvodi — multitarget
HDAC/ROCK inhibitori u prinosima od 25-40%.

3.3. Bioloska evaluacija novosintetisanih jedinjenja
3.3.1. Invitro evaluacija koriS¢enjem enzimskih testova

3.3.1.1. ROCK enzimski testovi

Za potrebe inicijalne evaluacije, izvrSen je skrining svih jedinjenja na ROCKI1 i1 ROCK2 enzime pri
koncentraciji od 10 uM. Na osnovu rezultata ovog skrininga, dalje su odredene 1Cso vrijednosti za
najpotentnija jedinjenja iz grupe multitarget HDAC/ROCK inhibitora i ROCK inhibitora.

Pri odredivanju 1Cso vrijednosti koriS¢eno je deset razli¢itih koncentracija test jedinjenja, generisanih
trostrukim serijskim razblazivanjem, pocevsi od inicijalne koncentracije 100 uM potencijalnog
inhibitora. Kao referentne kontrole su koris¢eni stauroporin i fasudil, koji su testirani prema istom 1Cs
protokolu, ¢ime je omoguceno direktno poredenje rezultata.

Glavne komponente u sprovodenju ovog enzimskoj testa su: ROCK1 i ROCK2 enzimi i peptidni supstrat
Long S6 kinase pripremljen u reakcionom puferu sa sljede¢im sastavom:

o 20 mM Hepes (pH 7,5) (4-(2-hidroksietil)-piperazin-1-etansulfonska kiselina),

o 10 mM MgCla,

o 1 mM EGTA (etilen glikol-bis(p-aminoetil etar)-N,N,N',N'-tetrasirCetna kiselina),
o 0,01% Brij35,

o 0,01% BSA (bovin serum albumin),

o 1 mM NazVOs,
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o 2mM DTT (ditiotreitol),
o 1% DMSO.

Test jedinjenja su dodavana reakcionoj smjesi i inkubirana na sobnoj temperaturi tokom 20 minuta.
Nakon inicijalne inkubacije, dodat je **P-ATP u koncentracijama od 10 uM za ROCK1 i 50 uM za
ROCK2. Reakcione smjese su mijeSane i inkubirane na sobnoj temperaturi tokom 2 sata. Aktivnost
ROCK kinaza je finalno procijenjena primjenom metode vezivanja P81 filtera, koja omogucava
kvantifikaciju fosforilacije peptidnog supstrata. ROCK enzimski testovi izvedeni su u saradnji sa
Reaction Biology Corporation (Malvern, Pensilvanija, USA).

3.3.1.2. HDAC enzimski testovi

Procjena inhibitorne aktivnosti jedinjenja na hHDAC1, hHDAC2, hHDAC3 i hHDAC6 je izvedena
pomocu specificnih supstrata i optimizovanih reakcionih uslova.

Test jedinjenja su inkubirana u reakcionoj smjesi ¢ije su osnovne komponente:
o Supstrat za hHDAC1, hHDAC2 i hHDACS3: Tosil-Gli-Pro-Lis(Ac)-AMC (43 uM),
o Supstrat za hHDAC6: RHKK(Ac)AMC, izveden iz p53 aminokiselinskih ostataka 379-382,

o Reakcioni pufer: 25 mM Tris-HCI] (pH 8), 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM MgCl,, i
odgovarajuéa koncentracija enzima (3x10° mg/mL nuklearnog ekstrakata ili 130 ng/mL
rekombinantnih hHDAC proteina).

Reakcije su izvodene u Greiner Fluotrac 200 plo¢ama sa 96 bazena. Kontrolne grupe su ukljucivale:
o Supstrat inkubiran u puferu bez test jedinjenja (pozadinska kontrola),
o Reakciju sa DMSO umjesto test jedinjenja (kontrola za 100% aktivnosti enzima).

Nakon 45-minutne inkubacije na 37 °C, dodat je tripsin (8 pL, 1 mg/mL, Sigma T1005), a reakcione
smjeSe su inkubirane dodatnih 15 minuta na sobnoj temperaturi. Reakcije su zaustavljene dodavanjem
60 uL ledenog etanola.

Fluorescencija je mjerena pomocu PerkinElmer EnVision plocastog ¢itaca na talasnim duZinama:
o Ekscitacija: 380 nm,
o Emisija: 460 nm.

Specifi¢nost tripsina je potvrdena pod istim uslovima kori§¢enjem supstrata Succinyl-Leu-Leu-Arg-AMC.
Pozadinska fluorescencija je oduzeta od ukupne fluorescencije, a podaci su normalizovani u odnosu na
kontrolne vrijednosti (DMSO). Svi eksperimenti su izvedeni u duplikatu i ponovljeni najmanje dva puta
nezavisno, kako bi se osigurala pouzdanost rezultata. Analiza podataka je izvrSena koriS¢enjem
softverskog paketa GraphPad koji omogucéava precizno odredivanje ICso vrijednosti 1 evaluaciju
inhibitotnog potencijala jedinjenja.
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3.3.2. Invitro evaluacija primjenom c¢elijskih kultura

Celijske linije trostruko negativnog karcinoma dojke (MDA-MB-231, MDA-MB-468, ATCC HTB-26 i
HCC 1973, ATCC CRL-2336) i duktalnog adenokarcinoma pankreasa (Panc-1, ATCC CRL-1469 i
MiaPaCa-2, ATCC CRL-1420) su nabavljene iz Americke zbirke tipi¢nih kultura (ATCC, Rockville, MD,
SAD). Ove ¢elijske linije su odrzavane kao jednoslojne kulture u DMEM medijumu (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD), uz dodatak 10% toplotno inaktivisanog fetalnog tele¢eg seruma (FCS), penicilina
(192 U/mL) i streptomicina (200 pg/mL). Celije su kultivisane na 37 °C u inkubatoru sa 5% CO, i
visokim stepenom vlaznosti, dok je subkultivacija vrSena dva puta nedjeljno.

3.3.2.1.Test vijabilnosti celija (MTT test)

Citotoksi¢na aktivnost novosintetisanih jedinjenja je ispitana MTT testom na ¢elijskim linijama
karcinoma dojke (MDA-MB-231 i HCC 1973) 1 karcinoma pankreasa (MiaPaCa-2 i Panc-1) [297]. U
ovom eksperimentu, MDA-MB-231 (5x10° ¢elija/bazenu), MDA-MB-468 (3x10° ¢elija/bazenu), HCC
1973 (5x10° éelija/bazenu), MiaPaCa-2 (2x10° ¢éelija/bazenu) i Panc-1 (3x10° éelija/bazenu) éelije su
tretirane sa pet razli¢itih koncentracija testiranih jedinjenja (50; 25; 12,5; 6,25 i 3,13 uM), pri ¢emu je
svaki tretman izveden u pet ponavljanja. Rezultati su poredeni sa pozitivnim kontrolama — fasudilom
(ROCK inhibitor) i Tubastatinom A (selektivni HDAC6 inhibitor). Jedinjenja su rastvorena u DMSO i
koriS¢ena u svjeZzem stanju.

Posle 72 sata inkubacije, u svaki bazen je dodat MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum
bromid) rastvor, 20 uL. Nakon 4 sata inkubacije, dodato je 100 uL 10% SDS rastvora (natrijum dodecil
sulfat), a ploce su inkubirane na 37 °C preko no¢i. Sljedeceg dana je izmjerena apsorbancija na talasnoj
duzini od 570 nm pomocu spektrofotometra. Procenat prezivljavanja celija je izracunat kao odnos
apsorbancije tretiranih i kontrolnih uzoraka, pomnoZen sa 100. ICso vrijednosti su definisane kao
koncentracije jedinjenja koje smanjuju vijabilnost ¢elija za 50%.

U cilju procjene selektivnosti jedinjenja, citotoksi¢na aktivnost je ispitana na netumorskoj ¢elijskoj liniji
humanih fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5). Izracunate vrijednosti ICso su koriS¢ene za raunanje
indeksa selektivnosti (Si) kao odnosa ICso na MRC-5 u poredenju sa ICso na tumorskima ¢elijama.

3.3.2.2. Test apoptoze

Indukcija apoptoze je procijenjena upotrebom kita za detekciju apoptoze - BD Pharmingen™ FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen, San Diego, CA, SAD), koji omogucava
razlikovanje rane i kasne apoptoze, kao i nekroze éelija. Celijske linije trostruko negativnog karcinoma
dojke (MDA-MB-231) 1 duktalnog adenokarcinoma pankreasa (MiaPaCa-2 i Panc-1) su tretirane
testiranim jedinjenjima tokom 48 sati. Nakon tretmana celije su prikupljene, isprane hladnim PBS-om
(Phosphate-buffered saline) 1 inkubirane sa bojama Annexin V-FITC 1 propidijum-jodidom (PI) prema
protokolu proizvodaca. Annexin V ima visoki afinitet za fosfatidilserin, koji se ispoljava na spoljasnjoj
strani Celijske membrane tokom rane apoptoze, dok je PI membransko-impermeabilni agens koji boji
DNK samo u ¢elijama sa oSte¢enjem membrane, omogucavajuci detekciju Celija u kasnoj apoptozi ili
nekrozi. Analiza populacije apoptoti¢nih ¢elija je izvrSena proto¢nom citometrijom koris¢enjem FACS
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Calibur (BD Biosciences) uredaja. Dobijeni podaci su obradeni pomocu softvera Cell Quest, pri ¢emu su
¢elijske populacije klasifikovane u tri kvadranta:

1. Zive ¢elije (Annexin V-/PI-),
2. Celije u ranoj fazi apoptoze (Annexin V+/PI-),

3. Celije u kasnoj fazi apoptoze i ¢elije u nekrozi (Annexin V+/PI+).

3.3.2.3. Analiza Celijskog ciklusa

Analiza distribucije ¢elija u razli¢itim fazama ¢elijskog ciklusa je sprovedena kako bi se procijenio efekat
testiranih jedinjenja na regulaciju ¢elijske proliferacije. Celijske linije su tretirane test jedinjenjima tokom
48 sati u kontrolisanim uslovima. Nakon tretmana, ¢elije su sakupljene, isprane hladnim PBS-om, i
fiksirane u 96% hladnom etanolu na ledu tokom 30 minuta kako bi se o¢uvala struktura DNK molekula
1 omogucila penetracija boje.

Nakon fiksacije, ¢elije su ponovo isprane, a zatim inkubirane sa RNaza A (80 pL, 200 pg/mL) kako bi
se sprijecila kontaminacija uzrokovana molekulom RNK, ¢ime se osigurava specifi¢nost bojenja DNK.
Zabojenje DNK je koris¢en propidijum-jodid (PI) (50 puL, 50 pg/mL) kojim je omogucena kvantifikacija
sadrzaja DNK u ¢elijama. Inkubacija je sprovedena na 37 °C tokom 30 minuta u mraku kako bi se
sprijecila fotodegradacija PI.

Proto¢na citometrija (FACS Calibur, BD Biosciences) je koriS¢ena za analizu sadrzaja DNK 1
klasifikaciju ¢elija u fazama celijskog ciklusa: GO/G1, S, 1 G2/M fazu. Dobijeni rezultati su izrazeni kao
procenat ¢elija u svakoj fazi Sto omogucava procjenu potencijala jedinjenja da indukuju zastoj ¢elijskog
ciklusa u ta¢no odredenoj fazi.

Indukcija zastoja celijskog ciklusa u specificnim fazama, poput GO/G1 ili G2/M, moze ukazivati na
sposobnost jedinjenja da ometaju procese replikacije DNK ili mitoze, klju¢ne za proliferaciju tumorskih
¢elija. Na primjer, blokada u G2/M fazi je Cesto povezana sa oSte¢enjem DNK ili poremecajem
mikrotubularne dinamike, dok zastoj u G1 fazi moZe ukazivati na inhibiciju ciklin zavisnih kinaza (CDK)
ili signalnih puteva povezanih sa ¢elijskom rastom.

3.3.2.4. Detekcija potencijala mitohondrijalne membrane

Potencijal mitohondrijalne membrane (MMP) je procijenjen koriS¢enjem fluorescentnog markera JC-1,
koji omogucava razlikovanje zdravih mitohondrija sa o¢uvanim membranskim potencijalom od onih sa
oslabljenom funkcijom [298]. JC-1 koristi princip promjene u fluorescenciji, pri ¢emu se pri visokim
vrijednostima MMP formiraju crveni agregati (A=590 nm), dok pri smanjenju vrijednosti MMP dolazi
do formiranja zelenih monomera (A=530 nm). Ove promjene u fluorescenciji omogucavaju preciznu
detekciju disfunkcije mitohondrija.

Celijske linije su tretirane razli¢itim koncentracijama testiranih jedinjenja tokom 24 sata kako bi se
procijenio njihov uticaj na mitohondrijalnu funkciju. Nakon tretmana, ¢elije su isprane PBS-om i
inkubirane sa JC-1 bojom u finalnoj koncentraciji od 15,4 uM tokom 15 minuta na 37 °C u atmosferi sa
5% CO.. Brza i precizna inkubacija u tamnim uslovima je sprijecila degradaciju boje i osigurala tacnost
mjerenja.
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Promjene u fluorescenciji su analizirane protocnom citometrijom (FACS Calibur, BD Biosciences) $to
je omogucéilo kvantifikaciju odnosa crvene i zelene fluorescencije. Ovaj odnos (crvena/zelena
fluorescencija) predstavlja direktan pokazatel] MMP, pri ¢emu pad odnosa ukazuje na depolarizaciju
mitohondrijalne membrane §to je klju¢ni rani marker apoptoze.

3.3.2.5. Odredivanje intracelularnih i mitohondrijalnih reaktivnih oblika kiseonika

Procjenjivanje generisanja ukupnih reaktivnih oblika kiseonika (reactive oxygen species, ROS) je od
znacCaja za razumijevanje oksidativnog stresa i njegovog uticaja na Celijske funkcije. U ovom istrazivanju,
generisanje ROS je analizirano upotrebom 20,70-dihlorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA).
DCFH-DA je nefluorescentni prekursor koji, nakon ulaska u ¢eliju, hidrolizuje 1 transformiSe se u DCEF,
koji moze fluorescirati kada dode u kontakt sa ROS. Ova promjena je osnova za mjerenje nivoa
reaktivnih oblika kiseonika unutar ¢elija.

Celije su tretirane sa odgovarajuéim koncentracijama testiranih jedinjenja, dok su netretirane éelije
koriS¢ene kao kontrolna grupa. Nakon 48 sati inkubacije, ¢elije su prikupljene, isprane sa PBS i zatim
inkubirane sa 10 mM DCFH-DA na 37 °C tokom 30 minuta u mraku. Ovaj period inkubacije omogucava
da DCFH-DA ude u ¢eliju i da se u prisustvu ROS transformise u fluorescentni DCF. Fluorescencija
generisana od strane DCF molekula je kvantifikovana pomoc¢u protocne citometrije ¢cime se omogucava
precizno mjerenje nivoa ROS u tretiranim ¢elijama.

Dodatno, za analizu mitohondrijskih superoksida, je koris¢en specifi¢an fluorescentni marker MitoSOKS
Red koji selektivno ozna¢ava superoksidne radikale unutar mitohondrija. Celije su tretirane sa 5 mM
MitoSOKS, a zatim inkubirane na 37 °C u mraku tokom 10 minuta. Nivoi intracelularnih ROS 1
mitohondrijskih superoksida su analizirani kori§¢enjem proto¢ne citometrije (FACS Calibur, BD
Biosciences, SAD), a dobijeni podaci su obradeni pomocu softverskog paketa Cell Quest (BD
Biosciences).

3.3.2.6. Ispitivanje ekspresije povrsinskih antigena

Ekspresija povrSinskih antigena HLA-A, B, C, PD-L1, PVR 1 MICA je ispitivana na TNBC ¢elijskim
linijjama MDA-MB-231 1 MDA-MB-438 nakon 48-Casovnog tretmana jedinjenjima u koncentraciji od 5
uM. Celije su bojene monoklonskim antitelima: PE-konjugovanim anti-MICA/B, FITC-konjugovanim
anti-CD155 (PVR) (BioLegend, San Dijego, SAD), PE-konjugovanim anti-CD274 (PD-L1) 1 FITC-
konjugovanim anti-HLA-A, B, C (eBioscience, Life Technologies, Karlsbad, SAD). Ekspresija
povrsinskih antigena u tretiranim ¢elijama je analizirana proto¢nom citometrijom pomocu aparata FACS
Calibur BD 1 softverskog paketa CellQuest, a dobijeni rezultati su uporedeni sa kontrolnim tretmanima -
¢elijskim medijumom.

3.3.2.7. Formiranje i analiza visecelijskih tumorskih sferoida

Pristup zasnovan na generisanju tumorskih sferoida je Siroko koriS¢en u istrazivanjima kako bi se
simulirali uslovi rasta tumora u 3D okruZenju, sto je blize fizioloskim uslovima u odnosu na tradicionalne
2D modele. ViSecelijski tumorski sferoidi su generisani zasijavanjem celijskih linija MDA-MB-231,
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MiaPaCa-2 i Panc-1 (1000 ¢elija po bazenu) u 100 uL. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
medijuma obogacenog sa 10% fetalnog teleCeg seruma (FCS). Ovaj medijum je obezbijedio
odgovarajuce uslove za celijsku proliferaciju i rast. Za stvaranje sferoida koris¢ene su ploce sa ultra-
niskim adhezionim svojstvima (Nunclon™ Sphera™ 96-bunar plo¢e, Thermo Scientific Nunc™), koje
omogucavaju formiranje sferoidnih struktura zbog smanjenog prijanjanja ¢elija za podlogu. Nakon 4
dana inkubacije, formiranje i rast tumorskih sferoida su procjenjivani i dokumentovani koriS¢enjem
mikroskopa Olympus CKX53 sa 4x objektivom. Za procjenu citotoksicnosti razliCitih ispitivanih
jedinjenja, u bazene sa formiranim sferoidima je dodat medijum obogacen razli¢itim koncentracijama
testiranih jedinjenja. Nakon inkubacije od 72 sata, efekti tretmana na vijabilnost ¢elija su procijenjeni
koris¢enjem MTT testa.

U dodatnim eksperimentima je sprovedena ko-kultivacija ¢elija raka dojke i pankreasa sa testiranim
jedinjenjima. Ovaj pristup omogucava dublje razumijevanje medusobnih interakcija izmedu celija u
tumorskom mikrookruzenju, uklju¢uju¢i moguce sinergistiCke ili antagonisticke efekte terapijskih
jedinjenja na tumor. Nakon 4 dana inkubacije, sferoidi su pazljivo analizirani mikroskopski, a rast
sferoida je kvantifikovan koris¢enjem Imagel softverskog paketa. Ovaj softver omogucava preciznu
analizu slike, omogucavaju¢i kvantifikaciju rasta i promjene u volumenu sferoida u odnosu na kontrolne
1 tretirane uzorke.

3.3.2.8. Test migracije celija (test zarastanja rana)

Za procjenu migracionih sposobnosti ¢elija HCC1937 i Panc-1, koriS¢en je scratch test (test zarastanja
rana) kako bi se simulirao proces zarastanja rana, koji je klju¢ni aspekt tumorske invazije 1
metastaziranja. U ovom eksperimentu, 1 x 10° éelija je bilo zasijano u ploce sa 24 bazena i inkubirano
do postizanja konfluencije. Nakon toga, mehanicki ogrebotinski rez je napravljen u centru celijskog
monosloja pomocu sterilnog pipetnog vrha od 200 pL. Ovaj rez oponasa oStecenje tkiva koje se moze
iskoristiti za procjenu ¢elijske migracije u odgovoru na povrede.

Celije su zatim inkubirane 24 sata u prisustvu ili odsustvu testiranih jedinjenja kako bi se pratili efekti
tretmana na migraciju ¢elija u pravcu ostecenja. Na kraju inkubacije, ¢elijski monoslojevi su fiksirani u
ledenom metanolu, isprani sa PBS (fizioloski rastvor) i obojeni sa 0,1% kristalno ljubicastim rastvorom.
Ovaj postupak bojenja omogucava jasnu vizualizaciju €elija koje ostaju u podrucju ogrebotine, kao i onih
koje su migrirale ka sredini. Fotografisanje ogrebotina je izvrSeno odmah nakon pravljenja (t = 0) i nakon
inkubacije kako bi se uporedile promjene Sirine ogrebotine tokom vremena.

Povrsine zarastanja rana su analizirane pomocu softvera NIH Imagel koji omoguc¢ava kvantifikaciju
brzine migracije ¢elija racunaju¢i koli¢inu prostora koji je zarastao. Ova tehnika je standardna za
procjenu ¢elijske migracije i ¢esto se koristi u istrazivanjima metastaza i ¢elijske mobilnosti, jer odrazava
sposobnost ¢elija da migriraju kroz okolinu.

3.3.2.9. Transwell testovi migracije i invazije celija

Sposobnosti migracije 1 invazije tumorskih ¢elija su klju¢ne za proces metastaziranja, pa su dodatno
testirane uz pomo¢ Transwell sistema. U ovom eksperimentu, migracija i invazija ¢elijskih linija MDA-
MB-231 1 MiaPaCa-2 su procijenjene koris¢enjem Transwell membrana sa porama precnika 8,0 um
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(Corning® Costar® CLS3464) za migraciju, i membrana oblozenih Matrigel™ matriksom (Corning™
BioCoat™) za invaziju.

Za migracioni test, u gornju komoru Transwell aparata je dodato 200 pL suspenzije éelija (6 x 10° ¢elija),
dok je u donju komoru stavljeno 800 uL medijuma sa ili bez testiranih jedinjenja. Celije koje su migrirale
sa gornje strane membrane na donju stranu tokom 24 sata inkubacije su prvobitno bile fiksirane u
metanolu, a potom obojene sa 0,1% kristalno ljubicastim rastvorom i analizirane pod mikroskopom. Ovaj
metod omogucava preciznu procjenu migracijskih sposobnosti ¢elija kroz membranu koja simulira
fizicki otpor.

Isti Transwell sistem je koriS¢en za test invazije, ali uz dodatak Matrigel™ matriksa, Sto omogucava
simulaciju invazije kroz sloZeniji ekstracelularni matriks. Celije koje su uspjele da probiju Matrigel™ i
migriraju do donje strane membrane su bile obojene i kvantifikovane na isti nacin. Kvantifikacija
migriranih i invazivnih ¢elija je izvrSena koriS¢enjem softvera NIH Image].
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. Identifikacija farmakofore 1 dizajn novih ROCK inhibitora
4.1.1. Rezultati 3D-QSAR studije za ROCK1 1 ROCK2 inhibitore

Razvijeni 3D-QSAR modeli za ROCK1 i ROCK2 inhibitore su primjenjeni u cilju identifikacije klju¢nih
strukturnih karakteristika neophodnih za efikasnu inhibiciju ROCK1 i ROCK2 enzima. Rezultati interne
i eksterne validacije ovih modela, prikazani u Tabelama 3 i 4, potvrduju njihovu pouzdanost i
prediktivnu sposobnost. Na osnovu vrijednosti validacionih parametara, zakljucuje se da 3D-QSAR
(ROCK1) i 3D-QSAR (ROCK2) (Tabele 3 i 4) modeli predstavljaju pouzdane alate za procjenu
inhibitorne aktivnosti novodizajniranth ROCKI1 1i/ili ROCK2 inhibitora koji se uklapaju u domen
primjenljivosti razvijenih modela. Distribucija eksperimentalnih pICso vrijednosti jedinjenja iz trening i
test seta, zajedno sa pICso vrijednostima koje su predvidene pomocu razvijenih 3D-QSAR (ROCKI) i
3D-QSAR (ROCK?2) modela detaljno je prikazana u Tabelama P1.1. i P1.2. (Prilog). Sva jedinjenja iz
trening 1 test seta (Tabela P1.3.) su se nalazila unutar domena primjenljivosti razvijenih modela, ¢ime se
dodatno potvrduje njihova validnost u predvidanju aktivnosti novodizajniranih ROCK inhibitora (Slika
18).

Tabela 3. Rezultati interne i eksterne validacije 3D-QSAR (ROCK1) modela

Interni validacioni parametri

R? Q%Loo RMSEE

0,914 0,59 0,393
Kriterijum >0,9 >0,5
Eksterni validacioni parametri

R?pred RMSEP I'm? r'm

0,792 0,561 0,759 0,573
Kriterijum >0,6 <2RMSEE >0,5 >(0,5

2 Artm (r2-r’%)/r? K’

0,666 0,186 0,099 0,974
Kriterijum >0,5 <0,2 <0,1 0,85<k’<1,15
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Tabela 4. Rezultati interne i eksterne validacije 3D-QSAR (ROCK2) modela

Interni validacioni parametri

R? Q%Loo RMSEE
0,933 0,54 0,327
Kriterijum >0,9 >0,5

Eksterni validacioni parametri

Rzpred RMSEP rm? r/zm
0,851 0,499 0,753 0,616
Kriterijum >(,6 <2RMSEE >(,5 >0,5
12 Arim (r2-r’)/r? K’
0,684 0,137 0,032 0,963
Kriterijum >0,5 <0,2 <0,1 0,85<k’<1,15
3,00000 V3 3,00000 V3
h* =064 Otest h* =066 test
training training
2,00000 2,00000-]
El 1,00000{ E 1,00000
3 o 2
3 o) 3 {
o od® o x =
E 0,00000] % E 0,00000-] v
E a E O
I 2 o (e~
© o
g S om b G
& -1.00000- 8 & -1.00000
-2,00000] -2,00000]
-3,00000 -3,00000
0,00000 0,25000 0,50000 0,75000 0,00000 025000 0,50000 0,75000
Leverage Value Leverage Value

Slika 18. Domeni primjenljivosti za ROCK1 (lijevo) 1 ROCK2 (desno). Leverage value — leverage
vrijednost, Standardized residual — standardizovani ostaci, training — trening set jedinjenja.
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Kljuéne GRIND promijenljive koje koreliraju sa ROCKI1 inhibitornom aktivno$¢u su prikazane na
dijagramu PLS koeficijenata (Slika 19).

) “ ‘
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Slika 19. Dijagram PLS koeficijenata za 3D-QSAR (ROCKI1) model. Najznacajnije GRIND
promijenljive koje uticu na aktivnost ROCKI inhibitora su obiljezene na dijagramu.

Pozitivne promijenljive var323 (DRY-N1: 13,2-13.6 A) i var328 (DRY-N1: 152-156 A) su
identifikovane u sva Cetiri klastera izmedu akceptora vodoni¢nih veza — atoma azota ili kiseonika u
heterociklusu (tetrahidroizohinolin, piridin, pirazol ili indazol) 1ili hidroksilne grupe u
tetrahidroizohinolinu, kao 1 hidrofobnog regiona koji je opisan oko fenil grupe 1 linkera. Ove
promijenljive nisu prisutne u manje aktivhim molekulima, poput CHEMBL67352 (pICso(ROCK1) =
4,120), CHEMBL20232147 (pICso(ROCKI1) = 4,230) i fasudila (pICso(ROCK1) = 6,180). Nasuprot
tome, najaktivnija jedinjenja, poput CHEMBL1922035 (pICso(ROCKI) = 8,700) i CHEMBL1922128
(pICso(ROCK1) = 8,520) se karakteriSu prisustvom var323 i var328 sto dodatno potvrduje njihov znacaj
u inhibitornom potencijalu ROCKI1 inhibitora (Slika 20-A). CHEMBL20232147 (pICs0(ROCK1) =
4,230) ne posjeduje voluminozne supstituente na indazolnom prstenu, ukljucujuci fenil grupu, Sto je
slucaj 1 sa jedinjenjima CHEMBL67352 (pICso(ROCK1) =4,120) 1 fasudilom (pICso(ROCK1) = 6,180).
Ovi rezultati sugeriSu da je prisustvo heterociklusa koji sadrzi akceptora vodoni¢ne veze na optimalnoj
udaljenosti od aromati¢nih supstituenata, poput fenil grupe, od sustinskog znacaja za efikasnu ROCK1
inhibiciju.

Promijenljiva var573 (N1-TIP: 20,4-20,8 A) je uo¢ena kod svih molekula koji sadrze supstituent u meta-
ili para- poloZaju benzenovog prstena, ukljucuju¢i i najaktivnije inhibitore (CHEMBL1922035
(pICs0(ROCK1)=8,700), CHEMBL1922128(pICso(ROCK1)=8,520 - Slika 20-A). Slika 20-A ilustruje
optimalnu udaljenost izmedu akceptora vodoni¢ne veze —azotovog atoma u heterociklusu — i sterne probe
opisane oko supstituenata benzenovog prstena (metil ili hidroksilna grupa). Odsustvo ovih strukturnih
karakteristika, samim tim 1 pozitivne promijenljive varS573, se primjecuje u slabije aktivnim jedinjenjima,
poput CHEMBL2023148 (pICso(ROCK1)=3,800), CHEMBL67352 (pICso(ROCK1)=4,120) and
CHEMBL2023147 (pICso(ROCK1)=4,230). Znacaj supstituenata na benzenovom prstenu je dodatno
potvrden i promijenljivom var383 (DRY-TIP: 14,0-14,4 A). Var383 naglasava pozitivnu korelaciju
izmedu optimalne udaljenosti hidrofobnog regiona, opisanog oko heterocikli¢nog prstena (piridin, indol)
1 sternog regiona, opisanog oko supstituenata na benzenovom prstenu sa ROCK1 inhibicijom. Finalno,
uzimajuc¢i u obzir pozitivan uticaj promijenljivih var573 i1 var383, zakljuCuje se da meta 1 para
supstitucija benzenovog prstena mogu doprinijeti pobolj§anju potentnosti ROCK1 inhibitora. Stavise,
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prisustvo supstituenata na benzenovom prstenu koji imaju osobine akceptora vodoni¢nih veza pozitivno
koreliSe sa ROCK1 inhibicijom. Ova korelacija je potvrdena pozitivnom varijablom var164 (N1-N1:
19,2-19,6 A) koja opisuje interakciju izmedu akceptora vodoni¢ne veze u heterociklusu (pirazol, indazol
ili piridin) i srodnih funkcionalnih grupa na benzenovom prstenu. Var164 je detektovana u najaktivnijim
molekulima iz trening seta (Slika 20-A).

Struktura linkera, djela molekula koji povezuje heterociklicni dio i fenil grupu, moze u znacajnoj mjeri
uticati na ROCKI inhibitornu aktivnost. U okviru ovog segmenta je identifikovano prisustvo
promijenljive var64 (0O-O: 2,4-2,8 A) koja ukazuje na negativan uticaj ureido grupe na aktivnost ROCK 1
inhibitora. Ova promijenljiva je najceS¢e opisana izmedu dva donora vodoni¢nih veza, odnosno dva
atoma azota u ureido grupi. Kod odredenih molekula (CHEMBL1922143, CHEMBL1922142,
CHEMBL1922034), var64 je opisana izmedu nesupstituisanog atoma azota indolnog prstena i atoma
azota karbamoil grupe. S druge strane, ova promijenljiva nije detektovana kod derivata klastera IV, gdje
su azotni atomi ureido grupe supstituisani (CHEMBL1922042, CHEMBL1922043, CHEMBL1922135,
CHEMBL1922044, CHEMBL1922134, CHEMBL1922133, CHEMBL1922030, CHEMBL1922126,
CHEMBL1922035, CHEMBL1922127, CHEMBL1922033, CHEMBL1922128, CHEMBL1922125).
Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da bi uvodenje supstituenata na azotne atome ureido grupe
moglo eliminisati negativne efekte povezane sa var64 ¢ime bi se potencijalno poboljsala aktivnost
ROCKI inhibitora.

T "-‘ ¥ T -
%E vard77 ! %
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Slika 20. A. Prikaz pozitivnih promijenljivih Var164: N1-N1, Var323: DRY-N1, Var328: DRY-NI1 1
Var573: N1-TIP najaktivnijeg molekula trening seta CHEMBL1922128 iz 3D-QSAR (ROCK1) modela
B. Prikaz pozitivnih promijenljivih Var254: DRY-O, Var459: O-N1, Var477: O-N1 i Var597: N1-TIP
najaktivnijeg molekula trening seta CHEMBL1921034 iz 3D-QSAR (ROCK2) modela; Hidrofobne
probe (DRY) su obiljezene zuto, sterne probe (TIP) zeleno, probe koje identifikuju donore vodoni¢nih
veza su obojene crveno, dok su probe koje ukazuju na prisustvo akceptora vodoni¢nih veza istaknute
plavim krstéima.

Kljuéne GRIND promijenljive koje uticu na aktivnost ROCK2 inhibitora su prikazane na dijagramu PLS
koeficijenata (Slika 21).
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Slika 21. Dijagram PLS koeficijenata za 3D-QSAR (ROCK2) model. Najznacajnije GRIND
promijenljive koje uticu na ROCK2 inhibornu aktivnost su obiljezene na dijagramu.

Pozitivna varijabla var254 (DRY-O: 2,4-2,8 A) ukazuje na znacaj optimalne udaljenosti izmedu
hidrofobnog regiona opisanog oko heterocikli¢nog prstena i donora vodoni¢ne veze — nesupstituisanog
azotnog atoma linkera. Dodatno, promijenljiva var459 (O-N1: 10,0-10,4 A) isti¢e uticaj specifi¢ne
udaljenosti izmedu donora vodoni¢ne veze u linkeru i akceptora vodoni¢ne veze u heterociklusu na
ROCK?2 inhibitornu aktivnost (Slika 20-B). Var254 i var459 sugeriSu da je prisustvo heterociklicnog
prstena sa akceptorom vodoni¢ne veze (atom azota) povezanog sa donorom vodoni¢ne veze u linkeru
(nesupstituisani atom azota) kljucna strukturna osobina za efikasnu ROCK2 inhibiciju.

Prisustvo promijenljive var355 (DRY-N1: 18,0-18,4 A) ukazuje da rastojanje izmedu grupe koja ima
osobine akceptora vodoni¢ne veze unutar heterociklusa (atom azota) 1 hidrofobnog regiona opisanog oko
benzenovog prstena pozitivno uti¢e na ROCK?2 inhibitornu aktivnost. Var35S je prisutna u najaktivnijim
inhibitorima, dok nije detektovana u najmanje aktivnom molekulu CHEMBL2023148 (pICso(ROCK2)
=4,210), vjerovatno uslijed nedovoljne distance izmedu ova dva strukturna elementa - heterociklusa i
benzenovog prstena. Na osnovu ovih rezultata se moze pretpostaviti da prisustvo aromaticnog prstena,
poput fenil grupe, doprinosi povecanju aktivnosti ROCK2 inhibitora samo ako se aril grupa nalazi na
ta¢no odgovarajuéoj udaljenosti (0,4 A) od heterociklusa.

Prisustvo promijenljive var161 (N1-N1: 14,8-15,2 A) potvrduje da duZina linkera treba biti paZljivo
razmotrena prilikom dizajniranja novih ROCK2 inhibitora. Ova promijenljiva opisuje optimalnu
udaljenost izmedu akceptora vodoni¢ne veze u heterociklusu (piridin, pirazol, izohinolin) i grupe koja je
akceptor vodoni¢ne veze u linkeru (atom kiseonika karbonilne grupe). Medutim, kod pojedinih jedinjenja
iz klastera III, ukljucujuéi najmanje aktivno jedinjenje CHEMBL2023148 (pICso(ROCK2) =4,210), iako
je prisutan akceptor vodoni¢ne veze u linkeru, njegova udaljenost od heterociklusa nije optimalna. Na
osnovu ovih podataka se moze zakljuciti da je, osim prisustva akceptora vodoni¢ne veze, neophodno
uzeti u obzir i njegovu optimalnu udaljenost (0,4 A) od heterociklusa kako bi se dizajnirali potentniji
ROCK2 inhibitori.

Udaljenost izmedu grupe heterocikli¢nog prstena koja je akceptor vodoni¢ne veze (azotov atom piridina,
pirazola, izohinolina ili indazola) i1 supstituenata benzenovog prstena u meta ili para polozaju takode se
pokazala kao znacajna za inhibiciju ROCK2 $§to je potvrdeno promijenljivom var597 (NI1-TIP: 15,6—
16,0 A) (Slika 20-B). Uvodenje grupa, koje su akceptori vodoniéne veze, kao supstituenata benzenovog
prstena je identifikovano kao pozitivan parametar za ROCK2 inhibiciju na osnovu prisustva
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promijenljive vard477 (O-N1: 17,2-17,6 A). Var477 opisuje interakciju izmedu donora vodoni¢ne veze
u heterociklusu (atomi azota piridina, pirazola, indazola ili kiseonika 2H-izohinolina-1-on) i akceptora
vodonicne veze u meta ili para polozaju benzenovog prstena. Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti
da uvodenje grupa koje imaju osobine akceptora vodoni¢nih veza u benzenov prsten znac¢ajno doprinosi
efikasnoj ROCK2 inhibiciji.

Zakljucéak

Na osnovu svih prethodnih rezultata, moze se pretpostaviti da su sljedece strukturne karakteristike
kljuéne za postizanje dualne ROCK1 i ROCK2 inhibitorne aktivnosti:

1. Heterociklus sa atomom azota kao akceptorom vodoni¢ne veze, sto je potvrdeno pozitivnim
uticajem promijenljivih:

o var323 (DRY-N1: 13,2-13,6 A) (ROCK1)
o var328 (DRY-N1: 15,2-15,6 A) (ROCK1)
o var254 (DRY-O:2,4-2,8 A) (ROCK?2)
o var459 (O-N1: 10,0-10,4 A) (ROCK2)

2. Linker sa grupom koja je akceptor i donor vodoni¢e veze (amidna grupa), ¢iji znacaj je
potvrden promijenljivom:

o vard59 (O-N1: 10,0-10,4 A) (ROCK2)

3. Benzenov prsten sa akceptorima vodoni¢nih veza kao supstituentima u meta ili para
poloZaju, usled uticaja promijenljivih:

o var573 (N1-TIP: 20,4-20,8 A) (ROCK1)
o var383 (DRY-TIP: 14,0-14,4 A) (ROCK1)
o varl64 (N1-N1:19,2-19,6 A) (ROCK1)

o var597 (N1-TIP: 15,6-16,0 A) (ROCK2)
o vard77 (O-N1: 17,2-17,6 A) (ROCK2)

Ovi rezultati ukazuju na to da se dualna ROCK1/ROCK?2 inhibicija moze posti¢i preciznim strukturnim
dizajnom inhibitora, uz optimizaciju klju¢nih medumolekulskih interakcija i prostorne organizacije
farmakofornih elemenata.

4.1.2. Rezultati studije molekulskog dokinga

Obje doking procedure, sprovedene sa enzimima ROCK1 (PDB: 6E9W) 1 ROCK2 (PDB: 7JNT), se
mogu smatrati validnim S$to je potvrdeno izracunavanjem RMSD vrijednosti za svaki od enzima
(RMSD<2A).

Atom azota piridinskog prstena u ko-kristalnom ligandu JOP501 (ChemPLP vrijednost: 82,68, PDB:
6E9W) formira klju¢nu interakciju sa Metl156 koja znacajno doprinosi ROCKI inhibiciji. Pored toga,
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kompleks JOP501-ROCK1 je dodatno stabilizovan vodoni¢nim vezama: jednom izmedu karbonilne
grupe liganda i Lys105 i drugom izmedu kiseonikovog atoma 1,4-dioksana i Phe87. Brojne hidrofobne
interakcije sa aminokiselinskim ostacima poput Leu205, Ala103, Val90, Ala215, Arg84, Met153 1 Gly85
dodatno olaksavaju vezivanje JOP501 za aktivno mjesto ROCK1 (Slika 22).
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I ri-cation [ Alkyl
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Slika 22. 2D-prikaz klju¢nih interakcija ko-kristalnog liganda JOP501 i ROCK1 (PDB:6E9W).

Pirazolni fragment (hinge-vezuju¢i domen) najaktivnijeg jedinjenja, CHEMBL1922035 (pICso = 8,70,
ChemPLP vrijednost: 83,36, klaster IV — Slika 23-A), formira esencijalne vodoni¢ne veze sa Met156 i
Glul54 koje znacajno doprinose optimalnom usidravanju inhibitora u aktivnom mjestu ROCKI. Ove
kljucne interakcije (jedna ili obje) su dosljedno prisutne u ko-kristalnom ligandu JOP501 (Slika 22), kao
1 u drugim potentnim inhibitorima iz razli¢itih klastera, ukljucuju¢i RKI11447 (pICso = 8,10, ChemPLP
vrijednost: 78,68, klaster II — Slika 23-B), CHEMBL 1084892 (pICso = 7,85, ChemPLP vrijednost: 68,26,
klaster I — Slika 23-C) i CHEMBL2023160 (pICso = 5,85, ChemPLP vrijednost: 64,36, klaster III — Slika
23-D). Nasuprot tome, najmanje aktivno jedinjenje iz trening seta, CHEMBL2023148 (pICso = 3,80,
ChemPLP vrijednost: 60,97 — Slika 23-E), ne formira vodonicne veze sa Glul54 i Metl56. Ova
korelacija sugeriSe da je formiranje vodoni¢nih veza izmedu hinge-vezuju¢eg domena 1 Glul54 i/ili
Met156 esencijalan element za efikasnu ROCK1 inhibiciju.
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Slika 23: 2D-prikazi klju¢nih interakcija izmedu: (A) CHEMBL1922035 i ROCK1 (PDB: 6E9W); (B)
RKI1447 i ROCKI1 (PDB: 6E9W); (C) CHEMBL1084892 i ROCKI1 (PDB: 6E9W); (D)
CHEMBL2023160 i ROCK1 (PDB: 6E9W); (E) CHEMBL2023148 i ROCK1 (PDB: 6E9W); (F)
CHEMBL67352 i ROCK1 (PDB: 6E9W).
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Kiseonik karbonilnog linkera i metoksi grupa na benzenovom prstenu jedinjenja CHEMBL1922035
formiraju vodoni¢ne veze sa Lys105 i Phe87, ¢ime se dodatno poboljSava vezivanje ovog jedinjenja za
enzim (Slika 23-A) Sto je u skladu sa vezivnom pozom ko-kristalnog liganda JOP501 (Slika 22).
Vodoni¢na veza sa Phe87 je prisutna i kod drugih visoko aktivnih inhibitora sa meta-supstituisanim
benzenovim prstenom, kao $to su RKI11447 (pICso = 8,10 — Slika 23-B), CHEMBL1922140 (pICso =
8,22), CHEMBL1922127 (pICso = 8,05) i CHEMBL1922128 (pICso = 8,52). Nasuprot tome, ova
interakcija je odsutna kod najmanje aktivnih jedinjenja (CHEMBL2023148 (pICso = 3,80) — Slika 23-E;
CHEMBL67352 (pICso = 4,12) — Slika 23-F), ¢iji benzenov prsten nije supstituisan grupom koja je
akceptor vodoni¢ne veze, Sto ukazuje na pozitivnu korelaciju izmedu elektron-donorske supstitucije 1
ROCKI inhibicije.

Finalno, pri vezivanju inhibitora za aktivno mjesto ROCK1 su ostvarene brojne Van der Waalsove i n-
sigma interakcije izmedu pirazola, 7-azainodola, izohinolina ili benzenovog prstena 1 razli¢itih
aminokiselinskih ostataka, uklju¢ujuéi Ala103, Val137, Leu205, Met153, Phe120, Val90 i Gly85. Ovaj
obrazac interakcija je slican vezivanju ko-kristalnog liganda JOP501.

Neophodno je ista¢i da je kod pojedinih inhibitora, kao Sto su CHEMBL67352 (Slika 23-F) i1
CHEMBL2023147, zabiljezena slabija ROCKI inhibicija uprkos prisutvu vodoni¢nih veza izmedu
hinge-vezujueg domena 1 aminokiselinskih ostataka. Ovo nas dovodi do zakljucka da odsustvo
vodoni¢nih veza i m-sigma interakcija sa linkerom ili benzenovim prstenom moze rezultirati smanjenjem
aktivnosti ROCK1 inhibitora, $to implicira da se 1 ove interakcije moraju uzeti u razmatranje pri
dizajniranju novih ROCK1 inhibitora.

Ko-kristalni ligand enzima ROCK2 — VFA501 (ChemPLP vrijednost: 82,46, PDB: 7JNT) ostvaruje
vodoni¢nu vezu sa Metl72 koja se smatra kljucnom za ROCK2 inhibiciju (Slika 24). Pored toga,
formiraju se dvije dodatne vodoni¢ne veze izmedu VFAS501 i ROCK2: jedna izmedu karbonilne grupe
linkera 1 Lys121, a druga izmedu metoksi grupe benzenovog prstena i Phel103. Opisane su brojne Van
der Waalsove interakcije izmedu VFAS501 1 razli¢itih aminokiselinskih ostataka, kao $to su Vall06,
Vall53, Metl69, Alall9, Leu221, Argl00, Phel36, Alal02 itd., koje pozitivno koreliSu sa ROCK2
inhibicijom (Slika 24).

LE
ARG
LEU ; A:221 ALA
A:123 & L g
PHE
: ALA
A:136 AT02 A\A1E7T2
H
PHE AG]%%JO
A:103 ¢ | v '
d AMIEGTQ
LYS N
A:121 ALA
VAL .
A:106 &
A3
ASP 4
A:232
Interactions
I cConventional Hydrogen Bond [ Pi-sulfur
[] carbon Hydrogen Bond I Amide-Pi Stacked
I Fi-cation [ Ayl

B Fi-sigma [ Pi-Alkyl
Slika 24. 2D-prikaz klju¢nih interakcija ko-kristalnog liganda VFA501 i ROCK2 (PDB:7JNT).
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Najaktivnije jedinjenje u trening setu za ROCK2, CHEMBL1922128, koje pripada klasteru IV (pICso =
9,00, ChemPLP vrijednost: 93,01), formira dvije kljune vodoni¢ne veze izmedu hinge-vezujuceg
domena (azotovi atomi pirazola) i aminokiselinskih ostataka Met172 1 Glu170, $to je u skladu sa na¢inom
vezivanja ko-kristalnog liganda VFAS501 (Slike 24 i 25-A). Vodoni¢ne veze izmedu hinge-vezujuéeg
domena (azotnih atoma izohinolina, piridina ili indazola) i Met172 i/ili Glul70 su prisutne i kod drugih
visoko aktivnih jedinjenja iz razlic¢itih klastera, uklju¢uju¢i ChEMBL3689470 (pICso = 7,13, ChemPLP
vrijednost: 76,20, klaster I — Slika 25-B), RK11447 (pICso = 8,21, ChemPLP vrijednost: 79,26, klaster II
— Slika 25-C) i ChEMBL2023154 (pICso = 6,17, ChemPLP vrijednost: 67,13 — Slika 25-D). Nasuprot
tome, najmanje aktivno jedinjenje u trening setu — ChEMBL2023148 (pICso = 4,21, ChemPLP
vrijednost: 50,26 — Slika 25-E) nije ostvarilo vodoni¢nu vezu sa Metl72 ili Glul70, §to dodatno
naglaSava znacaj ovih interakcija za ROCK2 inhibiciju.
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Slika 25: 2D-prikazi klju¢nih interakcija izmedu: (A) CHEMBL1922128 i ROCK2 (PDB: 7INT); (B)
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CHEMBL2023154 i ROCK2 (PDB: 7JNT);

ChEMBL1922125 1 ROCK2 (PDB: 7JNT).
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Metoksi grupa u meta-polozaju benzenovog prstena (ChEMBL1922128 — Slika 25-A) formira
vodoni¢nu vezu sa Phel103. Ova interakcija je prisutna i kod drugih visoko aktivnih jedinjenja, kao §to
su ChEMBL1922125 (pICso = 8,30, ChemPLP vrijednost: 90,84 — Slika 25-F) i RK11447 (pICso = 8,21
— Slika 25-C), kao i kod ko-kristalnog liganda VFAS501 (Slika 24). Pored toga, metoksi grupa
benzenovog prstena ucestvuje u hidrofobnim interakcijama sa P-petljom (P-loop) ROCK2 kinaze koja
ukljucuje aminokiselinske ostatke Alal02, Phel03, Leul23 i Phel36. Ove interakcije su u skladu sa
vezivnom pozama ko-kristalnog liganda (Slika 24) i najaktivnijih jedinjenja u trening setu koja imaju
pICso iznad 8,00 (npr. ChEMBL1922128, ChEMBL1922034, ChEMBL1922042, ChEMBL1922125,
RKI1447, ChEMBL1922043). Znacajno je da vodoni¢ne veze sa Phel03 izostaju kod najmanje aktivnih
molekula (npr. ChHEMBL2023148 — Slika 25-E, ChEMBL2023161, ChEMBL2023159), vjerovatno
zbog odsustva supstituenata koji su akceptori vodonika na benzenovom prstenu. Ovi rezultati ukazuju da
meta-supstitucija benzenovog prstena moze igrati kljuénu ulogu u inhibiciji ROCK2 doprinoseéi
usidravanju inhibitora u aktivnom mjestu enzima putem hidrofobnih interakcija sa P-petljom 1
vodoni¢nih veza.

Finalno, dodatna vodoni¢na veza je identifikovana izmedu kiseonikovog atoma karbonilne grupe u
linkeru najaktivnijeg jedinjenja ChEMBL1922128 1 Lys121 (Slika 25-A). Sli¢ne vodoni¢ne veze su
formirane i kod drugih visoko aktivnih jedinjenja, npr. RKI1447 (Slika 25-C), gdje azotni atom ureido
grupe formira vodoni¢nu vezu sa Lys121, kao 1 izmedu ko-kristalnog liganda VFA501 i ROCK2 (Slika
24). Ovi rezultati naglasavaju da je za efikasnu ROCK2 inhibiciju znacajno prisustvo grupa koje su
donori vodonika u linker regionu molekula

4.1.3. Dizajn novih potencijalnih ROCK inhibitora

Na osnovu rezultata dobijenih primjenom 3D-QSAR modelovanja za ROCK1 i ROCK2, kao 1 analizom
rezultata molekulskog dokinga, moZe se zakljuciti da inhibicija ovih kinaza u znacajnoj mjeri zavisi od
prisustva strukturne jedinice sposobne za interakciju sa hinge regionom aktivnog mjesta enzima.
Konkretno, heterocikli¢ni sistemi sa funkcionalnim grupama koje su akceptori vodoni¢nih veza
predstavljaju klju¢ne farmakoforne elemente za inhibiciju ROCK1 i ROCK2, $to potvrduju promijenljive
var323 (ROCK1), var328 (ROCK1), var254 (ROCK2) i var459 (ROCK?2). Dalje, rezultati molekulskog
dokinga nedvosmisleno ukazuju da je formiranje vodoni¢nih veza izmedu hinge-vezuju¢eg domena 1
kljuénih aminokiselinskih ostataka (Glul54 1 Met156 kod ROCKI1, Glul70 1 Metl72 kod ROCK?2)
neophodno za ostvarivanje inhibitornog efekta.

Pored hinge-vezujuce jedinice, prisustvo linkera koji sadrzi funkcionalne grupe sposobne za doniranje
ili prihvatanje vodoni¢nih veza dodatno doprinosi povecanju inhibitorne aktivnosti prema ROCKI 1
ROCK2. Ovaj efekat je potvrden analizom pozitivnog uticaja var459 (ROCK?2), kao i formiranjem
vodoni¢nih veza sa klju¢nim aminokiselinama, ukljucuju¢i Lys105 i Asp232 kod ROCK1 i Lys121 kod
ROCK?2. Nadalje, prisustvo benzenovog prstena u linker regiji dovodi do povecanja inhibitorne
aktivnosti jedinjenja zahvaljuju¢i formiranju hidrofobnih interakcija sa aminokiselinskim ostacima kao
Sto su Alal03, Vall37, Leu205, Metl53, Phel20, Val90 1 Gly85 kod ROCKI, te sa P-petljom kod
ROCK2. Ove korelacije izmedu strukture linkera i inhibitorne aktivnosti su dodatno potvrdene 3D-
QSAR modelom za ROCK1, koji ukazuje da optimalno prostorno rasporedivanje vodonik-akceptorske
grupe unutar heterociklusa 1 benzenovog prstena pozitivno uti¢e na aktivnost inhibitora, $to se ogleda
kroz promijenljive var323 i var328. Slican efekat je potvrden i u slucaju 3D-QSAR (ROCK2) modela,
gdje promijenljiva var355 ukazuje na povoljan uticaj ovih strukturnih elemenata.
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Modifikacija benzenovog prstena uvodenjem vodonik-akceptorskih supstituenata moze znacajno
doprinijeti povecanju inhibitorne aktivnosti jedinjenja putem formiranja vodoni¢nih veza sa Phe87 kod
ROCKI1 1 Phel03 kod ROCK2. Ova pozitivna korelacija izmedu meta- 1 para-supstitucije benzenovog
prstena i inhibitorne aktivnosti je potvrdena 3D-QSAR modelima, narocito kroz pozitivan uticaj
promijenljivih var573, var383 i var164 kod ROCK1, odnosno var597 i var477 kod ROCK2.

Na osnovu integrisanih rezutata dobijenih 3D-QSAR analizama i dokingom dizajnirana je serija novih
potencijalnih inhibitora ROCK enzima, prikazana na Slici 26. Pri selekciji inge-vezuju¢eg domena uzeti
su u obzir izohinolin, piridin i 4-fenil-piridin grupe, s obzirom na njihovu sposobnost formiranja
vodoni¢nih veza putem heteroatoma azota §to je u saglasnosti sa teorijskim predikcijama dobijenim
racunarsko-hemijskim metodama. Ove jedinice su povezane sa linkerom koji sadrzi kako donorske
(amidna azotna grupa), tako i akceptorske (karbonilna grupa) funkcionalne elemente, ¢ime se dodatno
osigurava njihova efikasna interakcija sa aktivnim mjestima enzima ROCK1 1 ROCK2.

Takode, inkorporacija benzenovog prstena unutar linker regije ima za cilj povecanje inhibitornog
potencijala jedinjenja putem hidrofobnih interakcija sa klju¢nim aminokiselinskim ostacima u aktivnom
mjestu ROCK1 (Alal03, Vall37, Leu205, Metl53, Phel20, Val90 i Gly85) i ROCK2 (P-petlja).
Eksperimentalni 1 racunarski podaci takode ukazuju da supstituenti sa akceptorskim svojstvima na
benzenovom prstenu mogu dodatno pojacati inhibitorni potencijal jedinjenja. Uzro¢no-posledi¢no je
predlozena funkcionalizacija benzenovog prstena uvodenjem fluoro, hidroksi i metoksi grupa na
razliitim meta- 1 para-pozicijama, ¢ime se omogucava efikasno formiranje vodoni¢nih veza sa ciljnim
aminokiselinskim ostacima.

Kao rezultat ovog racionalnog dizajna razvijeno je devet novih potencijalnih ROCK inhibitora, ¢iji je
strukturni dizajn prikazan na Slici 26.
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supstituisani benzenov prsten ljubicasto.
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Nacini vezivanja i1 kljucne interakcije dizajniranih jedinjenja su evaluirani pomocu studija molekulskog
dokinga na obje ROCK izoforme. Slika 27. ilustruje nacin vezivanja i klju¢ne interakcije jednog od
dizajniranih molekula, C-19. Sva dizajnirana jedinjenja su formirala vodoni¢nu vezu izmedu azotovog
atoma hinge-vezujuéeg domena (azotov atom heterociklusa) i aminokiselinskog ostatka Met156 u
ROCKI1 ili Met172 u ROCK2, koja je od sustinskog znacaja za ROCK1/ROCK?2 inhibiciju.
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Slika 27. A. PoloZaj vezivanja dizajniranog ROCK inhibitora C-19 (siva boja) sa ChemPLP vrijednos$¢u
od 80,32 1 ko-kristalnog liganda JOP501 (zelena boja) sa ChemPLP vrijednos¢u od 82,68, u aktivnhom
mjestu ROCK1 (lijevo), zajedno sa 2D prikazom kljucnih interakcija izmedu C-19 1 ROCK1 (desno).
B. PoloZaj vezivanja C-19 (siva boja) sa ChemPLP vrijedno$¢u od 82,82 i ko-kristalnog liganda VFA501
(plava boja) sa ChemPLP vrijedno$¢u od 82,46, u aktivnom mjestu ROCK2 (lijevo), uz 2D dijagram koji
istie kljucne interakcije izmedu C-19 i ROCK2 (desno).
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4.2. Sinteza i karakterizacija dizajniranih ROCK inhibitora

Dizajnirani ROCK inhibitori su sintetisani koriS¢enjem sintetskih puteva prikazanih na Slici 28. Derivati
homopiperazina su dobijeni reakcijom izohinolin-5-sulfonske kiseline, 3-(4-piridil)akrilne kiseline ili 4-
(4-piridil)benzoeve kiseline sa homopiperazinom, pri ¢emu su kori§¢eni optimizovani reakcioni uslovi
kako bi se postigla maksimalna efikasnost konverzije.

Derivati benzil bromida su sintetisani iz odgovaraju¢ih benzaldehida u dvostepenom procesu, koji je
ukljucivao pocetnu redukciju do alkohola upotrebom natrijum-borohidrida (NaBHa4), nakon cega je
slijedila nukleofilna supstitucija pomocu fosfor-tribromida (PBr3). Ovim postupkom su dobijeni
intermedijeri visoke Cistoce, Sto je omogucilo njihovu dalju upotrebu u sintezi finalnih jedinjenja.

Ciljani ROCK inhibitori su dobijeni reakcijom nukleofilne supstitucije izmedu derivata homopiperazina
i odgovaraju¢ih benzil bromida, pri ¢emu su finalni proizvodi izolovani u umjerenim prinosima (30-
50%). Nakon sinteze, jedinjenja su prec€iS¢ena fle§ hromatografijom na koloni silica gela primjenom
gradijentnog sistema eluiranja: 100% DCM, a zatim smjeSa DCM:metanol u odnosu 9:1, ¢ime je
postignut visok stepen €istoce. Struktura dobijenih jedinjenja je potvrdena spektroskopskim metodama,
ukljucujuéi nuklearnu magnetnu rezonancu (NMR) i masenu spektrometriju, ¢iji su detaljni rezultati
prikazani u okviru Tabele 5. Slike 'H i 13C spektara su prikazane u Prilogu 2.
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Slika 28. Sema sinteze potencijalnih ROCK inhibitora &ije su strukture predstavljane na Slici 26. Hinge-
vezujuc¢i domen je oznacen plavom, linker zelenom, a supstitutisani benzenov prsten ljubi¢astom bojom.
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Tabela 5. Strukturna karakterizacija potencijalnih ROCK inhibitora

Jedinjenje
C-19
IV
11
\
\ /

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opstoj proceduri D; m=23,6 mg, 34,4% prinos

C-20

7\

— % /N O

OH

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opstoj proceduri D; m=19,7 mg, 37,7% prinos

C-21

A\

a (IS)I—N//\N/\O\
AN

OH

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opsStoj proceduri D; m=19,4 mg, 38,5% prinos

112

Karakterizacija finalnih potencijalnih ROCK
inhibitora

TH NMR (400 MHz, CDCls) 8 9,35 (s, 1H), 8,68
(d, J=6,1 Hz, 1H), 8,46 (d, /= 6,1 Hz, 1H), 8,34
(d,J=17,4Hz, 1H), 8,18 (d, /= 8,1 Hz, 1H), 7,68
(t,J=7,8Hz, 1H), 7,18 — 7,07 (m, 1H), 6,86 — 6,76
(m, 2H), 3,51 — 3,43 (m, 6H), 2,66 (dd, J = 10,3,
5,1 Hz, 4H), 2,29 (s, 3H), 1,85 — 1,79 (m, 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCl;) & 163,1, 160,6,
153,2, 145,1, 139.,8, 139,8, 134,6, 133,3, 133.0,
132,6, 132,5, 131,7, 131,1, 131,0, 129,2, 125,8,
125,5,117,7,117,1,116,9,112,1, 111,9, 59,5, 55,8,
54.3,48,4, 46,8, 30,3, 28,5, 19,3, 19,2.
HRMS-ESI (m/z) izraCunato za Cx2H24FN30,S
[M + H]": 414,16460; izmjereno: 414,16389.

H NMR (400 MHz, CDCls) § 9,35 (s, 1H), 8,68
(d, J= 6,1 Hz, 1H), 8,46 (d, J= 6,1 Hz, 1H), 8,35
(d, J=17,3 Hz, 1H), 8,19 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,68
(t,J=17,8 Hz, 1H), 6,83-6,81 (m, 2H), 6,71 (d, J =
8,0 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,54 — 3,45 (m, 6H), 2,67
(d, J=5,1 Hz, 4H), 1,88 — 1,82 (m, 2H),

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 153,2, 146,6,
145,0, 1448, 134,6, 133,3, 133,0, 131,7, 130,7,
129.2, 125,8, 121,6, 117,7, 114,0, 111,2, 61,8,
55,9, 55,6, 54,4, 48,2, 46,8, 29,7, 28 4.

H NMR (400 MHz, CDCl3/MeOD=4:1) §9,32 (s,
1H), 8,61 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 8,49 (d, /= 6,1 Hz,
1H), 8,37 (d, J=17,3 Hz, 1H), 8,27 (d, /= 8,1 Hz,
1H), 7,76 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 8,2 Hz,
2H), 6,75 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 3,51 (dd, J = 10,5,
4,5 Hz, 6H), 2,66 (d, J = 4,8 Hz, 4H), 1,91 — 1,83
(m, 2H).

I3C NMR (101 MHz, CDCl3/MeOD=4:1) § 157,8,
154,6, 145,7, 136,1, 135,3, 135,1, 133,5, 132,0,
131,0, 130,2, 128,0, 119,8, 116,7, 63,2, 57,2, 55,7,
49,3,48,4,31,3, 29,5.



C-22

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri D; m=19,6 mg, 37,7% prinos

C-23

Bijela,
opstoj proceduri D; m=15,2 mg, 35,5% prinos

amorfna supstanca sintetisana prema

C-24
O //\N
NK)
o F
N\ /
N
Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opsStoj proceduri D; m=23,7 mg, 33,9% prinos

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,63 (s, 2H), 7,60
(dd, J = 15,5, 7,8 Hz, 1H), 7,36 (dd, J =9,7, 5,5
Hz,2H), 7,02 (dd, J=19,7, 15,5 Hz, 1H), 6,86 (dd,
J = 13,6, 6,4 Hz, 2H), 6,77 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
3,87-3,85 (m, 3H), 3,77-3,66 (m, 4H), 3,57 (d, J =
4,0 Hz, 2H), 2,74 (s, 2H), 2,66 (d, J=4,7 Hz, 2H),
1,97 — 1,89 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 165.5, 1654,
150,4, 146,7, 146,6, 1449, 142,7, 139,7, 139,5,
130,7, 122,4, 122,3, 121,7, 121,6, 114,1, 111,3,
111,2,62,3,62,2,55,9, 55,9, 55,7, 55,2, 55,0, 54,1,
48,2,47,2,46,1,45,2,28,7,27,2.

HRMS-ESI (m/z) izracunato za C21H25N303 [M +
H]": 368,19687; izmjereno: 368,19608.

'TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,62 (d, J=4,8 Hz,
2H), 7,58 (dd, J= 15,1, 10,9 Hz, 1H), 7,43 — 7,33
(m, 2H), 7,14 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,02 (dd, J =
18,2, 16,1 Hz, 1H), 6,79 (t, /= 17,8 Hz, 2H), 3,85 —
3,45 (m, 6H), 2,77-2,65 (m, 4H), 1,95 (d, J = 4.9
Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 165,7, 165,6,
156,2, 150,1, 149,9, 143,1, 142,9, 139,8, 139,5,
130,4, 130,2, 129,4, 122,7, 122,4, 122,0, 121,9,
115,4, 62,0, 61,9, 55,6, 54,9, 54,8, 54,2, 48,0, 47,2,
459, 45,3, 28,4, 27,1.

TH NMR (400 MHz, CDCLs) § 8,62 (s, 2H), 7,59
(dd, J= 15,5, 9,8 Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 11,4, 5,6
Hz, 2H), 7,19 (dd, J = 14,1, 6,1 Hz, 1H), 7,01 (dd,
J =233, 15,5 Hz, 1H), 6,88 — 6,80 (m, 2H), 3,79
—~ 3,61 (m, 4H), 3,54 (s, 2H), 2,72 (d, J = 4,8 Hz,
2H), 2,66 — 2,60 (m, 2H), 2,34 (s, 3H), 1,90 (d, J =
4,9 Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCl:) & 165,5, 1654,
163,1, 160,7, 150,5, 142,6, 139,9, 139,9, 139,8,
139,7, 139,6, 132,7, 132,5, 131,1, 131,0, 122,4,
122,3, 121,7, 121,7, 117,2, 117,1, 117,0, 116,9,
112,2, 112,1, 111,9, 111,9, 59,9, 59,7, 55,9, 55,4,
54,8, 54,0, 48,3, 47,2, 46,2, 45,3, 28,8, 27.2.
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C-25

Q N//\N O
§ -
\N /

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri D; m=24,1 mg, 46,5% prinos

C-26

Q N//\N/\©\
éjkd OH
\N/

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri D; m=15,3 mg, 31,9% prinos

C-27

ON//\N
Oggy F
\N/

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opsStoj proceduri D; m=14,9 mg, 39,7% prinos

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8,68 (d, J = 4,1 Hz,
2H), 7,66 (dd, J = 11,3, 8,2 Hz, 2H), 7,57 — 7,47
(m, 4H), 6,93 — 6,73 (m, 3H), 3,91 — 3,81 (m, SH),
3,65 — 3,47 (m, 4H), 2,83 (m, 1H), 2,78 — 2,72 (m,
1H), 2,61 (d, J = 4,9 Hz, 2H), 2,02 — 1,99 (m, 1H),
1,85 1,79 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCL) & 170,9, 1708,
150,3, 1475, 146,6, 144,9, 139,0, 137,6, 127.6,
127,5, 127,1, 121,6, 114,0, 111,3, 111,1, 62,4,
62,2, 55,9, 55,8, 55,7, 54,6, 53,9, 49,9, 48,8, 455,
27,0.

TH NMR (400 MHz, CDCls) & 8,68 (s, 2H), 7,66
(dd, J = 13,6, 8,0 Hz, 2H), 7,51 (dd, J = 13,7, 8,3
Hz, 4H), 7,19 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,13 (d, J = 8,2
Hz, 1H), 6,82 — 6,73 (m, 2H), 3,80 (d, /= 5,5 Hz,
2H), 3,66 — 3,45 (m, 4H), 2,91 — 2,79 (m, 1H), 2,79
~ 2,70 (m, 1H), 2,70 — 2,63 (m, 1H), 2,63 — 2,56
(m, 1H), 2,03 — 1,97 (m, 1H), 1,88 — 1,79 (m, 1H).
13C NMR (101 MHz, MeOD) § 1703, 170,3,
155.4, 147.8, 146,7, 137,3, 137,2, 135,8, 135.6,
129,1, 128,7, 127,9, 125,8, 1258, 125.5, 120,3,
113,3, 113,2, 59,8, 59,7, 53,5, 53,4, 52,2, 51,7,
43,6, 43,1, 25,8, 24,7.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8,68 (d, J = 4,5 Hz,
2H), 7,66 (dd, J = 15,7, 7,9 Hz, 2H), 7,56 — 7,46
(m, 4H), 7,25 — 7,12 (m, 1H), 6,89 — 6,78 (m, 2H),
3,84 — 3,76 (m, 2H), 3,58 — 3,46 (m, 4H), 2,83 —
2,79 (m, 1H), 2,75 — 2,71 (m, 1H), 2,59 (d, /= 4,3
Hz, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,00 — 1,93 (m, 1H), 1,82 —
1,75 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDClz) & 170,9, 170,8,
163,1, 160,7, 150,4, 147.4, 139,9, 1398, 139,0,
137,6, 132,5, 131,1, 131,0, 127,5, 127,1, 121,6,
117,2, 117,0, 112,1, 111,9, 59,9, 59,8, 55,9, 55,8,
54,8, 53,8, 49,9, 48,9, 46,2, 45,6, 29,1, 27,1, 19,3.
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4.3. Rezultati in vitro enzimske evaluacije potencijalnih ROCK inhibitora

Sintetisani ROCK inhibitori su podvrgnuti evaluaciji njihove inhibitorne aktivnosti prema ROCKI1 1
ROCK2 izoformama koris¢enjem komercijalnog in vitro biohemijskog testa. U pocetnoj fazi istrazivanja
je sproveden preliminarni skrining u cilju procjene inhibitornog efekta sintetisanih jedinjenja na ROCK2,
pri Cemu su eksperimenti izvedeni pri fiksnoj koncentraciji inhibitora od 10 uM (Slika 29-A).

Rezultati preliminarnog skrininga su pokazali da su od svih testiranih jedinjenja samo dva, C-19 i C-22,
ispoljila znacajnu inhibitornu aktivnost prema ROCK2, sa stepenom inhibicije od 52,03%, odnosno
72,45%. Na osnovu ovih rezultata, ova dva jedinjenja su podvrgnuta daljoj evaluaciji sa ciljem ispitivanja
njihove aktivnosti prema ROCKI. Jedinjenje C-19 je pokazalo izrazenu inhibiciju ROCKI1 sa
vrijednoséu od 72,64%, dok je jedinjenje C-22 ispoljilo znacajno nizu aktivnost, pri ¢emu je procenat
inhibicije iznosio 27,36% (Slika 29-A).

Nakon potvrde ROCK1 i ROCK2 inhibicije u preliminarnom skriningu, odredene su ICso vrijednosti za
jedinjenje C-19, koje su ukazale na umjerenu inhibitornu aktivnost prema obje ROCK izoforme: 4,22
pM za ROCKI 1 6,13 pM za ROCK2 (Slika 29-B). Na osnovu postignutih rezultata i obe¢avajuceg
inhibitornog profila (Tabela 6), jedinjenje C-19 je izdvojeno kao perspektivan kandidat za dalju detaljnu
biolosku evaluaciju.

% of ROCK2 inhibition (10uM) % of ROCK1 inhibition {10 LLM) A

OF INHIBITION

% inhibition
B
o

4

H i@ \ |

c-19

C-22

120- ROCK2 C-19 120 ROCK1
100- 1004__m
2 804 2 804 u
> 2
S 604 T s60-
< <
2 40- 2 404
20+ 204
0 L] 1 Li L] L) ) 0 L} L] L) L] L ] L)
- -8 -7 X -5 4 3 9 -8 7 -6 5 4 -3

Slika 29. A. Prikaz procenta inhibicije ROCKI1 i ROCK2 izoformi pri istoj koncentraciji testiranih
jedinjenja od 10 uM; B. Prikaz dijagrama odnosa doze i inhibicije ROCKI1 1 ROCK2 izoformi za

Log [Compound] (M)

Log [Compound] (M)

jedinjenje C-19. Inhibition — inhibicija, activity — aktivnost, compound — jedinjenje.
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Table 6. Eksperimentalno odredena i 3D-QSAR (ROCKI1, ROCK2) modelima predvidena plCso
vrednost jedinjenja C-19

Jedinjenje ROCK1 ROCK2
C-19 pICso pICso pICso pICso pICso pICso
(predvidena) (eksperimentalna) (rezidualna) (predvidena) (eksperimentalna) (rezidualna)
5,76 5,37 -0,39 5,61 5,21 -0,40
4.4. Rezultati in vitro ¢elijske evaluacije najaktivnijih ROCK inhibitora

4.4.1. Ispitivanje citotoksi¢nih efekata novodizajniranih i sintetisanih ROCK inhibitora

Ova studija je ispitala citotoksi¢ne efekte novodizajniranih i sintetisanih ROCK inhibitora (C-19 1 C-22)
na Cetiri razlicite Celijske linije tumora: MDA-MB-231, HCC1937, MiaPaCa-2 i Panc-1. Kao pozitivha
kontrola u svim in vitro eksperimentima je kori§¢en registrovani inhibitor ROCK kinaza, fasudil.

Tretiranjem obje ispitivane ¢elijske linije karcinoma pankreasa sintetisanim jedinjenjem C-19, uocen je
dozno-zavisan citotoksi¢ni efekat nakon 72 casa, dok kod celijskih linija karcinoma dojke nije
registrovan znacajan citotoksi¢ni odgovor. Dobijene ICso vrijednosti su iznosile 19,10 uM za MiaPaCa-
2135,03 uM za Panc-1, Sto ukazuje na vecu osjetljivost MiaPaCa-2 ¢elija na ispitivani inhibitor.

Nasuprot tome, tretiranjem ispitivanih Celijskih linija karcinoma sintetisanim jedinjenjem C-22, kao i
referentnim inhibitorom fasudilom, nije uocen znacajan citotoksi¢ni efekat (Tabela 7 1 Slika 30). Ovi
rezultati ukazuju na znacajnu aktivnost jedinjenja C-19 prema celijama karcinoma pankreasa, Sto
opravdava dalja istrazivanja njegovog potencijala kao antitumorskog agensa.

Tabela 7. Citotoksi¢na aktivnost novosintetisanth ROCK inhibitora testirana na tumorskim ¢elijskim
linjjama MDA-MB-231, HCC1937, MiaPaCa-2 i Panc-1

Jedinjenje ICso0 (nM)

MDA-MB-237 HCC1937 MiaPaCa-2 Panc-1 MRC-5
C-19 > 50 > 50 19,10 + 1,89 (4,1) 35,03 £4,43(22)  78,25+4722
C-22 > 50 >50 > 50 >50 >50
Fasudil > 50 >50 > 50 >50 92,02 £3,67

ICSO vrijednosti (UM) prikazane su kao srednje vrijednosti + SD i predstavljaju rezultate tri nezavisna eksperimenta.

Toksikoloski profil jedinjenja C-19 je dalje evaluiran na humanoj ¢elijskoj liniji porijeklom iz fibroblasta
plu¢a, MRC-5, kako bi se procijenila njegova terapijska Sirina odredivanjem indeksa selektivnosti (Si).
Rezultati su pokazali da C-19 ispoljava izuzetnu selektivnost prema celijskoj liniji MiaPaCa-2, sa
indeksom selektivnosti od 4,1, dok je selektivnost prema ¢elijama Panc-1 umjereno izrazena (Si = 2,2)
(Tabela 7). Ovi rezultati sugeriSu da C-19 potencijalno moze biti efikasan antitumorski agens sa
poZeljnom selektivnoséu prema malignim ¢elijama, uz minimalni citotoksicni efekat na normalne celije.
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Slika 30. Prikaz odnosa doze i citotoksi¢nosti dobijenih u MTT testu na ¢elijskim linijama MDA-MB-

231, HCC1937, MiaPaCa-2 i Panc-1 nakon 72 ¢asa izlozenosti ROCK inhibitorima. % of cell survival —
procenat preZivljavanja ¢elija, concentration — koncentracija.

4.4.2. Ispitivanje uticaja C-19 na apoptozu

Nakon 48 sati izloZenosti ¢elija novosintetisanom ROCK inhibitoru C-19 u koncentraciji od 20 uM doslo
je do indukcije rane apoptoze u populaciji od preko 20% MiaPaCa-2 ¢elija (Slike 31-A 1 31-B) i priblizno
15% Panc-1 celija (Slike 31-C i 31-D). Ova analiza je sprovedena primjenom protocne citometrije uz
koris¢enje Annexin V-FITC/PI bojenja. Statisticka obrada podataka ukazuje na znacajno povecanje
procenta apoptoti¢nih celija u obje ispitivane PDAC ¢elijske linije u poredenju sa netretiranim
kontrolnim c¢elijama (p < 0.05 za Panc-1, p < 0.01 za Mia PaCa-2). Sa druge strane, fasudil je ostvario
slabiji efekat u poredenju sa C-19 na obje PDAC ¢elijske linije —nije pokazao staticki znacajnu razliku u
poredenju sa netretiranom kontrolom (Slika 31). Ovi rezultati potvrduju potencijal jedinjenja C-19 u
indukciji programirane ¢elijske smrti kod PDAC ¢elijskih linija.

117



(A) ctrl X €-19 (20 uM) (B)

10 10! 102 103 104 100
Annesin¥-FITC

50 = Ctrl
Pl " Fasudil (20 uM)
= 2 = C-19 [20pM]
o £ Il Fasudil [20pM]
3 30+
= e *¥
3 20 - -
® S8 5
- ]
EID“ 10! 10¢ 10° 104
e 0 |—_|_—|
Annexin V-FITC Early apoptosis
(C) " ctrl - €-19 (20 uM) (D)

=2 : : =

cémo 2 ot =Em“ 10

% Fasudil (20 uM) 50—

Pl]s = Crl
< 40+ = C-19 [20pM]
£
. S 34 Il Fasudil [20pM]
e ©
@
- Q 20 =
e - *
-—
ok S 10+
# woivere !
0  m— ==
Annexin V-FITC Eaﬂy apoptosis

Slika 31: Uticaj 48-Casovne izloZenosti ROCK inhibitorima (C-19 1 fasudil) na indukciju rane apoptoze
u ¢elijama MiaPaCa-2 (A, B) i Panc-1 (C, D). Procenat apoptoticnih ¢elija je kvantifikovan kvantifikovan
proto¢nom citometrijom koriS¢enjem dvokolornog bojenja Annexin FITC 1 PI. Statisticki znacajne
razlike izmedu tretmana odredene su t-testom (*p < 0.05, **p < 0.01) u poredenju sa netretiranom
kontrolom. Stubicasti dijagrami prikazuju srednje vrijednosti = SD dobijene iz tri nezavisna
eksperimenta. Tackasti dijagrami ilustruju reprezentativne rezultate Annexin V/PI bojenja ¢elija koji su
analizirani proto¢nom citometrijom nakon 48-Casovne izlozenosti ¢elijskih linija MiaPaCa-2 (A) 1 Panc-
1 (C) ispitivanim jedinjenjima. % cell death — ¢elijska smrt; early apoptosis — rana apoptoza.
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4.4.3. Ispitivanja uticaja C-19 na Celijski ciklus MiaPaCa-2 i Panc-1 tumorskih ¢elija

Kako bi se procijenio antiproliferativni efekat sintetisanog inhibitora C-19, sprovedena je analiza
promjena u distribuciji ¢elija po fazama celijskog ciklusa pri prethodno odredenim ICso koncentracijama
C-19. Celijske linije MiaPaCa-2 i Panc-1 su tretirane ROCK inhibitorima (C-19 i fasudilom) u
koncentraciji od 20 uM tokom 48 sati, Sto je rezultiralo blagim promjenama u distribuciji ¢elija po fazama
¢elijskog ciklusa (Slika 32).

Izlozenost Mia PaCa-2 ¢elija inhibitoru C-19 tokom 48 sati je dovela do blagog povecanja procenta
¢elija u sub-G1 fazi, uz istovremeno smanjenje broja ¢elija u GO/G1 fazi. Sli¢an obrazac promjena u
distribuciji ¢elija po fazama Celijskog ciklusa je primjecen i nakon tretmana fasudilom (Slike 32-A 1 32-
B). Nasuprot tome, tretiranjem Panc-1 ¢elija inhibitorom C-19 je rezultiralo blagim povec¢anjem procenta
¢elija u GO/G1 fazi, dok tretiranje fasudilom nije izazvalo znacajne promjene u distribuciji ¢elija po
fazama Celijskog ciklusa (Slike 32-C i 32-D).
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Slika 32: Uticaj 48-Casovne izlozenosti ROCK inhibitorima (C-19 1 fasudil) na distribuciju ¢elija po
fazama Celijskog ciklusa u Mia PaCa-2 (A, B) i Panc-1 ¢elijama (C, D). Kako bi se procijenio uticaj
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ROCK inhibitora na dinamiku ¢elijskog ciklusa, ¢elije pankreasnog adenokarcinoma (MiaPaCa-2 i Panc-
1) su bile izlozene ispitivanim inhibitorima (C-19 i fasudil) u koncentraciji od 20 uM tokom 48 sati.
Nakon tretmana, ¢elije su obojene propidijum jodidom i analizirane proto¢nom citometrijom. Prikazani
histogrami predstavljaju reprezentativne rezultate PI bojenja i ilustruju distribuciju ¢éelijskih populacija
u razli¢itim fazama ciklusa nakon 48 Casova izlozenosti ekvimolarnim koncentracijama C-19 i fasudila.
M1 — apoptotske ¢Celije sa sadrzajem DNK koji odgovara sub-G1 frakciji, M2 — ¢elije u GO/G1 fazi, M3
— Celije u S fazi, M4 — Celije u G2/M fazi. % of total cells — procenat ukupnih celija.

4.44. Ispitivanje uticaja C-19 na promjene mithondrijskog membranskog potencijala

Unutrasnji (intrinzi¢ni) apoptotski put se aktivira nizom dogadaja koji ukljuCuju narusavanje integriteta
mitohondrijske membrane i gubitak mitohondrijskog membranskog potencijala (A%¥m), §to dovodi do
oslobadanja proapoptotskih faktora poput citohroma C, i kaspazne aktivacije. Obzirom na znacaj
mitohondrijske disfunkcije u regulaciji ¢elijske smrti, ispitani su efekti ROCK inhibitora C-19 i fasudila
na mitohondrijski membranski potencijal u ¢elijama MiaPaCa-2 i Panc-1.

Tretiranjem MiaPaCa-2 ¢elija sintetisanim ROCK inhibitorom C-19 u koncentraciji od 20 uM dovelo je
do statisticki znacajnog smanjenja mitohondrijskog membranskog potencijala (p < 0,01) (Slika 33-A),
Sto ukazuje na potencijalnu aktivaciju intrinzi¢nog apoptotskog puta. Nasuprot tome, u Panc-1 ¢elijama
nije uocena znacajna promjena u mitohondrijskom membranskom potencijalu nakon 24-Casovne
izlozenosti C-19 u poredenju sa kontrolom (Slika 33-B), Sto sugeriSe razliitu osetljivost ¢elijskih linija
na ovaj inhibitor.

Tretman fasudilom u istoj koncentraciji (20 uM) tokom 24 sata nije doveo do smanjenja mitohondrijskog
membranskog potencijala. Naprotiv, uocena je blaga hiperpolarizacija mitohondrija u obje ¢elijske linije
(Slike 33-A 133-B). Ovi rezultati upucuju na to da bi efekti ROCK inhibicije mogli biti ¢elijski specifi¢ni
1 da razli¢iti inhibitori mogu indukovati razli¢ite mitohondrijske odgovore, $to zahtjeva dalja istraZivanja
njihovih molekulskih mehanizama djelovanja.
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Slika 33: Uticaj 24-Casovne izloZenosti ROCK inhibitorima (C-19 1 fasudil) na mitohondrijski
membranski potencijal MiaPaCa-2 (A) i Panc-1 ¢elija (B). Nakon 24-¢asovnog tretiranja PDAC Celija
ispitivanim ROCK inhibitorima u koncentraciji od 20 uM, ¢elije su obojene JC-1 bojom, a promjene u
mitohondrijskom membranskom potencijalu su analizirane protocnom citometrijom. Statisti¢ki znacajne
razlike izmedu tretmana su utvrdene t-testom: p < 0,05, p <0,01 (u poredenju sa netretiranom kontrolom).

120



Mitochondrial membrane potential (normalized to control) — mitohondrijski membranski potencijal
(normalizovan u odnosu na kontrolu).

4.4.5. Ispitivanje uticaja C — 19 na produkciju reaktivnih oblika kiseonika

Celije karcinoma karakterise poveéana proizvodnja reaktivnih oblika kiseonika (ROS) koji primarno
poticu iz mitohondrija 1 imaju kljucnu ulogu u progresiji tumora. ROS mogu uticati na karcinogenezu
modulacijom ekspresije gena, izazivanjem genomskih nestabilnosti i regulacijom razli¢itih signalnih
puteva, ukljucujuéi one povezane sa proliferacijom, angiogenezom 1 metastazama [299]. Zbog njihove
uloge u prezivljavanju i adaptaciji tumorskih ¢elija, ispitani su efekti C-19 i fasudila na ukupne i
mitohondrijske nivoe ROS u MiaPaCa-2 i Panc-1 ¢elijjama.

Nakon 24-Casovnog tretiranja Panc-1 ¢elija inhibitorom C-19 (koncentracija 20 pM), uocen je statisticki
znacajan porast ukupnog nivoa ROS (p < 0,001) u poredenju sa netretiranom kontrolom (Slika 34-B),
Sto moze ukazivati na potencijalni oksidativni stres i disfunkciju mitohondrija kao posledicu inhibicije
ROCK signalnog puta. S druge strane, tretman MiaPaCa-2 ¢elija fasudilom (koncentracija 20 pM) tokom
24 sata je doveo do znacajnog povecanja ukupnog nivoa ROS (p < 0,001) u poredenju sa kontrolom
(Slika 34-A), sto sugerise ¢elijski specificne efekte razli¢itih ROCK inhibitora.

Medutim, analiza mitohondrijskih ROS je pokazala da 24-Casovna izlozenost ispitivanim ROCK
inhibitorima nije dovela do znacajnih promena u nivou mitohondrijskih ROS ni u jednoj od ispitivanih
¢elijskih linija adenokarcinoma pankreasa. Ovi rezultati ukazuju na moguénost da poveéanje ukupnog
ROS prvenstveno poti¢e iz nemitohondrijskih izvora, kao §to su NADPH oksidaze, peroksizomi ili
citosolni oksidativni procesi. Dalja istraZivanja su neophodna kako bi se razjasnili mehanizmi putem
kojih ROCK inhibitori uticu na homeostazu reaktivnih oblika kiseonika i njihov potencijalni doprinos
karcinogenezi 1 progresiji pankreasnog adenokarcinoma.
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Slika 34: Uticaj 24-Casovne izlozenosti ROCK inhibitorima (C-19 i fasudil) na nivoe ukupnih i
mitohondrijskih endogenih ROS u ¢elijama MiaPaCa-2 (A) 1 Panc-1 (B). Nakon 24-Casovnog tretiranja
¢elija adenokarcinoma pankreasa ispitivanim ROCK inhibitorima u koncentraciji od 20 uM, ¢elije su
obojene dihlorofluorescinom (DCF) 1 MitoSOX Red bojom, a promjene u koncentraciji ukupnih 1
mitohondrijskih ROS su analizirane proto¢nom citometrijom. Statisticki znaajne razlike izmedu
tretmana su utvrdene t-testom: p < 0,05, p < 0,01, *p < 0,001 (u poredenju sa netretiranom kontrolom).
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4.4.6. Analiza efikasnosti C-19 u 3D tumorskim modelima

Savremena istrazivanja potvrduju da trodimenzionalni (3D) modeli tumora preciznije oponasaju
mikrookruzenje tumorskog tkiva 1 Ccelijsko ponasanje in vivo u poredenju sa klasicnim
dvodimenzionalnim (2D) celijskim kulturama. Ovaj napredak je omogucio poboljSanu prediktivnu
vrijednost preklinickih testiranja lijekova, smanjujuci stopu neuspijeha novih terapijskih agenasa u
kasnijim fazama klinickih ispitivanja [264].

Veli¢ina tumorskih MiaPaCa-2 sferoida, tretiranih ispitivanim inhibitorima C-19 i fasudilom, se znac¢ajno
smanyjila u poredenju sa netretiranom kontrolom (Slike 35-A i 35-B). Medutim, samo tretman fasudilom
u koncentraciji kori§¢enoj u 2D modelu (20 uM) je znacajno smanjio ¢elijsku vijabilnost MiaPaCa-2
tumorskih sferoida. S druge strane, Panc-1 tumorski sferoidi tretirani C-19 inhibitorom nisu pokazali
znacajno smanjenje veli¢ine u odnosu na netretiranu kontrolu (Slike 35-A 1 35-B), ali je tretman ovom
supstancom u koncentraciji od 20 uM znacajno smanjio vijabilnost Panc-1 sferoida. Tretman fasudilom
nije izazvao promjene u veli€ini 1 vijabilnosti Panc-1 sferoida pri koncentraciji od 20 uM (Slike 35-A i
35-B).

U drugom setu eksperimenata je ispitivana sposobnost jedinjenja da inhibiraju formiranje sferoida
tumorskih celija. MiaPaCa-2 1 Panc-1 Ccelije su kultivisane u prisustvu ispitivanih supstanci
(koncentracija 20 pM) u uslovima pogodnim za formiranje sferoida tokom 4 dana (Slike 35-C i 35-D).
Nakon ovog perioda, netretirane celije su formirale sferoide sa gustim, kompaktno rasporedenim
¢elijama (Slike 35-C i 35-D).

Cetvorodnevna inkubacija MiaPaCa-2 éelija u prisustvu C-19 i fasudila, pri koncentraciji koriséenoj u
2D modelu (20 uM), je znacajno inhibirala formiranje sferoida i smanjila njihovu vijabilnost (Slike 35-
C 1 35-D). Sa druge strane, tretman C-19 je uzrokovao izraZen citotoksicni efekat na Panc-1 sferoide,
kao 1 zna€ajnu inhibiciju formiranja Panc-1 sferoida pri koncentraciji od 20 uM (Slike 35-C i 35-D).
Nasuprot tome, tretman fasudilom nije pokazao nijedan od ispitivanih efekata na Panc-1 sferoide (Slike
35-Ci 35-D).
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Slika 35. Inhibicija prezivljavanja i rasta tumorskih sferoida MiaPaCa-2 i Panc-1 ¢elija tretiranih
sintetisanim jedinjenjima. Nakon 4 dana kultivacije, formirani sferoidi su tretirani jedinjenjima C-19 1
fasudilom u ekvimolarnoj koncentraciji (20 uM) tokom 72 sata. Formiranje i rast sferoida su analizirani
1 snimljeni kori§¢enjem Olympus CKX53 mikroskopa sa objektivom 4x/0.13. Skala: 200 pm. (A)
Svjetlosna mikroskopska analiza MiaPaCa-2 i Panc-1 sferoida u "bright field" modu. (B) Veli¢ina
sferoida je odredena pomoc¢u Imagel softvera, dok je citotoksi¢nost ispitivanih jedinjenja na MiaPaCa-2
1 Panc-1 tumorske sferoide procijenjena MTT testom. (C) MiaPaCa-2 1 Panc-1 ¢elije su ko-kultivisane
sa jedinjenjima C-19 i fasudilom (20 M) u uslovima pogodnim za formiranje sferoida tokom 4 dana.
Rast 1 formiranje sferoida su analizirani 1 snimljeni koriS¢enjem Olympus CKX53 mikroskopa sa
objektivom 4x/0.4. Skala: 200 um. (D) Veli¢ina sferoida je odredena pomocu ImagelJ softvera, dok je
citotoksi¢nost ispitivanih jedinjenja u uslovima ko-tretmana sa MiaPaCa-2 1 Panc-1 sferoidima
procijenjena MTT testom. Cifotoxicity — citotoksi¢nost, area — povrsina.

4.4.7. Ispitivanje uticaja C-19 na Celijsku migraciju i1 invaziju u in vitro uslovima

Progresija malignih tumora uveliko zavisi od sposobnosti ¢elija karcinoma da migriraju i vrSe invaziju
okolnih 1 udaljenih tkiva. Ovi procesi zahtjevaju znaCajnu reorganizaciju citoskeleta i dinamicke
promjene u ¢elijskoj morfologiji koje ukljucuju formiranje lamelipodija i filopodija, ¢elijskih struktura
klju¢nih za migraciju i invaziju [300]. U tom kontekstu, Rho-kinaze (ROCK1 i ROCK?2) predstavljaju
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kljucne regulatore citoskeletne dinamike ¢iji je neregulisan signalni put povezan sa povecanom
proliferacijom, migracijom i invazivnoS¢u tumorskih ¢elija. Stoga, inhibicija ROCK signalizacije
predstavlja perspektivnu strategiju za ogranicavanje Sirenja malignih ¢elija i smanjenje metastatskog
potencijala tumora [157].

U ovom istrazivanju su evaluirani anti-migratorni i anti-invazivni efekti ROCK inhibitora, C-19 i C-22,
na c¢elijske linije trostruko negativnog karcinoma dojke (HCC1937 i MDA-MB-231) i adenokarcinoma
pankreasa (Panc-1 i MiaPaCa-2). Prvo je sproveden test zarastanja rana koji omogucava procjenjivanje
direktne migracije ¢elija u in vitro uslovima [301]. Ovaj test je primjenjen na epitelne ¢elije HCC1937 1
Panc-1 koje karakteriSe adherentan rast. Svi tretmani su izvedeni u skladu sa ICso vrijednostima
navedenim u Tabeli 7, pri ¢emu testirani inhibitori nisu imali znacajan citotoksi¢ni efekat tokom 24-
Casovnog perioda testiranja (podaci nisu prikazani). Rezultati prikazani na Slikama 36-A i 36-B su
pokazali da tretman C-19 1 C-22 inhibitorima znacajno usporava zarastanje rane, pri ¢emu su efekti ovih
jedinjenja bili uporedivi sa dejstvom fasudila.

Nakon toga, primjenjen je Transwell migracioni i invazioni test na mezenhimalnim ¢elijama MDA-
MB-231 1 MiaPaCa-2 koje pokazuju fibroblastnu morfologiju 1 izraZenu migratornu sposobnost. Ovi
testovi omogucavaju kvantifikaciju sposobnosti ¢elija da migriraju ili invadiraju kroz membranu sa ili
bez dodatka matriksnih komponenti. Sli¢no rezultatima dobijenim u testu zarastanja rana, inhibitori C-
19 i C-22 su znacajno smanjili kako migraciju (Slike 37-B i 37-D), tako i invaziju ¢elija (Slike 37-A i
37-C), pri ¢emu su njihovi efekti bili uporedivi sa fasudilom. Ovo smanjenje potencijala migracije 1
invazije je potvrdeno analizom broja ¢elija koje su prosle kroz Transwell membrane do donjih slojeva
komore.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da inhibitori C-19 i C-22, vjerovatno putem inhibicije ROCK1 i ROCK2
kinaza, mogu efikasno regulisati migraciju i invaziju tumorskih ¢elija. Ovi rezultati dodatno potvrduju
terapijski potencijal ovih jedinjenja kao ciljnih agenasa u strategijama usmjerenim ka smanjenju
metastatskog potencijala malignih tumora. Dalje studije usmjerene na detaljnu analizu molekulskih
mehanizama djelovanja ovih inhibitora, kao 1 evaluaciju njihove efikasnosti u in vivo modelima, bi bile
od sustinskog znacaja za dalji potencijalni klini¢ki razvoj.
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Slika 36. Anti-migratorni efekti novih ROCK inhibitora (C-19 1 C-22) i fasudila (Fa) na ¢elije Panc-1
(A) 1 HCC1937 (B). Uvecanje 40X, skala: 50 um. Wound closure — zarastanje rane, C — kontrola.
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Slika 37. Anti-migratorni i anti-invazivni efekti novih ROCK inhibitora (C-19 1 C-22) i fasudila (Fa) na
¢elije MDA-MB-231 (A i B) i MiaPaCa-2 (C i D). Uvecanje 80x, skala: 100 um. (Inv: invazija, Mig:
migracija). % Invasion over control - % invazije u odnosu na kontrolu (C); % migration over control -
% migracije u odnosu na kontrolu (C).

4.5. Farmakofora i dizajn prvih multitarget HDAC/ROCK inhibitora

U cilju razvoja multitarget HDAC/ROCK inhibitora, sprovedena je detaljna molekulska doking studija
koriS¢enjem GOLD 2022 softvera. Posebna paznja je posvecena analizi doking poloZaja ve¢ poznatog
ROCK inhibitora, fasudila, pri ¢emu je identifikovan region izloZen rastvaracu, azotni atom
homopiperazina koji nije ostvario znacajne interakcije sa katalitickim domenima ROCK1 (PDB: 6E9W)
1 ROCK2 (PDB: 7JNT) (Slika 38-B). Ova strukturna karakteristika je omogucila modifikaciju strukture
fasudila 1 uvodenje farmakofornih elemenata selektivnih HDAC6 inhibitora — rikolinostata, citarinostata
1 KA2507 (Slika 38-A).

Primjenom ove strategije su prvobitno dizajnirana tri nova dualna HDAC/ROCK inhibitora (Slika 38-
C). Svi dizajnirani inhibitori posjeduju izohinolinski prsten kao Ainge-vezuju¢i domen, hidroksamsku
kiselinu kao farmakoforu odgovornu za vezivanje Zn** unutar katalitickog domena HDAC (ZBG), kao i
razli¢ite alkilne 1 arilne linkere koji mogu uticati na afinitet i selektivnost molekula ka HDAC
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izoformama. Poseban znacaj imaju CAP grupa, koja moze doprinijeti selektivnosti 1 inhibitornoj
aktivnosti prema HDACG6, i HBM (hinge-moiety moiety, hinge-vezujucéi domen) koji je esencijalan za
inhibiciju ROCK kinaza. Preklapaju¢i HBM 1 CAP grupu u multi-target inhibitorima se dobijaju
inhibitori sa djelimi¢no preklopljenom farmakoforom (fused pharmacophores) (Slika 38-C).
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Slika 38. A. Shematski prikaz produzenog farmakofornog modela HDAC inhibitora i struktura
selektivnih HDAC6 inhibitora koji su koriS¢eni u dizajnu dualnih HDAC/ROCK inhibitora. B.
Identifikacija regije fasudila izlozene rastvara¢u putem analiza nac¢ina vezivanja fasudila sa ROCK1
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(lijevo) 1 ROCK2 (desno); hinge-vezujuc¢i domen je oznacen ljubi¢astom bojom, dok je regija izlozena
rastvaracu oznacena zutom strelicom. C. Dizajn novih dualnih HDAC/ROCK inhibitora: kombinovanje
farmakofora selektivnih HDAC6 inhibitora (KA-2507 1 rikolinostat) sa ROCK inhibitorom (fasudil);
hinge-vezujuc¢i domen je oznacen ljubicastom bojom, cink-vezujuca grupa je istaknuta plavom bojom,
dok je CAP grupa dualnih inhibitora (C-8, C-9 1 C-10) istaknuta crvenim okvirom.

4.6. Rezultati molekulske doking studije za dualne HDAC/ROCK inhibitore

U cilju potvrde klju¢nih interakcija je sprovedena molekulska doking studija za novodizajnirane
HDAC/ROCK dualne inhibitore, kao i za referentne inhibitore (rikolinostat i fasudil), pri cemu su
razmatrani vezivni polozaji sa sljede¢im ciljnim enzimima; HDAC1, HDAC6, ROCK1 i ROCK2. Ova
analiza je omogucila detaljan uvid u nacine vezivanja, klju¢ne interakcije unutar aktivnih mjesta enzima,
kao 1 potencijalne strukturne determinante odgovorne za selektivnost i afinitet inhibitora prema
pojedinac¢nim ciljnim mjestima dejstva.

Molekulske doking procedure za HDAC1, HDAC6, ROCK1 i ROCK2 su validirane na osnovu RMSD
vrijednosti nizih od 2 A, ¢ime je omoguéena upotreba molekulskog dokinga za detaljnu analizu klju¢nih
interakcija 1 nacina vezivanja dizajniranih dualnih i ve¢ poznatih inhibitora, kao i za dalji dizajn novih
dualnih HDAC/ROCK inhibitora.

Analiza vezivnih poloZaja C-9 (Slika 39-A) 1 C-10 (Slika 40-A) je pokazala da ovi molekuli ostvaruju
kljuénu interakciju sa Metl56 u hinge regiji ROCKI, dok ista interakcija nije uocCena izmedu
izohinolinskog prstena C-8 i Met156 (Slika 41-A). Odsustvo ove interakcije moze rezultirati nizom
potentnos¢u C-8 prema ROCKI1. Kod svih jedinjenja su identifikovane Van der Waalsove interakcije
izmedu izohinolinskog jezgra, alifati¢nih ili aromati¢nih linkera i razli¢itih aminokiselinskih ostataka,
ukljucujuéi Val90, Leu205, Met153 i Leul07 (Slike 39-A, 40-A 1 41-A). Hidroksamska kiselina svih
novodizajniranih dualnih HDAC/ROCK inhibitora je uspostavila vodoni¢ne veze sa razliCitim
aminokiselinskim ostacima: Ser116 (C-9 - Slika 39-A), Gly218 (C-8 - Slika 41-A) i Lys105 1 Asp216
(C-10 - Slika 40-A). Prethodne studije su pokazale da povecan broj vodoni¢nih veza moze pozitivno
korelisati sa aktivno§¢éu ROCKI inhibitora, §to dovodi do zakljucka da C-10 ima ve¢i potencijal za
ROCKI1 inhibiciju u odnosu na C-8 1 C-9. Dalja analiza je pokazala da su nacini vezivanja C-9 1 C-10
za ROCK1 sli¢ni na¢inu vezivanja ve¢ poznatog ROCK inhibitora fasudila (Slika 42).
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ROCK1 (PDB: 6E9W) and C-9

B. e HDAC1 (PDB: 5ICN) and C-9 )\ ¢ HDAC6 (PDB: 5EDU) and C-9

SER-568

Slika 39. A. Predvideni nacini vezivanja C-9 za ROCKI1 (PDB: 6E9W) i ROCK2 (PDB: 7JNT). B.
Predvideni nacini vezivanja C-9 za HDACI1 (PDB: 5ICN) i kataliticki domen 2 HDAC6 (PDB: SEDU).
Aminokiselinski ostaci koji ostvaruju interakcije su istaknuti ljubi¢astim (ROCK1, ROCK2) i zelenim
Stapi¢ima (HDAC1, HDACS6), dok je C-9 oznacen plavom bojom.

U pogledu interakcija izmedu dizajniranih jedinjenja i ROCK2, primjefeno je da sva analizirana
jedinjenja ostvaruju kljucnu interakciju sa Metl72 u hinge regiji ROCK2, §to je od sustinskog znacaja
za njihovu inhibitornu aktivnost (Slike 39-A, 40-A 1 41-A). Takode, identifikovane su m-alkil interakcije
izmedu izohinolinskog prstena svih derivata i odredenih aminokiselinskih ostataka, ukljucujuci 11e98,
Leu221, Vall06, Ala231 1 Alal19. Hidroksamske kiseline C-9 (Slika 39-A) i C-10 (Slika 40-A) su
formirale po dvije vodonicne veze sa aktivnim mjestom ROCK2, dok takve interakcije nisu uoc¢ene kod
C-8 (Slika 41-A). Pored toga, uspostavljena je dodatna vodoni¢na veza izmedu azotnog atoma
homopiperazinskog prstena C-10 i Arg100 (Slika 40-A). Ove vodoni¢ne veze mogu doprinijeti jacem
inhibitornom efektu C-9 1 C-10 u poredenju sa C-8. Nacini vezivanja svih jedinjenja za ROCK2 su
pokazali znacajne sli¢nosti sa referentnim ROCK inhibitorom fasudilom (Slika 42-B).
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ROCK1 (PDB: 6E9W) and C-10

B. HDAC1 (PDB: 5ICN) and C-10

Slika 40. A. Predvideni nacini vezivanja C-10 za ROCK1 (PDB: 6E9W) 1 ROCK2 (PDB: 7JNT). B.
Predvideni nacini vezivanja C-10 za HDAC1 (PDB: 5ICN) i kataliticki domen 2 HDAC6 (PDB: SEDU).
Aminokiselinski ostaci koji ostvaruju interakcije su istaknuti ljubi¢astim (ROCK1, ROCK2) i zelenim
Stapi¢cima (HDAC1, HDACS6), dok je C-10 oznacen svijetlo rozom bojom.

Analiza interakcija dizajniranih jedinjenja sa HDAC6 je pokazala da su hidroksamske kiseline svih
derivata formirale komplekse sa cinkovim jonom unutar kataliticCkog domena 2 HDAC6. Ovi kompleksi
su dodatno stabilizovani vodoni¢nim vezama sa His610 (kod sva tri derivata) i Gly619 (kod C-8 i C-10)
(Slike 39-B, 40-B i 41-B). Usidravanje molekula u vezuju¢em dzepu HDACG6 je omoguceno 1 brojnim
Van der Waalsovim interakcijama izmedu linkera, CAP grupe i razli¢itih aminokiselinskih ostataka,
ukljucujuci His500, Phe620, Leu749 1 His651 (Slike 39-B, 40-B i 41-B). Ove analize potvrduju da su
dizajnirana jedinjenja adekvatno usidrena u katalitickom domenu 2 HDACS6, §to rezultira obecavajué¢im
potencijalom za ostvarivanje inhibitorne aktivnosti na ovoj HDAC izoformi. Dodatno, vezivanje
dizajniranih molekula u aktivnom mjestu HDAC6 je pokazalo znaCajne slicnosti sa referentnim
selektivnim HDAC6 inhibitorom — rikolinostatom.
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HDAC1 (PDB: 5ICN) and C-8
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Slika 41. A. Predvideni nacini vezivanja C-8 za aktivno mjesto ROCK1 (PDB: 6E9W) i ROCK2 (PDB:
7INT). B. Predvideni nacini vezivanja C-8 za aktivno mjesto HDAC1 (PDB: 5ICN) i kataliticki domen
2 HDAC6 (PDB: 5EDU). Aminokiselinski ostaci koji ostvaruju interakcije su istaknuti ljubicastim
(ROCK1, ROCK2) i zelenim Stapi¢cima (HDAC1, HDACS6), dok je C-8 oznacen ruzi¢astom bojom.

C-8, C-9 1 C-10 su formirali komplekse sa cinkovim jonom u vezujucoj Supljini HDAC1. Kompleksi C-
81 C-10 sa cinkovim jonom su dodatno stabilizovani vodoni¢nim vezama sa razli¢itim aminokiselinskim
ostacima, ukljucujuéi Cys151 i Gly149 (C-8, Slika 41-B) i Gly138, Asp176 i GIn260 (C-10, Slika 40-
B). Van der Waalsove interakcije su prisutne kod svih jedinjenja izmedu linkera, CAP grupe i razli¢itih
aminokiselinskih ostataka, ukljucujuc¢i His178, His141, Phe150, Phe205 i Leu271 (Slike 39-B, 40-B i
41-B). Ovi rezultati ukazuju na to da su dizajnirani inhibitori sposobni da se efikasno vezuju za HDACI,
pri ¢emu je njihovo usidravanje u aktivnom mjestu ovog enzima dodatno stabilizovano interakcijama
karakteristiénim za poznate HDAC inhibitore.
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ROCK1 - fasudil ROCK2 - fasudil

Slika 42. A. Predvideni nacini vezivanja fasudila za ROCK1 (PDB: 6E9W). B. Predvideni nacini
vezivanja fasudila za ROCK2 (PDB: 7JNT). Aminokiselinski ostaci koji ostvaruju interakcije su istaknuti
ljubicastim (ROCK1) i zelenim Stapi¢ima (ROCK?2), dok je fasudil oznacen zutom bojom.

4.7. Sinteza 1 karakterizacija dualnih HDAC/ROCK inhibitora

Potencijalni dualni HDAC/ROCK inhibitori su sintetisani prema postupcima prikazanim na Slici 43.
Fasudil je dobijen iz izohinolin-5-sulfonske kiseline 1 1-Boc-homopiperazina. Nukleofilna supstitucija
derivata bromohidroksamske kiseline (C-1, C-2 i C-3) sa fasudilom u DMF-u na 85°C je rezultirala
sintezom tri finalna dualna HDAC/ROCK inhibitora C-8, C-9 i C-10 u umjerenim prinosima (35-40%).
Finalna jedinjenja su prec¢is¢ena fles hromatografijom, a njihove strukture su potvrdene NMR i masenom
spektroskopijom (Tabela 8). 'H, *C i maseni spektri dualnih HDAC/ROCK inhibitora su predstavljeni
u okviru Priloga 3.
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Slika 43. Shematski prikaz sinteze dualnih HDAC/ROCK inhibitora C-8, C-9 i C-10 polazeci od
fasudila; n oznacava broj ugljenikovih atoma u ugljovodoni¢nom linkeru; ZBG je oznacena plavom
bojom, dok je HBM oznacen ljubi¢astom bojom.
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Tabela 8. Strukturna karakterizacija potencijalnih dualnih HDAC/ROCK inhbitora

Jedinjenje / procedura

0 0
§—Nﬁ\
_{ &N
\N /

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=19 mg, 35 % prinos

C9
Q
SN i
- O \/N\/\/\/\)J\N/OH
\ H
\ /

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=20 mg, 37,2% prinos

C-10
N O
_ Il \\/N\/\/\)J\N,OH
N~/ "

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=19,4 mg, 36,7% prinos

Strukturna karakterizacija

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 11,15 (s, 0,5H,
rotamer a), 9,48 (s, 1H), 8,99 (s, 0,5H, rotamer b),
8,69 (d, /J=6,1 Hz, 1H), 8,45 (d, /= 8,2 Hz, 1H),
8,36 —8,31 (m, 1H), 7,83 (t,J= 17,8 Hz, 1H), 7,66
(d, J=8,1 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 3,60
(s, 2H), 3,45 (s, 4H), 2,62-2,56 (m, 4H), 1,73 (s,
2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) § 164,6, 153,9,
145,3, 142,8, 134,4, 134,1, 132,9, 131,9, 131.8,
131,1, 129,1, 128,7, 127,3, 127,0, 117,6, 60,7,
55,7,54,8,54,1,48,1,47,7, 46,9, 28 4.
HRMS-ESI (m/z) izracunato za C22H24N4O04S [M
+ H]": 441,15910; izmjereno: 441,15912.

THNMR (400 MHz, DMSO) 6 10,31 (s, 1H), 9,48
(s, 1H), 8,69 (d,J=6,1 Hz, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,45
(d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,34 (dd, J = 14,3, 6,7 Hz,
2H), 7,83 (t, J= 17,8 Hz, 1H), 3,42 (d, J= 5,7 Hz,
4H), 2,61-2,55 (m, 4H), 2,33 (d, J = 6,2 Hz, 2H),
1,91 (dd,J=9.,4,5,1 Hz, 2H), 1,71 (s, 2H), 1,49 —
1,40 (m, 2H), 1,30 (s, 2H), 1,19 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) & 169,6, 153,9,
145,3, 134,4, 134,0, 132,9, 131,1, 129,3, 127,0,
117,6, 56,8, 55,6, 55,4, 54,2, 48,1, 46,9, 32,7,
31,1, 29,0, 28,9, 28,2, 27,1, 25,5.

HRMS-ESI (m/z) izracunato za C22H3:N404S [M
+ H]": 449,22170; izmjereno: 449,22145.

TH NMR (400 MHz, DMSO) § 10,31 (s, 1H), 9,48
(s, 1H), 8,69 (d, J= 6,1 Hz, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,45
(d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,34 (dd, J = 14,4, 6,6 Hz,
2H), 7,83 (t, J= 7,8 Hz, 1H), 3,42 (t, J = 5,8 Hz,
4H), 2,62-2,56 (m, 4H), 2,33 (d, J = 6,7 Hz, 2H),
1,90 (t,J= 7,3 Hz, 2H), 1,71 (s, 2H), 1,44 (dt, J =
14,9, 7,4 Hz, 2H), 1,30 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,20 —
1,11 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) & 169,5, 153,9,
1453, 134,5, 134,0, 132,9, 131,1, 129,3, 127,0,
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117,9, 56,7, 55,6, 54,2, 48,0, 46,9, 32,9, 28,2,
26,9, 26,8, 25,5.

HRMS-ESI (m/z) izracunato za C20H2sN4O4S [M
+ H]": 421,19040; izmjereno: 421,18995.

4.8. Rezultati in vitro enzimske evaluacije HDAC/ROCK dualnih inhibitora

Aktivnost dizajniranih i sintetisanih dualnih HDAC/ROCK inhibitora je prvobitno evaluirana primjenom
ROCKI i ROCK2 komercijalnih in vitro biohemijskih testova. Inicijalno je sproveden skrining pri istoj
koncentraciji svih dizajniranih jedinjenja od 10 uM. Sva ispitivana jedinjenja (C-8, C-9 i C-10) su
ispoljila inhibitorni efekat ve¢i od 50% na oba enzima. Najbolju aktivnost je pokazalo jedinjenje C-10,
sa stepenom inhibicije od 93,91% za ROCKI1 1 82,05% za ROCK2, dok je jedinjenje C-9 ostvarilo
neznatno niZu potentnost sa procentima inhibicije od 93,34% za ROCK1, odnosno 80,37% za ROCK2
(Tabela 9). Potom su odredene ICso vrijednosti za sva ispitivana jedinjenja za ROCK1 i ROCK2 kinazu
(Tabela 9). Najpotentniju aktivnost je pokazalo jedinjenje C-10 Cije ICso vrijednosti iznose 468 nM za
ROCKI1 i 448 nM za ROCK2. Eksperimentalno dobijene doza-odgovor ICso krive za ROCK enzime su
prikazane na Slici 44-B.

Inhibitorna aktivnost jedinjenja prema HDAC enzimima je ispitivana pri koncentraciji od 3,2 puM,
koriS¢enjem nuklearnog ekstrakta i enzima HDAC1, HDAC2 i HDACS6 (Slika 44-A). Sva jedinjenja su
pokazala najizrazeniju aktivnost prema HDACS6, Sto je posluzilo kao osnova za dalje odredivanje 1Cso
vrijednosti. Najpotentniji inhibitor je C-9 sa ICso vrijednos¢u od 185 nM, dok su jedinjenja C-8 i C-10
pokazala niZi inhibitorni potencijal prema HDAC6 sa ICso vrijednostima od 289 nM 1 436 nM. Doza-
odgovor ICso krive za HDAC6 su prikazane na Slici 44-B.

Tabela 9. Rezultati ROCK 1 HDAC in vitro enzimske evaluacije potencijalnih HDAC/ROCK inhibitora

% inhibicije

Jedinjenje % inhibicije (3.2 pM) 10 uM) ICs0 (M)

HDAC1 HDAC2 HDAC6 NE ROCK1 ROCK2 HDAC6 ROCK1 ROCK2
C-8 38 45 85 53 72 55 0.29+0.14 3+0.01 5+0.09
C-9 56 74 86 82 93 80 0.18+0.09 0.8+0.1  0.7+0.02
C-10 34 49 81 62 94 82 0.44+0.03 0.5£0.3 04+04

[a] nuklearni ekstrakt

134



A)
HDAC1
0.8+

HDAC2

B SAHA 1uM
m Cs8
m Co
= C-10

m SAHA 1pM
m C38
m C9
mm C-10

-+ C-8
-+ C9
-4 C-10

8 2
= =
S 067 - SAHAT s
2 EM °
8 m C8 -]
g 041 m C9 g
= c
o = C10 ]
5 021 5
£ £
£ 504 £
\Q‘ Ob C’B 0',&
o 32uM
3.2uM
HDAC6
1.0- Nuclear Extracts
2 o 107
0.8 [72]
3 2osl o
° 06 B SAHA UM o
% i m CS8 E 0.6
= [ Jex:] ®
é 04 ™ C-10 g 0.4
a k=3
£ 0.2+ 2 0.2+
= £
0.0- ~ 0.0-
2 ) 2 Q)
ST & &P I
s \a
o 3.2uM o
3.2uM
B)
ROCK1 ROCK2
-+ C-8
100 = C9
2 -+ C-10 2
2 2
3 50 %
B3 2
log [concentration] (M) log [concentration] (M)
1.0 HDAC6
o 0.84
%)
3 ecs
2 e W Co
3 A C-10
£
S 0.4
[ =
S
B
=
£ 0.2
8§
g
0.0 ~—
YR S
Concentration (pM)
0.2

Slika 44. A) Dijagramski prikaz rezultata skrininga C-8, C-9 i C-10 za procjenu HDAC aktivnosti
koris¢enjem HDAC1, HDAC2, HDAC6 1 nuklearnog esktrakta pri istoj koncentraciji ispitivanih
jedinjenja od 3.2 uM u poredenju sa SAHA. B) Prikaz dijagrama odnosa doze i ROCK1, ROCK2 ili
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HDACG6 inhibicije najaktivnijih dualnih HDAC/ROCK inhibitora. % activity - % aktivnosti,
concentration — koncentracija; HDACG6 inhibition normalized to DMSO — Inhibicija HDAC6
normalizovana u odnosu na DMSO.

4.9. Rezultati in vitro Celijske evaluacije dualnih HDAC/ROCK inhibitora

4.9.1. Evaluacija citotoksi¢nosti dualnih HDAC/ROCK inhibitora

Ispitivan je uticaj dualnih HDAC/ROCK inhibitora (C-8, C-9 i C-10) na vijabilnost tumorskih ¢elija
koris¢enjem celijskih linija karcinoma dojke (MDA-MB-231 i HCC1937) i pankreasa (MiaPaCa-2 i
Panc-1) nakon 72 sata tretiranja (Slika 45). Kao pozitivne kontrole u testovima citotoksi¢nosti su
koriS¢eni selektivni HDAC6 inhibitor tubastatin A 1 ROCK inhibitor fasudil, ¢ija je efikasnost u inhibiciji
ovih enzima prethodno potvrdena u literaturi.

MDA-MB-231 HCC1937
150 150
c-8 c-8
K] -= C-9 K] -= C-9
T 1009 R c-10 g 100 :v‘f\ c-10
2 =~ Fasudil & - == Fasudil
8 Tubastatin A 5 Tubastatin A
%5 50 %5 50
= =
0 T T T T T T 0 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 0 3,125 6,25 125 25 50
Concentration [uM] Concentration [uM]
MiaPaCa-2 Panc-1
150
Cc-8 150+ o8
E -+ C9 3 = C-9
E 1004 c-10 5 100 ::_7\ c-10
= ~- Fasudi g % ] ~ Fasudil
] Tubastatin A E Tubastatin A
5 50 w 50
°
3 2
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 3,125 6,25 125 25 50 0 3125 625 125 25 50
Concentration [uM] Concentration [uM]

Slika 45. Uticaj C-8, C-9, C-10, fasudila i tubastatina A na prezivljavanje MDA-MB-231, HCC1937,
MiaPaCa-2 1 Panc-1 celija u poredenju sa kontrolnim netretiranim Celijama. % of cell survival - %
prezivljavanja Celija; concentration — koncentracija.

Medu ispitivanim jedinjenjima, C-9 je pokazalo najizrazeniji citotoksi¢ni efekat na celijske linije MDA-
MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1, sa ICso vrijednostima od 5,81 uM, 3,87 uM 1 19,57 uM (Tabela 10).
Nasuprot tome, jedinjenja C-8 1 C-10 su pokazala znatno slabiju citotoksi¢nost sa procijenjenim ICsq
vrijednostima iznad 50 pM za sve testirane Celijske linije, osim C-10 koje je imalo nesto nizu ICso
vrijednost za MiaPaCa-2 ¢elije (40 uM). Fasudil nije pokazao znacajnu citotoksic¢nost (ICso > 50 uM za
sve Celijske linije), dok je selektivni HDACG6 inhibitor tubastatin A ispoljio umjerenu citotoksi¢nost, Sto
je u skladu sa prethodnim studijama koje su pokazale njegovu efikasnost u inhibiciji rasta odredenih
tumorskih linija, posebno onih sa visokom ekspresijom HDAC6.
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Tabela 10. Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti na MDA-MB-231, HCC1937, MiaPaCa-2, i Panc-
Itumorskim ¢elijskim linijama

Jedinjenje ICso (uM)

MDA-MB-231 HCC1937 MiaPaCa-2 Panc-1 MRC-5
C-8 > 50 > 50 > 50 >50 >50
C-9 5,81+0,65(8,1) 47,94+3,25 3,87+0,43 (12,1) 19,57 +1,56(2,4) 46,89 +2,33
C-10 >50 >50 >50 > 50 >50
Fasudil >50 >50 >50 >50 92,02 £ 3,67
Tubastatin A 37,71 +2,34 (2,5) 43,28+4,33(2,1) 10,53+1,19(8,8) 29,06+2,03(3,2) 93,20+4,5

Dodatno je ispitana toksi¢nost svih jedinjenja na humanoj ¢elijskoj liniji porijeklom iz fibroblasta pluca,
MRC-5, kako bi se odredio indeks selektivnosti (Si), Sto je klju¢no za procjenu toksi¢nosti 1 terapijske
Sirine ovih molekula. Jedinjenje C-9 je pokazalo visoku selektivnost prema c¢elijskim linijama MDA-
MB-231 i MiaPaCa-2, sa Si vrijednostima od 8,1 1 12,1, dok je prema Panc-1 ¢elijama ispoljilo umjerenu
selektivnost (Tabela 10). Nasuprot tome, tubastatin A je pokazao visoku selektivnost prema MiaPaCa-2
¢elijama 1 umjerenu selektivnost prema celijskim linijama MDA-MB-231, HCC1937 i Panc-1 (Tabela
10).

S obzirom da je jedinjenje C-9 pokazalo znacajan citotoksi¢ni efekat, dodatno su sprovedena testiranja
njegovog uticaja na apoptozu i Celijski ciklus kako bi se razjasnili potencijalni molekulski mehanizmi
putem kojih C-9 indukuje Celijsku smrt u ¢elijama karcinoma dojke (MDA-MB-231) i1 pankreasa
(MiaPaCa-2 1 Panc-1). Ova ispitivanja su klju¢na za razumijevanje terapijskog potencijala dualnih
HDAC/ROCK inhibitora.

4.9.2. Ispitivanje uticaja C-9 na translokaciju fosfatidilserina na ¢elijskoj membrani u MDA-MB-
231 1 MiaPaCa-2 ¢elijama

Sposobnost HDAC/ROCK dualnog inhibitora C-9 i pozitivnih kontrola (fasudil i tubastatin A) da
indukuju programiranu ¢elijsku smrt u ¢elijskim linijjama MDA-MB-231, MiaPaCa-2 1 Panc-1 je ispitana
nakon 48 sati tretmana pri ekvimolarnim koncentracijama. Analiza je sprovedena metodom proto¢ne
citometrije, nakon bojenja tretiranih ¢elija Annexin V-FITC/PI.

Rezultati su pokazali da je tretiranje inhibitorom C-9 dovelo do znacajnog povecanja procenta rane
apoptoze u celijama MDA-MB-231, pri ¢emu je priblizno 80% celija postalo apoptoti¢no pri
koncentraciji koja odgovara ICso vrijednosti od 6 pM (Slike 46-A i1 46-B). U celijama MiaPaCa-2 je
zabiljezen umjeren efekat sa indukcijom rane apoptoze u priblizno 45% celijske populacije (Slike 46-C
1 46-D). Nasuprot tome, C-9 nije pokazao statisticki znacajan efekat na indukciju rane apoptoze u
¢elijjama Panc-1 (Slike 46-E 1 46-F).
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Slika 46. Uticaj dualnog HDAC/ROCK inhibitora C-9, tubastatina A i fasudila na udio ranih apoptoti¢nih
¢elija MDA-MB-231 (Ai B), MiaPaCa-2 (CiD) i Panc-1 (E i F) nakon 48 sati tretiranja. Razlike izmedu
tretiranih grupa i netretiranih kontrolnih grupa su procijenjene t-testom i smatrane su statisti¢ki znacajnim
za **p < 0,01, ****p < 0,0001. Stubicasti dijagrami prikazuju rezultate izrazene kao srednja vrijednost
+ SEM tri nezavisna eksperimenta. Reprezentativni dot-plot dijagrami Annexin V/PI bojenih ¢elija su
dobijeni proto€nom citometrijom nakon 48 sati tretmana MDA-MB-231 (A), MiaPaCa-2 (C) 1 Panc-1
(E) ¢elija ispitivanim jedinjenjima. Rana apoptoza je prikazana kao procenat Annexin V+ PI- ¢elija, dok
kasna apoptoza odgovara procentu Annexin V+ PI+ ¢elija. % cell death - % Celijske smrti; early apoptosis
— rana apoptoza.
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Ispitivanje indukcije apoptoze u ¢elijama MiaPaCa-2 je inicijalno sprovedeno pri koncentraciji koja
odgovara ICso vrijednosti jedinjenja C-9 (4 uM). S obzirom na to da je procenat apoptoti¢nih ¢elija u
ovom slucaju iznosio priblizno 20%, dalja analiza je ukljucivala testiranje svih jedinjenja pri
koncentraciji od 10 uM u ovoj ¢elijskoj liniji.

Analiza pozitivnih kontrola je pokazala da tubastatin A znacajno povecava procenat ¢elija MDA-MB-
231 u ranoj apoptozi (Slike 46-A 1 46-B), dok fasudil nije ispoljio znacajan efekat na indukciju apoptoze
ni u jednoj ispitivanoj ¢elijskoj liniji (Slika 46).

4.9.3. Ispitivanje uticaja C-9 na promjene mitohondrijskog membranskog potencijala

S obzirom da je aktivacija unutrasnjeg apoptotskog puta okarakterisana promjenama u mitohondrijskom
membranskom potencijalu (MMP), u ovom istrazivanju je ispitivan efekat C-9, fasudila i tubastatina A
na MMP. Procjena MMP je izvrSena metodom protocne citometrije koriS¢enjem JC-1 fluorescentne boje.
Sposobnost ispitivanih jedinjenja da indukuju promjene u MMP je analizirana pri ekvimolarnim
koncentracijama.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da su C-9 i tubastatin A u ¢elijama MDA-MB-231 doveli do statisti¢ki
zna¢ajnog smanjenja MMP u odnosu na kontrolnu grupu (Slike 47-A 1 48-A). U ¢elijama MiaPaCa-2,
tretman ovim jedinjenjima je takode rezultirao znacajnim smanjenjem MMP, dok je fasudil izazvao
povecanje membranskog potencijala (Slike 47-B 148-B). U ¢elijama Panc-1, tretmani C-9 1 tubastatinom
A su doveli do znacajnog smanjenja MMP (Slike 47-C i1 48-C), dok tretman fasudilom nije imao
statisticki znacajan efekat.

Finalno, izraZzeno smanjenje mitohondrijskog membranskog potencijala (Slike 47 i 48) ukazuje na
aktivaciju mitohondrijskog apoptotskog puta u ¢elijskim linijama MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1,
cak 1 nakon 24 sata tretmana C-9 inhibitorom.
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Slika 47. Promjene mitohondrijskog membranskog potencijala su procijenjene metodom protocne
citometrije koriS¢enjem JC-1 boje nakon 24 sata tretmana ¢elija MDA-MB-231 (A), MiaPaCa-2 (B) i
Panc-1 (C) ekvimolarnim koncentracijama C-9, fasudila 1 tubastatina A, u poredenju sa netretiranom
kontrolom. Stubicasti dijagrami prikazuju rezultate izraZene kao srednja vrijednost = SEM tri nezavisna
eksperimenta. Razlike izmedu tretiranih grupa 1 netretiranih kontrola su analizirane t-testom i smatrane
statisticki znacajnim za *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Mitochondrial membrane
potential (normalized to control) — mitohondrijski membranski potencijal (normalizovan u odnosu na
kontrolu).
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Slika 48. Promjene mitohondrijskog membranskog potencijala su procijenjene metodom protocne
citometrije koriS¢enjem JC-1 boje nakon 24-Casovnog tretmana celija MDA-MB-231 (A), MiaPaCa-2
(B) i Panc-1 (C) ekvimolarnim koncentracijama C-9, fasudila i tubastatina A, u poredenju sa
netretiranom kontrolom. Prikazani su reprezentativni dot-plot dijagrami JC-1 bojenih celija dobijeni
proto¢nom citometrijom nakon 24-¢asovnog tretmana ispitivanim jedinjenjima.

4.9.4. Ispitivanje uticaja C-9 na produkciju mitohondrijskih 1 ukupnih reaktivnih oblika kiseonika

(ROS)

Nivoi mitohondrijskih 1 ukupnih ROS su odredeni mjerenjem promjene u srednjem intenzitetu
fluorescencije (MFI) nakon 24 sata tretiranja MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1 ¢elija jedinjenjem C-
9, u poredenju sa kontrolnim uzorcima (Slika 49). Kao pozitivne kontrole su kori§¢eni tubastatin A 1
fasudil.

Tretman jedinjenjem C-9 je doveo do statisticki znacajnog povecanja proizvodnje mitohondrijskih ROS,
uz istovremeno smanjenje ukupnih ROS, §to sugeriSe ranu apoptotsku aktivnost ovog jedinjenja u MDA-
MB-231 1 MiaPaCa-2 ¢elijama (Slike 49-A i 49-B). Nasuprot tome, tretman fasudilom je doveo do
znaajnog porasta ukupnih ROS u MiaPaCa-2 ¢elijama (Slika 49-B), dok je tubastatin A izazvao
povecanje ukupnih ROS u Panc-1 ¢elijama (Slika 49-C).
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Slika 49. Promjena nivoa mitohondrijskih 1 ukupnih ROS u odnosu na kontrolu nakon 24-¢asovnog
tretmana celija MDA-MB-231 (A), MiaPaCa-2 (B) i Panc-1 (C) jedinjenjima C-9, fasudilom i
tubastatinom A u ekvimolarnoj koncentraciji. Stubicasti dijagrami prikazuju rezultate izrazene kao
srednja vrijednost £ SEM iz tri nezavisna eksperimenta. Razlika izmedu tretiranih i1 netretiranih
kontrolnih uzoraka je procijenjena t-testom i smatrana statisticki znacajnom za *p < 0,05, **p < 0,01,
**%p < 0,001, ****p <0,0001. Fold change — promjena u odnosu na kontrolu.

C-9 specifi¢no djeluje na mitohondrije, remeti njihovu funkciju i dovodi do poveéane proizvodnje ROS
unutar ovih organela. Akumulacija mitohondrijskih ROS-a moze rezultirati aktivacijom unutra$njeg puta
apoptoze u MDA-MB-231 1 MiaPaCa-2 ¢elijama. Istovremeno, C-9 moze indukovati adaptivne ¢elijske
odgovore kroz aktivaciju antioksidativnih mehanizama, ukljucujuéi glutation i1 superoksid dismutazu,
kao odgovor na oksidativni stres izazvan lijekom.

Poznato je da povecana ekspresija histon deacetilaza negativno korelira sa aktivnos¢u puta Nrf2 (nuclear
factor erythroid 2-related factor 2), koji je kljuéni regulator ¢elijskog antioksidativnog odgovora [302].
Nrf2 kontroliSe ekspresiju Sirokog spektra antioksidativnih gena, ukljucujuc¢i one odgovorne za sintezu
glutationa i aktivnost superoksid dismutaze. Inhibicija HDACs moZze rezultirati aktivacijom Nrf2 i
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njegovom translokacijom u jedro, $to dovodi do pojacane transkripcije gena ukljucenih u antioksidativnu
odbranu. Posljedi¢no, celijski antioksidativni sistemi postaju efikasniji, povecavajuéi eliminaciju
ukupnih nivoa ROS-a u ¢elijama karcinoma. Pored toga, C-9 moze inhibirati 1 alternativne izvore ROS-
a, poput NADPH oksidaze, enzima koji ima klju¢nu ulogu u generisanju citoplazmatskih ROS-a [303].

Kombinacija ovih efekata moze rezultirati ukupnim smanjenjem intracelularnih nivoa ROS-a, dok se
istovremeno odrzava selektivno poviseni oksidativni stres unutar mitohondrija. Iako ukupni nivoi ROS-
a mogu biti smanjeni, lokalizovano povecanje mitohondrijskih ROS-a moze biti dovoljno da inicira
unutrasnji put apoptoze. Mitohondrijski ROS predstavljaju klju¢ne aktivatore apoptotskih signalnih
puteva, ukljucujuci oslobadanje citohroma C, sto dovodi do programirane ¢elijske smrti. S obzirom na
to da tumorske celije karakteriSe viSi nivo oksidativnog stresa u poredenju sa normalnim ¢elijama,
selektivna povecanje mitohondrijskih ROS-a, uz ouvanje ukupnog nivoa ROS, moze omoguditi ciljano
dejstvo na maligne ¢elije uz oCuvanje vitalnosti zdravih tkiva.

4.9.5. Ispitivanje uticaja C-9 na promjene celijskog ciklusa kod MDA-MB-231 i MiaPaCa-2
tumorskih ¢elija

Kako bismo ispitali potencijalni antiproliferativni efekat sintetisanog inhibitora C-9, sprovedena je
analiza distribucije Celija po fazama celijskog ciklusa pri 1Cso koncentraciji primjenom protocne
citometrije. Tretman jedinjenjem C-9 je doveo do povecanja procenta MDA-MB-231 ¢elija u subGl fazi
(Slike 50-A i 50-B), 5to je bilo pra¢eno smanjenjem zastupljenosti ¢elija u svim ostalim fazama celijskog
ciklusa. U MiaPaCa-2 ¢elijama, tretman C-9 je uzrokovao povecanje procenta celija u subG1 i S fazi
(Slike 50-C i 50-D), dok u ¢elijama Panc-1 (Slike 50-E i 50-F) nije zabiljeZena znaCajna promjena u
distribuciji €elija po fazama celijskog ciklusa nakon tretmana u poredenju sa netretiranom kontrolom.
Pored toga, tretman tubastatinom A je izazvao povecanje procenta ¢elija u subG1 fazi celijskog ciklusa
u MiaPaCa-2 ¢elijama (Slike 50-C i 50-D).
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Slika 50. Promjene u distribuciji ¢elija po fazama celijskog ciklusa MDA-MB-231 (A i B), MiaPaCa-2
(CiD)iPanc-1 (E i F) ¢elija nakon 48 sati tretiranja ekvimolarnim koncentracijama jedinjenja C-9,
tubastatina A i fasudila. Reprezentativni histogrami protoc¢ne citometrije prikazuju distribuciju ¢elijskog
ciklusa ¢elija obojenih propidijum-jodidom (PI) nakon 48 sati tretiranja MDA-MB-231 (A), MiaPaCa-2
(C) 1 Panc-1 (E) ¢elija ekvimolarnim koncentracijama jedinjenja C-9, fasudila i tubastatina A. M1 —
apoptotske Celije sa sadrzajem DNK koji odgovara sub-G1 frakciji; M2 — ¢elije sa sadrZzajem DNK koji
odgovara G0/G1 fazama; M3 — ¢elije sa sadrzajem DNK koji odgovara S fazi; M4 — Celije sa sadrzajem
DNK koji odgovara G2/M fazama; % of total cells - % ukupnih Celija.

4.9.6. Ispitivanje efikasnosti C-9 pomocu 3D tumorskih modela

U ovoj studiji, tumorski sferoidi MDA-MB-231, MiaPaCa-2 1 Panc-1 ¢elijskih linija su koriS¢eni za
ispitivanje efekata C-9 dualnog HDAC/ROCK inhibitora na vijabilnost, rast i formiranje sferoida
tumorskih celija. Eksperimenti su izvedeni pri ekvimolarnim koncentracijama koje su prethodno
koriS¢ene u 2D modelu tokom 72 casa, a dobijeni rezultati su uporedeni sa efektima tubastatina A 1
fasudila.
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Analiza veli¢ine tumorskih sferoida je pokazala da tretman jedinjenjem C-9 nije doveo do znacajnog
smanjenja veli¢ine tumorskih sferoida MDA-MB-231 C¢elijskih linijja u poredenju sa netretiranom
kontrolom (Slike 51-A i 51-B). Medutim, pri koncentraciji od 6 uM, koja je koris¢ena u 2D modelu,
zabiljezen je statisticki znacajan pad vijabilnosti ovih sferoida. S druge strane, tretman MiaPaCa-2 i
Panc-1 tumorskih sferoida jedinjenjem C-9 je rezultirao znacajnim smanjenjem i veli€ine 1 vijabilnosti
sferoida tokom vremena, pri koncentracijama od 10 uM i 20 uM (Slike 51-A i 51-B). Za razliku od C-9,
fasudil i tubastatin A su doveli do samo blagih promjena u veli¢ini MiaPaCa-2 tumorskih sferoida pri
koncentraciji od 10 uM, dok nisu pokazali znacajne citotoksi¢ne efekte (Slike 51-A i 51-B).

Dodatno je ispitivana sposobnost ovih jedinjenja da inhibiraju formiranje tumorskih sferoida. Celijske
linijje MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i1 Panc-1 su ko-kultivisane sa ispitivanim jedinjenjima (pri
ekvimolarnim koncentracijama) u uslovima koji su kori§¢eni za formiranje tumorskih sferoida tokom
cetiri dana (Slike 51-C i 51-D). Nakon ovog perioda je primje¢eno formiranje tumorskih sferoida sa
karakteristicnom zbijenom morfologijom u netretiranim kontrolnim uzorcima (Slika 51-C). U MDA-
MB-231 ¢elijama tretman jedinjenjem C-9, fasudilom i tubastatinom A (6 pM) tokom ¢etiri dana je doveo
do smanjenja vijabilnosti sferoida, ali nije imao znacajan uticaj na njihovo formiranje (Slike 51-C i 51-
D). Nasuprot tome, tretman jedinjenjem C-9, fasudilom i tubastatinom A pri ekvimolarnim
koncentracijama koris¢enim u 2D modelu (10 pM) je rezultirao znacajnom inhibicijom formiranja i
vijabilnosti MiaPaCa-2 tumorskih sferoida (Slike 51-C i 51-D). U ¢elijama Panc-1, jedinjenje C-9, sli¢no
tubastatinu A, je pokazalo izrazen citotoksicni efekat pri koncentraciji od 20 uM, pri ¢emu je C-9 dodatno
inhibirao 1 samo formiranje tumorskih sferoida (Slike 51-C i 51-D). Fasudil nije pokazao znacajan efekat
na Panc-1 tumorke sferoide (Slike 51-C i 51-D).
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Slika 51. MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1 sferoidi su koriS¢eni za ispitivanje efekata C-9 na
vijabilnost, rast i formiranje tumorskih sferoida pri ekvimolarnim koncentracijama kori§¢enim u 2D
modelu tokom 72 €asa. Tubastatin A 1 fasudil su kori§¢eni kao pozitivne kontrole. Formiranje i rast
tumorskih sferoida su analizirani i snimljeni mikroskopom Olympus CKX53, koris¢enjem objektiva
4x/0.13, skala: 200 uM. (A) Tumorski sferoidi ¢elijskih linija MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1
posmatrani u svijetlom polju. (B) Citotoksi¢nost ispitivanih jedinjenja na tumorske sferoide MDA-MB-
231 Celija je analizirana MTT testom. Dodatno je ispitivana sposobnost jedinjenja da inhibiraju
formiranje sferoida. Celije MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1 su ko-kultivisane sa ispitivanim
jedinjenjima (pri ekvimolarnim koncentracijama) od pocetka eksperimenta u uslovima neophodnim za
formiranje tumorskih sferoida tokom cetiri dana (C i D). (C) Formiranje i rast tumorskih sferouda su
analizirani i1 snimljeni mikroskopom Olympus CKXS53, koriste¢i objektiv 4x/0.4, skala: 200 pM.
(D) Citotoksi¢nost jedinjenja u tumorskim sferoidima MDA-MB-231, MiaPaCa-2 i Panc-1 je analizirana
MTT testom. PovrSina tumorskih sferoida je izmjerena koriS¢enjem softverskih alata Imagel;
Citotoxicity — citotoksicnost, Area — povrsina.
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4.9.7. Ispitivanje uticaja C-9 na migraciju i invaziju tumorskih ¢elija u in vitro uslovima

Hemijski sli¢ni izohinolinski HDAC/ROCK inhibitori C-8, C-9 i C-10 su koriS¢eni za ispitivanje
njihovog potencijalnog inhibitornog efekta na migraciju i invaziju ¢elija karcinoma dojke i pankreasa in
vitro. Ove dvije bioloske funkcije su od sustinskog znacaja za progresiju tumora, metastaziranje i loSu

prognozu kod pacijenata, te njihova inhibicija predstavlja klju¢nu strategiju u razvoju novih terapijskih
agenasa.

Za procjenu efekata ispitivanih jedinjenja na ¢elijsku migraciju kori$¢en je test zarastanja rana (wound-
healing assay) koji omogucava proucavanje kolektivne migracije celija in vitro [282]. U ovom
eksperimentu su kori$¢ene epitelne Celijske linije HCC1937 i Panc-1 koje u standardnim uslovima
kultivisanja konzistentno zatvaraju ogrebotine, Sto ih ¢ini pogodnim modelima za ovu vrstu ispitivanja.
Svi tretmani su sprovedeni u roku od 24 ¢asa od dodavanja razlicitih jedinjenje u koncentracijama koje
odgovaraju ICso vrijednostima definisanim u Tabeli 10, kako bi se minimizirali potencijalni efekti na
¢elijsku vijabilnost tokom perioda ispitivanja (podaci nisu prikazani).

Rezultati prikazani na Slikama 52-A i1 52-B pokazuju da jedino jedinjenje C-9 znacajno inhibira
zatvaranje rane, pri ¢emu je njegov efekat bio uporediv sa djelovanjem poznatog ROCK inhibitora,
fasudila (Fa). Ovi rezultati ukazuju na potencijal jedinjenja C-9 da ometa Celijsku migraciju, $to je
klju¢no za sprije¢avanje metastaziranja.
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Slika 52. Antimigraciona aktivnost novih HDAC/ROCK dualnih inhibitora (C-8, C-9 i C-10) 1 fasudila

(Fa) na HCC ¢elijama (A) i Panc-1 ¢elijama (B). TO — pocetno vrijeme; C- kontrola, Wound closure —
zarastanje rana.

Pored analize kolektivne migracije, ispitivana je i individualna migracija i invazija ¢elija koriS¢enjem
Transwell testa, koji simulira trodimenzionalnu pokretljivost ¢elija i njihovu sposobnost da savladaju
fizicke barijere [284]. U ovom eksperimentu su analizirane mezenhimska ¢elijska linija MDA-MB-231
i pleomorfne MiaPaCa-2 éelije, koje posjeduju visok invazivni potencijal. Celije su morale da predu kroz
membranu sa porama precnika 8 pm, dok su u testu invazije membrane bile prekrivene Matrigelom, koji
oponaSa ekstracelularni matriks (ECM) tumorskog mikrookruzenja. Ovaj sistem omogucava
diferencijaciju izmedu €iste migracije i invazije, pri ¢emu Celije u invazivnom testu moraju najprije da
razgrade ECM prije nego Sto predu na suprotnu stranu membrane.
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Kako je prikazano na Slikama 53-A i1 53-C, jedino je jedinjenje C-9 znacajno smanjilo migraciju celija.
U prisustvu C-9 je doslo do ispoljavanja anti-migracionih osobina, pri ¢emu je redukovana migracija
64,5% MDA-MB-231 1 65,3% MiaPaCa-2 ¢elija u poredenju sa kontrolnim uslovima. Sli¢an efekat je
uocen i u testu invazije (Slike 53-B i 53-D), gdje je C-9 smanjio invazivni potencijal MDA-MB-231
¢elija za 80,7%, dok je kod MiaPaCa-2 ¢elija redukcija invazivnih svojstava 93,4% u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama.
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Slika 53. Antimigraciona i antiinvazivna aktivnost dualnih HDAC/ROCK inhibitora (C-8, C-9 1 C-10) i
fasudila (Fa) na MDA-MB-231 ¢elijama (A i B) 1 MiaPaCa-2 ¢elijama (C i D). C — kontrola. % invasion
over control - % invazije u odnosu na kontrolu; % migration over control - % migracije u odnosu na
kontrolu.

Ovi podaci jasno ukazuju na sposobnost jedinjenja C-9 da znafajno inhibira migraciju i invaziju
ispitivanih celijskih linija Sto ga ¢ini potencijalnim kandidatom za dalje preklinicke studije usmjerene ka
metastatskim oblicima karcinoma. Takode, C-9 je pokazao superiornu inhibiciju migracije i invazije u
poredenju sa fasudilom, koji je smanjio Celijsku pokretljivost za priblizno 50%. Nasuprot tome,
jedinjenja C-8 i C-10 nisu znac¢ajno uticala na migraciju i invaziju MDA-MB-231 i MiaPaCa-2 ¢elija.

S obzirom na to da je disregulacija HDAC i ROCK signalnih puteva povezana sa epitelno-
mezenhimalnom tranzicijom (EMT), ¢elijskom plasti¢nos¢u i pove¢anom sposobno$¢u metastaziranja,
dobijeni rezultati dodatno podrzavaju hipotezu da dualna inhibicija ovih enzima moZe predstavljati
obecavajuci terapeutski pristup u tretmanu invazivnih i metastatskih oblika karcinoma dojke i pankreasa.
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4.10. Dizajn i virutelni skrining novih HDAC/ROCK inhibitora zasnovan na koris¢enju
strukture prethodno identifikovanog lead molekula C-9

Na osnovu rezultata prethodno sprovedenih enzimskih i ¢elijskih studija identifikovan je vode¢i molekul
(lead) C-9, koji je ispoljio snazne citotoksi¢ne, antiproliferativne, antiinvazivne i antimigratorne efekte
kako u dvodimenzionalnim, tako i u 3D sferoidima tumorskih ¢elija. Dalje modifikacije strukture C-9
su iskoriS¢ene za dizajn novih HDAC/ROCK inhibitora.

Koris¢enjem strukture C-9 kao lead molekula, dizajnirani su novi multitarget HDAC/ROCK inhibitori.
Modifikacije C-9 su bile usmjerene ka dvije kljucne regije: CAP grupi/hinge vezuju¢em domenu i
linkeru, dok je cink-vezujuéa grupa ostala nepromijenjena u svim novodizajniranim jedinjenjima (Slika
54-A). Ukupno je dizajnirano deset novih jedinjenja, koja su potom evaluirana primjenom savremenih
in silico metoda, ukljucujuc¢i molekulski doking i proracune slobodne energije vezivanja MM-GBSA
pristupom (Slika 54-B). Ove metode su omogudile detaljnu procjenu potencijala dizajniranih molekula
kao multitarget HDAC/ROCK inhibitora.
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Slika 54. A. Hemijska struktura vodeceg jedinjenja C-9, sa oznacenim farmakofornim regionima: CAP
grupa/hinge-binding region, linker i cink-vezujuéa grupa (hidroksamska kiselina). Obiljezeni su polozaji
koji su strukturno modifikovani u cilju optimizacije afiniteta prema HDAC i ROCK izoformama.
B. Hemijske strukture dizajniranih analoga C-9.
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4.10.1. Molekulski doking i MM-GBSA racunanja slobodne energije vezivanja novodizajniranih
multitarget HDAC/ROCK inhibitora

Sva novodizajnirana jedinjenja su pokazala povoljne rezultate molekulskog dokinga, ukljucujuci niske
vrijednosti energije vezivanja, visoku efikasnost liganda (ligand efficiency, LE), kao i povoljne
GlideScore 1 DockingScore vrijednosti, Sto ukazuje na potencijalnu sposobnost stabilnog vezivanja u
aktivnim mjestima ciljanih enzima (Tabela P3.1.).

U poredenju sa C-9 (Slika 39), dva jedinjenja C-57 i C-38 su pokazala superiornije rezultate doking
evaluacije. Konkretno, C-57 je ispoljio poboljsane DockingScore 1 GlideScore vrijednosti, narocito u
odnosu na ROCK2 1 HDACS6. Sa druge strane, C-38 je pokazao bolje doking vrijednosti na sve tri
ispitivane izoforme - ROCK1, ROCK2 i HDAC6, ¢ime je demonstrirao potencijal za uravnotezeno
multitarget djelovanje. Ovi rezultati su u potpunosti u skladu sa predvidenim pozama vezivanja za C-38
i C-57 (Slika 55), pri ¢emu su kljuc¢ne interakcije kao $to su vodonicne veze sa hinge regionom ROCK
enzima i1 koordinacija cinkovog jona u katalitickom domenu 2 HDAC6 jasno uocene kod oba jedinjenja.

151



&
]
PHE
368
l HO
e

¥ O\
&
ILE
2. ASP
\ & 6
B s
u%u / ' :G'
rti'i’l
MET — — Q ?;‘
156 fen
| \ /
A
TR 153
155
\GIU \/
= m
0SS~ @
15 MET
& v{. 2
(0]
NI ¢ SER
568
=
ARGy
673
/ LEU
749
/
PHE
679
\ PHE HIS
680 611
PRO
608 HIE
TYR 651
782
) Charged (negative) Polar Distance —= Pi-cation
) Charged (positive) «) Unspecified residue — H-bond — Salt bridge
Glycine Water » Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
. Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pi stacking

Slika 55. Klju¢ne interakcije C-38 sa aktivnim mjestima ROCK1, ROCK2, HDAC6 i HDACI.

Medu preostalim dizajniranim molekulima, vec¢ina je pokazala poboljSane afinitete prema ROCK2 u
poredenju sa C-9. Medutim, doking vrijednosti za HDAC6 su bile u vecini slucajeva inferiornije u
odnosu na C-9. Izuzetak predstavlja jedinjenje C-37 ¢ija je doking vrijednost za HDACG6 uporediva sa
C-9. (Tabela P.3.1).

Na osnovu prorauna slobodne energije vezivanja metodom MM-GBSA (Molecular Mechanics-
Generalized Born Surface Area), kao 1 procjene efikasnosti vezivanja (izrazene kroz parametre poput
binding efficiency 1 ligand efficiency), identifikovano je viSe potencijalnih inhibitora. Posebno su se
istakla jedinjenja C-14, C-15 1 C-38, koja su pokazala povoljnije vrijednosti slobodne energije vezivanja
u odnosu na C-9, i to prema svim analiziranim enzimima — HDAC6, ROCK1 i ROCK2 (Tabela P3.2.).
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Jedinjenje C-38, koje je 1 u prethodnim analizama molekulskog dokinga pokazalo izuzetne rezultate, je
dodatno potvrdilo svoj potencijal kroz konzistentno niske MM-GBSA vrijednosti, $to ga ¢ini jednim od
najperspektivnijih visestrukih inhibitora u okviru ove serije.

Pored toga, jedinjenja C-35, C-37 1 C-55 su pokazala povoljnije MM-GBSA vrijednosti za HDAC6 u
poredenju sa C-9, ukazujuéi na njihov potencijalno poboljSani afinitet prema ovoj izoformi histon
deacetilaze. U odnosu na ROCK1, jedinjenja C-13, C-37, C-40 i C-57 su pokazala niZe slobodne energije
vezivanja, §to ukazuje na povoljniju prostornu i elektrostaticku komplementarnost u interakcijama sa
ovom izoformom serin/treonin kinaze. Finalno, u kontekstu ROCK2 inhibicije, jedinjenja C-35 i C-57
su pokazala povoljnije MM-GBSA vrednosti u poredenju sa C-9, $to opravdava njihovo uklju¢ivanje u
dalju eksperimentalnu validaciju.

Ova zapazanja kolektivno ukazuju na to da pojedina dizajnirana jedinjenja ne samo da odrzavaju
multitarget aktivnost, ve¢ i potencijalno prevazilaze performanse vodeceg jedinjenja u pogledu
stabilnosti kompleksa 1 afiniteta prema svim klju¢nim enzimima.

Na osnovu integrisane analize rezultata molekulskog dokinga, proracuna slobodne energije vezivanja
putem MM-GBSA metode i1 procjene efikasnosti liganda, svi novodizajnirani molekuli su pokazali
potencijal za poboljsani afinitet u poredenju sa vode¢im molekulom C-9, i to ka ROCKI1 i/ili ROCK2
1/ili HDAC6 enzimima, Sto opravdava njihovu dalju sintezu 1 detaljnu biolosku evaluaciju.

4.11. Sinteza i karakterizacija novodizajniranih HDAC/ROCK inhibitora

Potencijalni HDAC/ROCK inhibitori su sintetisani prema sintetskim putevima prikazanim na Slici 56.
U prvoj fazi sinteze, derivati sekundarnih amina su dobijeni koriS¢enjem izohinolin-5-sulfonske kiseline,
4-piridin-4-il-benzojeve kiseline ili 4-piridinakrilne kiseline u kombinaciji sa 1-Boc-homopiperazinom
ili 1-Boc-piperazinom. Nakon uklanjanja Boc zastitne grupe, u narednom koraku su izvedene reakcije
nukleofilne supstitucije izmedu derivata bromohidroksamske kiseline (C3—C6) 1 odgovarajucih
sekundarnih amina. Reakcija je izvodena u prisustvu baze EtsN u DMF-u pri temperaturi od 85°C, a na
ovaj nacin je dobijeno deset potencijalnih HDAC/ROCK inhibitora u umjerenom prinosu (35-40%).
Finalna jedinjenja su preciS¢ena primjenom fle§ hromatografije (DCM:metanol, 9:1), dok su njihove
strukture potvrdene metodama nuklearne magnetne rezonance (NMR) 1 masene spektrometrije (MS)
(Tabela 11).
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Slika 56. Shematski prikaz puteva za sintezu novodizajniranth HDAC/ROCK inhibitora; n oznacava broj
ugljenikovih atoma u ugljovodoni¢nom linkeru; ZBG je oznacena plavom bojom, dok je HBM oznacen

ljubiCastom bojom.

Tabela 11. Strukturna karakterizacija novodizajniranth HDAC/ROCK multitarget inhibitora

Jedinjenje

C-13
O
) Q 5
— N\/\/\/\)J\ -OH

\\/ N
7\ H
N=
Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opstoj proceduri E; m= 15 mg, 29,76 % prinos

Karakterizacija novodizajniranih
HDAC/ROCK multitarget inhibitora

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 10,33 (s, 0,8H,
rotamer a), 9,80 — 9,64 (m, 0,2H, rotamer b), 8,59-
8,58 (m, 3H), 7,68-7,66 (d, J = 5,4 Hz, 2H), 7,42
(s, 2H), 3,72-3,70 (m, 2H), 3,57-3,55 (m, 2H),
2,75-2,73 (m, 0,25H), 2,66 (s, 1,75H), 2,54 (s, 2H),
2,41 (s, 1,75H), 2,34 — 2,28 (m, 0,25H), 1,91 (d, J
= 6,2 Hz, 2H), 1,77 (s, 2H), 1,41 (d, J = 22,2 Hz,
4H), 1,22 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) & 169,6, 165,2,
165,1, 150,6, 142,8, 138,9, 138,8, 124,0, 122,5,
57,3, 57,0, 56,6, 54,8, 54,3, 54,1, 49,0, 47,5, 46,6,
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C-14

N
O :
N@MNJ HN.

OH
@)

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m= 17,5 mg, 35,5 % prinos

C-15

0]
NQW\)LH/OH

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=12,5 mg, 26,73 % prinos

C-35

.OH
N
H

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opsStoj proceduri E; m=16 mg , 36,66 % prinos

45,8, 45,1, 32,7, 29,1, 29,0, 28,6, 27,2, 27,1, 26,9,
25.5.

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 11,15 (bs, 1H),
8,98 (bs, 1H), 8,59 (s, 2H), 7,70-7,66 (m, 4H),
7,43-7,36 (m, 4H), 3,77-3,74 (m, 2H), 3,65 (d, J =
3,5 Hz, 2H), 3,61-3,58 (m, 2H), 2,66-2,64 (m, 4H),
1,82-1,76 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 164,7, 163,0,
150,1, 150,1, 144,3, 141,3, 139,7, 132,0, 129,1,
129,1, 127,0, 127,0, 126,4, 120,7, 120,7, 59,4,
52,4, 50,6, 46,9, 44,9, 28,6.

H NMR (400 MHz, DMSO) § 10,32 (s, 1H), 8,66
(s, 1H), 8,59 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 7,67 (d, J= 5,7
Hz, 2H), 7,42 (s, 2H), 3,70 (d, J = 6,0 Hz, 2H),
3,55 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,63 (s, 2H), 2,53 (d, J =
6,5 Hz, 2H), 2,38 (t, J=7,1 Hz, 2H), 1,91 (dd, J=
12,5, 7,1 Hz, 2H), 1,76 (s, 2H), 1,46 (d, J= 5,9 Hz,
2H), 1,37 (s, 2H), 1,21 (d, J= 9,5 Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) § 169,5, 165,2,
165,1, 150,6, 142,8, 138,9, 1388, 124,0, 122.5,
57,2, 56,9, 56,7, 54,9, 54,3, 54,2, 47,8, 46,6, 46,0,
45,1,32,7,28.8,27.2, 27,1, 26,8, 25.5.

TH NMR (400 MHz, MeOD) § 8,52 (s, 2H), 7,78
(d, T = 8,0 Hz, 2H), 7,67 (d, J = 5,0 Hz, 2H), 7,54
(d, J = 7,6 Hz, 2H), 3,95 — 3,31 (m, 5H), 3,17 —
2,57 (m, SH), 2,12 — 1,81 (m, 4H), 1,60-1,42 (m,
4H), 1,36 — 1,11 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, MeOD) & 171,8, 149.4,
148,2, 139.1, 136,6, 127,6, 127.5, 127,1, 127.0,
121,8, 61,5, 57,5, 57,3, 55,2, 55,0, 53,9, 53,3, 44,5,
42,5,32,2,32,2,29.3, 28,8, 28,7, 28.4, 26,5, 26,4,
25,8,25,4,25,2,25,0.
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C-37

s
p NQ\/\/\)J\N,OH

H

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=11,8 mg, 27,89 % prinos

C-38

OH

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=17,8 mg, 42,13 % prinos

C-40

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opstoj proceduri E; m=16,5 mg, 39,51 % prinos

H NMR (400 MHz, MeOD) § 8,52 (d, /= 5,1 Hz,
2H), 7,77 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,66 (d, J= 5,1 Hz,
2H), 7,50-7,47 (m, 2H), 3,68 (dd, J= 11,3, 5.8 Hz,
2H), 3,46 — 3,40 (m, 2H), 2,81 — 2,74 (m, 1,5H),
2,61 (dd, J= 17,0, 11,4 Hz, 2H), 2,48 — 2,36 (m,
1,5H), 2,03 — 1,89 (m, 3H), 1,73 (s, 1H), 1,57 —
1,38 (m, 4H), 1,30 — 1,17 (m, 3H).

13C NMR (101 MHz, MeOD) & 171,8, 171,7,
149,4, 148,3, 138,7, 137,3, 127.4, 127.2, 127,0,
121,8,61,3,57.4, 57,1, 55,4, 55,3, 53,9, 53,8, 49,2,
452,448, 31,9, 29,3, 27,8, 26,6, 26,6, 26,3, 26,2,
25.3, 25.0.

H NMR (400 MHz, MeOD) § 8,61 (d, J = 4,6 Hz,
2H), 7,85 (dd, J = 10,9, 8,3 Hz, 2H), 7,75 (s, 3H),
7,69 (d, J= 7,7 Hz, 1H), 7,56 (t, J = 8,7 Hz, 2H),
7,46 (d, J=7,8 Hz, 1H), 7,39 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
3,78 (d, J=4,9 Hz, 2H), 3,71 (d, J= 20,8 Hz, 2H),
3,52 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 2,83 (s, 1H), 2,74 (d, J =
5,1 Hz, 1H), 2,66 (s, 2H), 1,96 (s, 1H), 1,81 (s,
1H).

13C NMR (101 MHz, MeOD) § 1718, 171,7,
149,4, 148,2, 142,4, 138,7, 1373, 131,4, 128.8,
128,7, 127.4, 127,2, 127,0, 126,7, 121,8, 61,4,
61,3, 55,4, 55.3, 54,0, 53,7, 49,6, 45,7, 45,1, 28,3,
26.6.

IH NMR (400 MHz, DMSO) § 10,35 (s, 1H), 9,49
(s, 1H), 8,69 (d, J= 6,1 Hz, 1H), 8,66 (s, 1H), 8,46
(d,J= 8,2 Hz, 1H), 8,39 — 8,25 (m, 2H), 7,84 (t, J
=7,8 Hz, 1H), 3,70 — 3,41 (m, 4H), 3,15 (d,J=4,2
Hz, 2H), 2,74 (s, 2H), 2,34 — 2,13 (m, 2H), 1,93-
1,82 (m, 5H), 1,65 — 1,04 (m, 9H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) & 169,6, 154,0,
145.4, 134,2, 134,0, 133,0, 131,1, 129,3, 127.0,

156



C-55
U
N S
| 2
N T i
LA
H
Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opstoj proceduri E; m=13,5 mg, 36,84 % prinos

C-56
X S/P
| 7N 0
N~ © k/)\l\/\/\/\)]\ OH
N
H
Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema

opstoj proceduri E; m=17,3 mg, 44,16 % prinos

C-57

Bijela, amorfna supstanca sintetisana prema
opStoj proceduri E; m=14.5 mg, 37.71 % prinos

117,5, 117,1, 116,3, 57,0, 55,4, 54,1, 49,0, 46,7,
32,6, 28,8, 26,7, 25,4.

H NMR (400 MHz, MeOD) § 9,41 (s, 1H), 8,63
(s, 2H), 8,46 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,87 (t, ] = 7.8
Hz, 1H), 3,55 (t, = 6,5 Hz, 1,5H), 3,25 — 3,09 (m,
4H), 2,99 — 2,79 (m, 2H), 2,48 (s, 2H), 2,33 — 2,28
(m, 0,5H), 2,07 (dt, J = 23,1, 7,4 Hz, 2H), 1,69 —
1,51 (m, 4H), 1,41 (dd, J = 15,2, 7,1 Hz, 2H).

13C NMR (101 MHz, MeOD) § 171,5, 153,0,
143,6, 143,6, 134,8, 134,38, 134,2, 132,0, 131,38,
129,31, 126,4, 118,1, 118,1, 61,3, 57,5, 52,0, 45,5,
452,44.4,32.3,32,2, 31,8, 26,4, 25,6, 25.2, 25.0.

IH NMR (400 MHz, MeOD) § 9,30 (s, 1H), 8,52
(s, 2H), 8,35 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,77 (t, J = 7.8
Hz, 1H), 3,43 (t, J = 6,6 Hz, 3,2H), 3,08 (bs, 4H),
2,77 (d, J = 7,6 Hz, 0,8H), 2,43 (d, J = 5,1 Hz,
0,5H), 2,24 — 2,19 (m, 1,5H), 1,97 (dd, J = 15,0,
7,4 Hz, 4H), 1,58 — 1,41 (m, 8H).

13C NMR (101 MHz, MeOD) § 171,6, 171,5,
153,0, 143,6, 134,8, 134,2, 132,0, 131,8, 129,3,
126,4, 118,1, 61,5, 57,7, 52,0, 45,1, 32,3, 32,3,
32,2, 28,8, 28,7, 28,6, 26,8, 25.8, 25.4, 25.3, 25.2.

IH NMR (400 MHz, MeOD) § 9,29 (s, 1H), 8,50
(s, 2H), 8,33 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,75 (t, J = 7.8
Hz, 1H), 7,54 (d,J=8,2 Hz, 1,6H), 7,35 (d,J= 8,1
Hz, 0,,4H), 7,22 (d, J = 8,2 Hz, 1,8H), 7,16 (s,
0,2H), 3,51 (s, 0,2H), 3,42 (s, 1,8H), 3,08 (s, 4H),
2,43 - 2,32 (m, 4H).

13C NMR (101 MHz, MeOD) & 166,5, 153,0,
143,6, 141,3, 134,7, 134,2, 132,0, 131,9, 131,1,
1293, 128.9, 126,7, 1263, 118,1, 61,4, 51,8, 45 4.
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4.12. Rezultati in vitro enzimske evaluacije novodizajniranth HDAC/ROCK inhibitora

Svi sintetisani HDAC/ROCK inhibitori su podvrgnuti inicijalnom skriningu na ROCK2 enzim pri
koncentraciji od 10 pM. Jedinjenja koja su pokazala inhibitornu aktivnost vecu od 30% su dalje
evaluirana i na ROCK1 pri istoj koncentraciji. Za najaktivnije inhibitore na obje izoforme su dalje
odredene njihove ICso vrijednosti (Tabela 12). Doza-odgovor ICso krive su prikazane na Slici 57-A.

Tabela 12. Rezultati enzimske evaluacije na ROCK1 i ROCK2 enzimima

% of ROCK inhibicije (10uM) ICso (uM)
ROCKI1 ROCK2 ROCKI1 ROCK2
C-13 / -3,74
C-14 / 2,32
C-15 / 7,03
C-35 / 9,12
C-37 / 13,71
C-38 32,60 21,32 35,90 46,70
C-40 78,48 73,57 1,51 3,70
C-55 93,26 92,06 0,37 0,65
C-56 68,94 57,26 2,47 8,99
C-57 41,16 24,28 10,05 30,40
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Slika 57. A. Prikaz dijagrama odnosa doze i ROCKI1 ili ROCK2 inhibicije najaktivnijih jedinjenja; B.
Prikaz rezultata skrininga na HDACI1 1 dijagrama odnosa doze i HDACI inhibicije najaktivnijih
jedinjenja; C. Prikaz rezultata skrininga na HDAC2 i dijagrama odnosa doze i HDAC?2 inhibicije
najaktivnijih jedinjenja; D. Prikaz rezultata skrininga na HDAC3 i dijagrama odnosa doze i HDAC3
inhibicije najaktivnijih jedinjenja; E. Prikaz rezultata skrininga na HDAC6 i dijagrama odnosa doze 1
HDACS6 inhibicije najaktivnijih jedinjenja. Normalisation medium/DMSO — normalizacija u odnosu na
medijum/DMSO, activity — aktivnost, compound — jedinjenje, concentration — koncentracija.
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U pogledu HDAC aktivnosti, svi sintetisani inhibitori su najprije testirani pri koncentraciji od 10 uM
koriS¢enjem nuklearnog ekstrakta (Prilog 4) i HDAC6 izoforme (Slika 57-E). Na osnovu zapazene
inhibitorne aktivnosti na nuklearnom ekstraktu (Prilog 4), dalja ispitivanja su obuhvatila skrining svih
jedinjenja na enzimima HDACI1, HDAC2 i HDACS3 pri koncentraciji od 1 uM (Slika 57-B, 57-C, 57-
D). Za jedinjenja koja su pokazala procenat inhibicije ve¢i od 50% na bilo kojoj od ispitivanih HDAC
izoformi su dalje eksperimentalno odredene ICso vrijednosti koje su prikazane u Tabeli 13 i na Slikama
57-B, 57-C, 57-D, 57-E.

Tabela 13. Rezultati enzimske evaluacije novodizajniranih HDAC/ROCK inhibitora na HDAC

% of HDAC inhibicije ICso (uM)
HDAC! HDAC2 HDAC3 HDAC6  NE
HDAC! HDAC2 HDAC3 HDAC6
IeM) (dAuM) {dApM)  (10uM)  (10uM)

C-13 47 28 52 55 91 / / / 0,399
C-14 31 12 27 77 85 / / / 0,242
C-15 28 5 33 45 90 / / / /

C35 79 53 77 70 89 0,590 1,225 0,2389 0,304
C-37 40 28 50 49 89 / / / /

C-38 54 30 55 92 98 / / / 0,095
C-40 75 53 72 90 99 0,752 1,804 0,3889 0,242
C-55 40 39 31 87 66 3,715 / / 0,294
C-56 16 43 4 81 42 / / / 0,905
C-57 30 33 29 95 74 3,099 / / 0,092

Jedinjenje C-55 je pokazalo najizrazeniju inhibiciju ROCK kinaza, sa ICso vrijednostima od 370 nM za
ROCK1 i 650 nM za ROCK2. Medutim, njegova aktivnost prema HDACS6 je bila niza (ICso= 294 nM),
dok je pri koncentraciji od 1 uM inhibicija ostalih HDAC izoformi bila ispod 50%. Najpotentniji HDAC
inhibitori identifikovani u enzimskim testovima su bili C-38 i C-57 sa ICso vrijednostima od 94,71 nM 1
92,49 nM. Ova jedinjenja su pokazala visoku selektivnost prema citoplazmatskoj izoformi HDAC6, dok
je njihova aktivnost prema nuklearnim izoformama HDAC1, HDAC2 i HDAC3 bila ograni¢ena, pri
¢emu su procenti inhibicije ovih izoformi bili oko 50% ili manji od 50% pri koncentraciji od 1 pM
(Tabela 13). Dodatno, jedinjenja C-38 i C-57 su pokazala nisku aktivnost na ROCK kinazama pri
koncentraciji od 10 uM (Tabela 12) Jedinjenja C-35 1 C-40 su ispoljila uravnotezenu inhibiciju
citoplazmatskih i nuklearnih HDAC izoformi (Tabela 13). Medu njima, C-35 je pokazalo minimalnu
inhibiciju ROCK enzima pri koncentraciji od 10 puM, dok je C-40 ispoljilo izraZeniju inhibitornu
aktivnost na ROCK1 i ROCK2 u poredenju sa C-35, sa ICso vrijednostima od 1,51 uM 1 3,70 uM.

U skladu sa rezultatima enzimskih testova, za dalju ¢elijsku evaluaciju su izabrana jedinjenja C-35, C-
38, C-40, C-551 C-57.
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4.13. Rezultati in vitro ¢elijske evaluacije novodizajniranih HDAC/ROCK inhibitora
4.13.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti novodizajniranih jedinjenja

U okviru ove studije, ispitani su citotoksi¢ni i1 antiproliferativni efekti pri 72-Casovnoj izlozenosti
novodizajniranim 1 sintetisanim HDAC/ROCK inhibitorima (C-14, C-35, C-38, C-40, C-55 1 C-57) na
TNBC ¢elijskim linijjama MDA-MB-231 i MDA-MB-468 (Tabela 14 i Slika S8).

Za potrebe in vitro testiranja su koriSéeni standardni referentni inhibitori: tubastatin A, selektivni HDAC6
inhibitor, 1 fasudil, klinicki odobreni inhibitor ROCK kinaza, koji su sluzili kao pozitivne kontrole.
Efikasnost novosintetisanih inhibitora je poredena sa efektima vodeéeg jedinjenja C-9, koje je prethodno,
u pocetnoj fazi ove doktorske disertacije, identifikovano kao potentan HDAC/ROCK multitarget
inhibitor [304].

Table 14. Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti na MDA-MB-231 i MDA-MB-468 tumorskim c¢elijskim
linijjama 1 odredivanje indeksa selektivnosti.

Jedinjenje ICso (UM)

MDA-MB-231 MDA-MB-468 MRC-5 Si;" Si,"
C-9 (lead) Poglavlje 4.9.1.™ 39,54+2.65 52,55+3,41  Poglavlje4.9.1.* 1733
C-14 > 50 > 50 > 50 n.d. n.d.
C-35 16,86+1,22 35,55+3,01 58,33+£3,17 3,46 1,64
C-38 > 50 >50 > 50 n.d. n.d.
C-40 27,00+2,11 36,94+2,87 60,94+3,65 2,26 1,65
C-55 > 50 > 50 > 50 n.d. n.d.
C-57 > 50 >50 > 50 n.d. n.d.
Fasudil > 50 zinc > 50 95,02+4,22 n.d. n.d.
Tubastatin A 45,07+4,23 > 50 94,22+3,11 2,09 n.d.

“Indeks selektivnosti (Si) je odreden kao odnos izmedu ICs vrijednosti na normalnoj (MRC-5) i tumorskim éelijskim linijama:
Sij=1Cso (MRC-5) / ICso (MDA-MB-231); Si, = ICso (MRC-5) / ICso (MDA-MB-468); n.d. = nije odredeno. Vrijednosti su
izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) iz tri nezavisna eksperimenta. ““ICso za C-9 na MDA-MB-231
¢elijama je prethodno odredena u Poglavlju 4.9.1.

Medu analiziranim jedinjenjima, samo su C-35 i C-40 pokazali umjeren citotoksi¢ni efekat na obje
ispitivane TNBC ¢elijske linije. C-35 je ispoljilo citotoksi¢nost prema MDA-MB-231 ¢elijama (ICs= 17
uM) uporedivu sa ICs, vrijednoSc¢u za vodece jedinjenje C-9, dok su sva tri jedinjenja (C-9, C-35 i C-40)
pokazala sli¢ne nivoe citotoksi¢nosti na MDA-MB-468 (ICso~ 35 uM). Pozitivne kontrole, fasudil 1
tubastatin A, nisu pokazali znacajnu citotoksi¢nost prema TNBC c¢elijama u analiziranim uslovima
(Tabela 14), sto istiCe potencijal testiranih visestrukih inhibitora.
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Slika 58. Krive zavisnosti doze 1 citotoksi¢nog odgovora dobijene MTT testom nakon 72-¢asovne
izlozenosti MDA-MB-231 (A) i MDA-MB-468 (B) ¢elija razli¢itim koncentracijama novosintetisanih
multitarget HDAC/ROCK inhibitora (C-35 1 C-40), kao i vodeéeg jedinjenja C-9 i referentnih inhibitora
fasudila i tubastatina A. % of cell survival — procenat prezivljavanja ¢elija, concentration —koncentracija.

Radi procjene selektivnosti, ispitana je citotoksi¢nost jedinjenja i na humanoj ¢elijskoj liniji porijeklom
iz fibroblasta plu¢a, MRC-5. Na osnovu dobijenih ICs, vrijednosti izra¢unat je indeks selektivnosti (Si)
kao odnos izmedu ICs vrijednosti za normalne ¢elije i ICs vrijednosti za tumorske Celije. Rezultati su
pokazali da su C-9 i C-35 pokazali zadovoljavajuéi stepen selektivnosti prema MDA-MB-231 ¢elijama.
Obje supstance su pokazale slabiju selektivnost prema MDA-MB-468 ¢elijskoj liniji (Si = 1,33 1 1,65).
Tubastatin A je pokazao ograni¢enu selektivnost prema MDA-MB-231 ¢elijama (Si = 2,09) 1 odsustvo
selektivnosti prema MDA-MB-468 ¢elijama (Si < 1) (Tabela 14). Ovi rezultati ukazuju da pojedina
jedinjenja, narocito C-35, imaju povoljan profil selektivnosti, Sto predstavlja vazan preduslov za njihova
dalja farmakoloSka testiranja.

Dodatne analize, ukljucujuci procjenu uticaja novosintetisanih inhibitora na progresiju ¢elijskog ciklusa
1 indukciju apoptoze, su dalje sprovedene kako bi se razjasnili molekulski mehanizmi koji stoje u osnovi
smanjenog prezivljavanja TNBC celija nakon tretmana novosintetisanim multitarget HDAC/ROCK
inhibitorima.

4.13.2. Novosintetisani HDAC/ROCK multitarget inhibitori dovode do promjena u ¢elijskom ciklusu
TNBC celijskih linija

U cilju procjene antiproliferativnog potencijala C-35 1 C-40, analizirane su promjene u distribuciji ¢elija
po fazama Celijskog ciklusa nakon 48-Casovne izloZenosti TNBC ¢elija ekvimolarnim koncentracijama
sintetisanih inhibitora (20 pM za MDA-MB-231 i 35 uM za MDA-MB-468). C-9, referentni inhibitori
fasudil (ROCK) i tubastatin A (HDAC6) su koriséeni kao pozitivne kontrole (Slika 59).

Tretman jedinjenjem C-9 je doveo do znacajnog povecanja procenta MDA-MB-231 ¢elija u sub-Gl1 fazi,
uz blago povecanje u G2/M fazi (Slike 59-A 1 59-C), §to je bilo pra¢eno smanjenjem broja ¢elija u G0/G1
1 S fazi u poredenju sa kontrolom. Sli¢no tome, tretman jedinjenjima C-35 i C-40 je izazvao umjereno
povecanje procenta Celija u sub-G1 1 G2/M fazama u odnosu na netretiranu kontrolu (Slike 59-A 1 59-
C). Kod ¢elijske linije MDA-MB-468, tretman jedinjenjima C-9, C-35 i C-40 je doveo do izraZzenog
povecanja broja ¢elija u G2/M fazi, uz istovremeno smanjenje u G0/G1 fazi (Slike 59-B 1 59-D).
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Nasuprot tome, tretman fasudilom i tubastatinom A nije izazvao znacajne promjene u raspodjeli ¢elija po
fazama Celijskog ciklusa kod ispitivanih TNBC ¢elijskih linija (Slika 59).

Ovi rezultati ukazuju da jedinjenja C-9, C-35 i C-40 mogu doprinijeti indukciji ¢elijske smrti, vjerovatno
putem ometanja regulacije celijskog ciklusa, $to predstavlja potencijalni mehanizam njihovog
antiproliferativnog djelovanja.
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Slika 59. Promene u raspodjeli ¢elija po fazama Celijskog ciklusa ¢elijskih linija MDA-MB-231 (A1 C)
i1 MDA-MB-468 (B i D) nakon 48-Casovne izlozenosti ekvimolarnim koncentracijama ispitivanih
jedinjenja (20 uM za MDA-MB-231 135 uM za MDA-MB-468). Prikazani su reprezentativni histogrami
iz tri nezavisna eksperimenta nakon 48h tretmana TNBC ¢elija (A, B). M1 — apoptozne celije sa
sadrzajem DNK koji odgovara sub-G1 frakciji; M2 — ¢elije u fazama G0O/G1; M3 — ¢elije u S fazi; M4 —
¢elije u G2/M fazi. Stubicasti grafik prikazuje rezultate izraZene kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD) iz tri nezavisna eksperimenta. Statisticka analiza razlika izmedu tretiranih grupa 1
kontrole je izvedena metodom jednofaktorske analize varijanse (one-way ANOVA), pri ¢emu su razlike
smatrane statisticki zna€ajnim za vrijednosti: *p < 0,05; **p <0,01; ****p <0,0001.

4.13.3. Novosintetisani HDAC/ROCK inhibitori indukuju apoptozu TNBC ¢elijskih linija

Pro-apoptotski potencijal C-35 i C-40, kao 1 pozitivnih kontrola —C-9, fasudila i tubastatina A je ispitan
na TNBC celijskim linijjama (MDA-MB-231 i MDA-MB-468) nakon 48-Casovne inkubacije sa
ekvimolarnim koncentracijama inhibitora (20 uM za MDA-MB-231 1 35 uM za MDA-MB-468). C-35
je znacajno indukovao ranu apoptozu u obje ¢elijske linije, dok je C-40 izazvao blago povecanje kasne
apoptoze iskljuc¢ivo u MDA-MB-468 celijama (Slike 60-B 1 60-D). Od pozitivnih kontrola, fasudil je
izazvao blago povecanje kasne apoptoze samo u MDA-MB-468 ¢elijama, dok tubastatin A nije pokazao
znacajan efekat na indukciju apoptoze u bilo kojoj od ispitivanih Celijskih linija (Slika 60). Vodece
jedinjenje C-9 je izazvalo znac¢ajno povecanje procenta ¢elija u ranoj i kasnoj fazi apoptoze u MDA-MB-
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231 (Slike 60-A 1 60-C), kao i povecanje rane apoptoze u MDA-MB-468 ¢elijama (oko 20%; Slike 60-
B i 60-D).
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Slika 60. Efekat 48-Casovne izloZenosti novosintetisanim inhibitorima C-35 1 C-40, vode¢em jedinjenju
C-9, tubastatinu A i fasudilu na procenat ¢elija u ranoj i kasnoj fazi apoptoze u TNBC linijama: MDA -
MB-231 (A1 C) 1 MDA-MB-468 (B i D). Dijagrami taaka (A, B) prikazuju reprezentativne rezultate
dobijene proto¢nom citometrijom nakon bojenja ¢elija Annexin V-FITC 1 propidijum-jodidom (PI), dok
su histogrami (C, D) prikaz ukupnih rezultata izraZenih kao srednja vrijednost + standardna greska
sredine (SEM) na osnovu tri nezavisna eksperimenta. Rana apoptoza definisana je kao procenat Annexin
V*/PI" ¢elija, dok je kasna apoptoza odredena kao procenat Annexin V*/PI* ¢elija. Statisticka analiza
razlika 1izmedu tretiranih grupa 1 kontrolne grupe bez tretmana je izvrSena koriS¢enjem jednofaktorske
analize varijanse (one-way ANOVA), pri €emu su razlike smatrane statisticki znac¢ajnim za *p < 0,05, **p
<0,01, ***p < 0,001 i ****p <0,0001.

4.13.4. Uticaj HDAC/ROCK inhibitora na ekspresiju antigena znacajnih za imunski odgovor

Mikrookruzenje tumora (tumor microenvironment, TME) obuhvata razli¢ite imune ¢elije koje infiltriraju
tumor, ukljucuju¢i T 1 B limfocite, prirodne ¢elije ubice (NK) 1 dendritske celije koje ucestvuju u
antitumorskom imunskom odgovoru, kao 1 imunosupresivne subpopulacije poput mijeloidnih
supresorskih ¢elija (MDSC) 1 makrofaga povezanih sa tumorom (TAM) [305]. Izmedu tumorskih ¢elija
1 komponenti TME-a postoji dinami¢na i recipro¢na interakcija. Imune ¢elije putem lucenja citokina,
hemokina, enzima i metabolita doprinose hroni¢noj inflamaciji, koja je prepoznata kao vazan pokretac
progresije tumora. Pored toga, fizicke interakcije izmedu receptora na imunskim ¢elijama i liganda na
tumorskim celijama predstavljaju kljuéni mehanizam u regulaciji antitumorskog imunskog odgovora
[306,307].

infiltriraju¢ih limfocita (TIL), pretezno T i B limfocita u stromi, kao 1 izrazena ekspresija gena ukljucenih
u imunske odgovore, ukljucujuci i gene za receptore imunskih kontrolnih tacaka (immune checkpoint,
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IC), ¢ija je ekspresija Cesto poviSena kao rezultat imunoloSke stimulacije [308]. Imaju¢i u vidu
specificnosti TME-a u TNBC-u, u okviru ove studije je ispitivan uticaj multitarget HDAC/ROCK
inhibitora na ekspresiju kljucnih liganada ukljucenih u interakcije izmedu tumorskih 1 imunskih ¢elija u
MDA-MB-231 i MDA-MB-468. Ovi ligandi imaju vaznu ulogu u modulaciji imunoloski posredovane
eliminacije tumorskih ¢elija putem aktivacije imunskog sistema. Radi procjene imunogenosti tretiranih
TNBC ¢elija, analizirana je povrSinska ekspresija antigena HLA-A, -B, -C, PD-L1, PVR i MICA.

Molekuli glavnog histokompatibilnog kompleksa klase I (MHC-I), tj. HLA-A, -B i -C, omogucavaju
prepoznavanje tumorskih antigena na c¢elijskoj povrsSini od strane CD8" T limfocita i njihovu dalju
citotoksi¢nu aktivnost prema tumorskim cdelijama. Medutim, tumorski mehanizmi izbjegavanja
imunskog odgovora ukljucuju smanjenje ekspresije MHC-I molekula i pojac¢anu ekspresiju liganada koji
inhibiraju aktivaciju imunskih ¢elija. Jedan od takvih je ligand programirane smrti 1 (PD-L1), koji
interaguje sa IC receptorom PD-1 na T i NK ¢elijama, inhibiraju¢i njihovu proliferaciju 1 funkcionalnu
aktivnost, ¢ime doprinosi imunosupresiji [309]. Pored toga, PD-L1 ucestvuje i u onkogenim procesima
gdje dokazano promovise proliferaciju i invazivnost tumorskih ¢elija [310]. Kao odgovor na ove
mehanizme izbjegavanja imunskog odgovora, razvijena su brojna monoklonska antitijela ¢iji je
mehanizam djelovanja usmjeren ka PD-1/PD-L1. PVR ligand moZe imati dualnu ulogu u imunskom
odgovoru u zavisnosti od receptora sa kojima stupa u interakciju. Povezivanje sa receptorima CD96 i
TIGIT dovodi do imunosupresije, dok interakcija sa CD226 (DNAM-1) receptorom moze indukovati
citotoksi¢nost, oslobadanje citokina i imunski odgovor [311]. Oste¢enja DNK i nakupljanje oste¢enih
proteina u ¢eliji moze indukovati povecanu ekspresiju MHC-I polipeptidu srodnog proteina A (MICA),
koji, vezujuéi se za aktivacioni receptor NKG2D na NK i citotoksi¢nim T ¢elijama, inicira antitumorsku
imunsku aktivnost [307,312].

Dobijeni rezultati su pokazali da ¢elijske linijje MDA-MB-231 i MDA-MB-468 pokazuju visoke nivoe
ekspresije HLA-A, -B 1 -C molekula, ¢iji nivo nije znacajno promijenjen ni nakon jednog od primjenjenih
tretmana. MDA-MB-231 ¢elije su nakon tretmana jedinjenjima C-9, C-35 i C-40 pokazale poviSenu
ekspresiju MICA u poredenju sa kontrolnim tretmanom (Slika 61-A), dok promjene u ekspresiji PD-L1
1 PVR nisu zabiljeZene. Nasuprot tome, u liniji MDA-MB-468 je uo€en pad ekspresije PD-L1 nakon
tretmana sa jedinjenjem C-9, dok je isti trend, iako u manjoj meri, zabiljeZen i1 nakon tretmana sa
jedinjenjima C-35 i C-40 (Slika 61-B). Tretman C-9 je, pored toga, rezultirao smanjenjem ekspresije
PVR antigena (Slika 61-C), dok je C-35 povecao ekspresiju MICA molekula u MDA-MB-468 ¢elijama
(Slika 61-D). Ovo smanjenje ekspresije PD-L1 i PVR, kao i porast ekspresije MICA, moze doprinijeti
smanjenju imunosupresivnih signala u tumorskom mikrookruZzenju 1 povecanju imunoloSke
prepoznatljivosti tumorskih ¢éelija.

Uocene razlike u ekspresiji povrSinskih antigena izmedu ispitivanth TNBC ¢elijskih linija se mogu
pripisati njihovim fenotipskim i molekulskim karakteristikama. Celijsku liniju MDA-MB-468
karakteriSe epitelni fenotip sa izrazenom ekspresijom keratina 5 i 14, $to ukazuje na diferenciraniju
epitelnu prirodu. Nasuprot tome, MDA-MB-231 pripada bazalnoj B podvrsti i ispoljava izraZen
mezenhimski fenotip, koji se ogleda u visokom nivou ekspresije vimentina i pove¢anoj migracionoj i
invazivnoj sposobnosti. Ove fenotipske razlike uticu na signalne puteve, transkripcione profile i
imunoloski status Celija, Sto moZe doprinijeti razlic¢itim odgovorima na tretman testiranim multitarget
HDAC/ROCK inhibitorima [313].
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Slika 61. Histogrami dobijeni proto¢nom citometrijom nakon 48-¢asovne inkubacije:

A) MDA-MB-231 ¢elije pokazuju povecanu ekspresiju MICA nakon tretmana jedinjenjima C-9, C-
35 i C-40 u koncentraciji od 5 uM, u poredenju sa kontrolnim tretmanom ¢elijskim medijumom
(CM); prikazano je preklapanje histograma tretiranih i kontrolnih uzoraka;

MDA-MB-468 ¢elije pokazuju sljede¢e promjene u ekspresiji antigena:

B) Smanjenu ekspresiju PD-L1 nakon tretmana C-9, C-35 1 C-40 (5 uM), u poredenju sa kontrolnim
tretmanom; prikazano je preklapanje histograma tretiranih 1 kontrolnih  uzoraka;
C) Smanjenu ekspresiju PVR nakon tretmana jedinjenjem C-35 (5 uM) u odnosu na kontrolni
tretman;  prikazano je  preklapanje  histograma tretiranth 1  kontrolnih  uzoraka;
D) Povecanu ekspresiju MICA nakon tretmana C-9 (5 uM) u odnosu na kontrolu; prikazano je
preklapanje histograma tretiranih i kontrolnih uzoraka.

Stubicasti dijagram prikazuje rezultate izrazene kao srednje vrednosti intenziteta fluorescencije (MFI) + standardna greska
sredine (SEM) iz tri nezavisna eksperimenta. StatistiCka znacajnost razlika izmedu tretmana i kontrolnog uzorka procenjena
je jednostrukom analizom varijanse (one-way ANOVA), pri ¢emu su razlike smatrane znacajnim za *p < 0,05, **p < 0,01,
*¥F%p <0,0001.

4.14. 2D-QSAR modeli zasnovani na masinskom ucenju — efikasna platforma za buduci
razvoj multitarget inhibitora

4.14.1. 2D-QSAR (ROCK2) model — parametri interne 1 eksterne validacije i domen primjenljivosti

Uspostavljena korelacija izmedu ROCK2 inhibitora i njihovih ICso vrijednosti ukazuje na znacajan
prediktivni potencijal razvijenog QSAR modela, zasnovanog na Random Forest (RF) regresionom
algoritmu. Dobijeni model je pokazao visoku internu prediktivnost sa sljede¢im parametrima validacije:
koeficijent determinacije (R?) iznosi 0,96, §to ukazuje na odli¢nu korelaciju izmedu predvidenih i
eksperimentalnih vrijednosti; OOB greska iznosi 0,72, dok je RMSE 0,07 na uzorku od 206 molekula i
uz koriS¢enje tri najrelevantnija 2D molekulska deskriptora. Ovi rezultati ukazuju na visoku internu
konzistentnost modela i njegovu sposobnost da precizno predvidi bioloSku aktivnost na osnovu
strukturnih karakteristika molekula.

Parametri eksterne validacije, koji procjenjuju robusnost i primjenljivost modela na podacima koji nisu
koris€eni za njegovo formiranje, dodatno potvrduju pouzdanost formiranog 2D-QSAR modela. Na
nezavisnom test setu jedinjenja (N = 102 molekula), model je pokazao sljedece vrijednosti parametara
R?%est = 0,73 i MSE od 0,48. Ovi rezultati potvrduju da model zadrzava zadovoljavajuéu prediktivnu mo¢
1 van inicijalno kori§¢enog skupa podataka, Sto je kljucno za njegovu potencijalnu primjenu u dizajnu i
virtuelnom skriningu novih multitarget HDAC/ROCK inhibitora.

Model je razvijen na osnovu kvantitativne analize teorijskih dvodimenzionalnih molekulskih deskriptora,
koji kvantifikuju osobine poput elektronske distribucije, hidrofobnosti, topologije i strukturne slozenosti
molekula. Tri 2D deskriptora koja su koriS¢ena u finalnom 2D-QSAR (ROCK2) modelu su
identifikovana i selektovana analizom znacaja varijabli (feature importance analysis).
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Korelacija izmedu predvidenih i eksperimentalnih vrijednosti aktivnosti ROCK?2 inhibitora je prikazana
na Slici 62. jasno ilustrujuci uskladenost datih vrijednosti.
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Slika 61. Scatter plot eksperimentalno odredenih u odnosu na predvidene plCso vrijednosti dobijene
Random Forest regresionim algoritmom za ROCK2 inhibitore.

Analiza raspona molekulskih deskriptora je koriS¢ena za procjenu domena primjenljivosti (applicability
domain) (Tabela 15). Prilikom validacije test seta je uocen samo jedan slucaj u kome je minimalna
vrijednost odredenog deskriptora izaSla iz opsega vrijednosti koji je uspostavlje u setu za obucavanje
modela (trening set). Rije€ je o molekulskom deskriptoru LabuteASA za jedinjenje 143 ¢ija je vrijednost
bila ispod donje grani¢ne vrijednosti tog deskriptora u okviru trening seta (Tabela 15). Ovo jedinjenje
pokazuje 1 najniZzu vrijednost za deskriptor Kappa3, koja je vrlo bliska minimalnoj vrijednosti istog
deskriptora u trening setu.

Jedinjenje 143 predstavlja poznati ROCK2 inhibitor Y-39983, a predikcija modela za njegovu pICso
vrijednost odstupa za -0.14768 u odnosu na eksperimentalnu. Ovo jedinjenje je dio eksperimentalnog
testa CHEMBL3240142 sa izrazenom strukturnom razlikom u odnosu na ostale testirane derivate iz iste
serije.

Tabela 15. Analiza raspona molekulskih deskriptora — 2D-QSAR (ROCK2)

Trening set

Kappa3 LabuteASA VSA_EState2
Min 2,53 153,54 -2,79
Max 8,01 327,33 46,60
Test set
Min 2,64 144,46 -2,62
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Max 7,77 307,68 45,71
Set za slijepu validaciju
Min 2,42 137,66 0,30

Max 6,46 239,99 31,42

4.14.2. 2D-QSAR (HDAC6) model — parametri interne i eksterne validacije 1 domen primjenljivosti

Korelacija izmedu struktura HDACG6 inhibitora i njihove bioloske aktivnosti je potvrdila prediktivnu
sposobnost razvijenog Random Forest (RF) QSAR modela za HDAC6 enzim (Slika 62). RF regresioni
algoritam je generisao model sa snaznim internim parametrima validacije (R? = 0,95; OOB = 0,60; MSE
=0,07; N = 145; n = 4), $to ukazuje na visok stepen uskladenosti izmedu eksperimentalnih i predvidenih
vrijednosti u trening setu. Evaluacija modela koriS¢enjem test seta (N = 72) je dala sljedece rezultate:
R?%est = 0,76 i MSE = 0,30, ¢ime je potvrdena pouzdanost i primjenljivost modela na podacima koji nisu
koriS¢eni pri njegovom formiranju. Prediktivna efikasnost modela je postignuta koriS¢enjem cetiri
teorijska dvodimenzionalna molekulska deskriptora, selektovana na osnovu analize znac¢aja varijabli.
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Slika 62. Scatter plot eksperimentalno odredenih u odnosu na predvidene pICso vrijednosti dobijene
Random Forest regresionim algoritmom za HDAC6 inhibitore.
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Analiza domena primjenljivosti modela za HDAC6 inhibitore je sprovedena koris¢enjem metode raspona
molekulskih deskriptora, ¢ime je procijenjena pouzdanost predikcija modela unutar definisanog
hemijskog prostora. Ova analiza je klju¢na za ocjenu validnosti QSAR modela, jer omogucava
identifikaciju molekula za koje model moze dati pouzdane predikcije, kao i onih za koje su predikcije
manje pouzdane zbog strukturnih razlika u odnosu na trening set.

U okviru validacije test seta kod jedinjenja 11 je doslo do ekstrapolacije vrijednosti deskriptora Avglpc
van opsega vrijednosti datog deskriptora u trening setu (Tabela 16). Ova ekstrapolacija ukazuje na to da
jedinjenje 11 poseduje strukturne karakteristike koje nisu adekvatno reprezentovane u trening setu, Sto
moze uticati na pouzdanost predikcije za ovo jedinjenje.

Vazno je napomenuti da definisanje domena primjenljivosti QSAR modela, ukljucujuéi identifikaciju
molekula koji se nalaze izvan definisanog hemijskog prostora, omogucava istraziva¢ima da procjene
pouzdanost predikcija 1 identifikuju potencijalne outlier-e. Pozicija jedinjenja 11 izvan domena
primjenljivosti sugeriSe potrebu za dodatnim eksperimentalnim validacijama ili proSirenjem trening seta
kako bi se obuhvatile sli¢ne strukturne karakteristike, ¢ime bi se poboljsala generalizacija i tacnost QSAR
modela.

Tabela 16. Analiza raspona molekulskih deskriptora — 2D-QSAR (HDACH6)

Trening set

MinEStateIndex @ BCUT2D_MRHI Avglpc VSA_EState2

Min -6,15 5,74 0,68 4,13
Max -3,12 9,10 3,83 72,90
Test set

Min -6,09 5,74 2,82 11,97
Max -3,55 9,10 3,86 63,69

Set za slijepu validaciju
Min -6,80 5,91 2,99 12,07
Max -4,58 7,89 3,48 28,25

4.14.3. Eksterna slijepa validacija 2D-QSAR modela

U cilju procjene robusnosti 1 prediktivne sposobnosti razvijenih 2D-QSAR modela za HDAC6 1 ROCK2
inhibitore, sprovedena je eksterna slijepa validacija koriS¢enjem svih sintetisanih jedinjenja sa
eksperimentalno utvrdenom bioloskom aktivnos¢u u okviru ove doktorske disertacije (Slike 38-C, 54-
B). Medu njima, pet jedinjenja je uspeSno testirano sa oba QSAR modela Sto ukazuje na visoku
prediktivnost 1 primjenljivost razvijenih modela za budu¢i razvoj multitarget HDAC/ROCK inhibitora
(Tabela 17).

Jedinjenje C-38 je pokazalo izuzetnu potentnost kao ROCK2 inhibitor, sa predvidenom vrijednoscu koja
premasuje 4 logaritamske jedinice u odnosu na eksperimentalnu vrijednost. Svi relevantni molekulski
deskriptori ovog jedinjenja se nalaze unutar statisticki validiranih granica utvrdenih tokom razvoja
modela, Sto potvrduje njegovu ukljuenost u domen primjenljivosti. Medutim, C-38 posjeduje
jedinstvenu strukturnu karakteristiku u poredenju sa ostalim jedinjenjima iz seta za slijepu validaciju.
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Konkretno, C-38 sadrzi 4-(4-piridil)-fenil ostatak povezan sa homopiperazinom preko karbonilne grupe,
za razliku od ostalih jedinjenja koja koriste sulfonilnu grupu kao povezujucéi element.

Jedinjenja C-56 i C-57, koja poseduju izohinolin-piperazin farmakoforu, pokazuju umjerenu aktivnost
prema ROCK2. Ova jedinjenja djele visok stepen strukturne slicnosti sa jedinjenjem C-55, koje pokazuje
dobru ROCK2 inhibitornu aktivnost. Glavna razlika izmedu ovih jedinjenja je duzina alkil lanca: C-56
ima osam atoma ugljenika, dok C-55 ima Sest. U C-57 je alkil lanac zamijenjen aril lancem. Ovakva
korelacija strukture i aktivnosti je takode primjecena i kod sljede¢ih jedinjenja C-8, C-9 i C-10. C-10 sa
alkil lancem od 6-ugljenikovih atoma pokazuje najbolju ROCK2 inhibitornu aktivnost, dok su C-8 (aril
lanac) i C-9 (alkil lanac sa 8 ugljenikovih atoma) manje aktivni. Ovi rezultati sugeriSu da duzina alkil
lanca 1 prisustvo planarnog aromati¢nog prstena uticu na ROCK?2 inhibitornu aktivnost, vjerovatno kroz
modulaciju hidrofobnih interakcija i sternih efekata unutar vezivnog mjesta enzima.

U kontekstu predikcije inhibitorne aktivnosti prema HDACS6, jedinjenja u eksternom slijepom setu za
validaciju nisu pokazala znacajne razlike izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrijednosti (razlike su
bile manje od 1 logaritamske jedinice) Sto ukazuje na visoku pouzdanost modela. Kod jedinjenje C-9
vrijednost MinEStateIndex deskriptora izlazi van opsega trening seta za ovaj deskriptor, sa razlikom u
predvidanju od 0,38. Takode, vrijednost MinEStateIndex deskriptora od -6,33 za jedinjenje C-57 je van
opsega za ovaj deskriptor za trening set. Jedinjenje C-38, koje je pokazalo visoku aktivnost, ima
vrijednosti BCUT2D MRHI i VSA EState2 blize minimumu, $to je povoljno za HDACG6 inhibitornu
aktivnost.

Nasi razvijeni QSAR modeli su takode precizno predvidjeli inhibitorne aktivnosti HDAC6 i ROCK2 za
novi multitarget HDAC/ROCK inhibitor koji su nedavno objavili Mao et al., koji je uklju€en kao dio
eksterne slijepe validacije u ovoj studiji (Tabela P3.4) [145]. Ova uspjesna predikcija dodatno potvrduje
robusnost 1 primjenljivost razvijenith QSAR modela u identifikaciji potencijalnih multitarget inhibitora.

Tabela 17. 2D-QSAR predikcije aktivnosti multitarget HDAC/ROCK inhibitora

Jedinjenje pICsoexp HDAC6pred Razlika Jedinjenje pICsoexp ROCK2pred Razlika

C-8 6,54 6,36 0,18 C-8 5,29 5,83 -0,54
C-9 6,74 6,36 0,38 C-9 6,14 6,1 0,04
C-10 6,36 6,36 0,00 C-10 6,35 6,41 -0,06
C-38 7,02 746  -044 C-38 433 8,36 -4,03
C-55 6,53 6,35 0,18 C-55 6,18 6,35 -0,17
C-56 6,04 6,36 032 C-56 5,05 6.2 1,15
C-57 7,03 6,43 0,60 C-57 4,52 5,91 -1,39
C-40 6,62 6,37 0,25 C-40 5.43 6,22 -0,79

Za 2D-QSAR (HDAC6) model je izvrSena dodatna evaluacija kori§¢enjem ICso vrijednosti inhibitora C-
13, C-14 1 C-35 (Tabela 18). Predikcije QSAR modela za ova jedinjenja su pokazale dobru uskladenost
sa eksperimentalno utvrdenim aktivnostima, ¢ime je dodatno potvrdena prediktivna snaga 2D-QSAR
(HDAC6) modela. Takode, izvrSena je dodatna procjena 2D-QSAR (ROCK2) modela pomocu jedinjenja
C-19 - ROCK inhibitor ¢iji je dizajn, sinteza, enzimska i ¢elijska evaluacija prethodno predstavljena u
okviru poglavlja 4.1, 4.2,4.3 i 4.4. Njegova ROCK2 potentnost je potvrdena eksperimentalnim podacima

koji su bili u skladu sa predvidenim vrijednostima 2D-QSAR (ROCK2) modela (Tabela 18).
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Pored toga, 2D-QSAR (ROCK?2) model je testiran i na nekoliko poznatih ROCK2 inhibitora koji su
opisani u literaturi, ukljucujuci klinicki odobrene lijekove: fasudil, ripasudil, belumosudil i netarsudil.
U testiranje modela su ukljucena i Cetiri nedavno objavljena ROCK2 inhibitora, ¢ime je dodatno proSiren
spektar testiranih molekula [145,314-317] (Tabela P3.4). Svi testirani ROCK2 inhibitori su pokazali
prediktivne vrijednosti koje su u skladu sa eksperimentalnim rezultatima, bez znacajnih odstupanja ili

indikacija van domena primjenljivosti, §to potvrduje robusnost i konzistentnost razvijenog 2D-QSAR
(ROCK2) modela.

Tabela 18. 2D-QSAR predikcije aktivnosti HDAC ili ROCK inhibitora

Jedinjenje pICsoexp HDACG6pred Razlika  Jedinjenje pIC,exp ROCK2pred Razlika
C-14 6,62 7,21 -0,59 Fasudil 6,8 7,23 -0,43
C-13 6,40 6,87 -0,47 C-19 5,21 5,47 -0,26
C-35 6,52 7,18 -0,66 Ripasudil 7,72 7,24 0,48
Belumosudil 6,98 7,38 -0,4
Netarsudil 7,96 8,71 -0,75
Y-27632 6,66 6,77 -0,11

4.14.4. Dizajn novih HDAC/ROCK multitarget inhibitora baziran na formiranim ML-QSAR
modelima

U okviru ove doktorske disertacije je finalno razvijen sveobuhvatan, detaljan i racionalan protokol za
dizajn novih viSestrukih HDAC/ROCK inhibitora. Predlozeni protokol integriSe savremene pristupe
computer-aided drug desing (CADD), ukljuc¢uju¢i SBDD i LBDD metode kao $to su molekulski doking,
analiza slobodne energije vezivanja MM-GBSA metodom, kao 1 QSAR zasnovan na primjeni algoritma
masinskog u€enja Random Forest. Implementacijom ovog integrisanog CADD protokola (Slika 63),
omogucena je sistematska identifikacija 1 evaluacija novih potencijalnih HDAC/ROCK multitarget
inhibitora kroz sveobuhvatan in silico protokol (Tabela 19).
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QSAR (HDAC i ROCK) modeli
o zasnovani na algoritmima ‘a
masinskog ucenja

/I\ |

Dizajn multitarget HDAC/ROCK
inhibitora zasnovan na
farmakofornim karakteristikama
prethodno identifikovanim
primjenom 2D-QSAR modela

Identifikacija hiti lead

jedinjenja i njihova dalja /', gijico protokol za Evaluacija naéina vezivanja i
strukturna optimizacija razvoj novih HDAC/ slobodne energije vezivanja
ROCK multitarget (MM/GBSA metodom)
inhibitora novodizajniranih multitarget
inhibitora
Selekcija najboljih kandidata Predvidanje ROCK i HDAC
za dalje sinteze i biolosku inhibitorne aktivnosti pomocu
evaluaciju 2D-QSAR modela zasnovanih

na masinskom ucenju

Slika 63. CADD tok rada u cilju racionalnog dizajna novih HDAC/ROCK multitarget inhibitora. Created
in https:/BioRender.com

4.14.4.1. Analiza molekularnih determinanti ROCK?2 inhibitora

U cilju dubljeg razumevanja strukturnih determinant zna¢ajnih za ROCK2 inhibitornu aktivnost, izvrSena
je analiza deskriptora identifikovanih 2D-QSAR (ROCK2) modelom. Rezultati ukazuju na nekoliko
klju€nih farmakofornih elemenata koji doprinose visokom afinitetu vezivanja.

Najznacajniji deskriptor je VSA EState2 koji objedinjuje informacije o dostupnoj Van der Waals
povrsini 1 elektronskom topoloSkom stanju molekula. Ovaj deskriptor ukazuje na vaznost pravilne
raspodjele elektronske gustine duz povrsine molekula u kontekstu ostvarivanja optimalnih interakcija u
vezivnom mjestu enzima [318,319]. Njegova snazna korelacija sa bioloSkom aktivnos¢u ROCK2
inhibitora je dodatno potvrdena analizom farmakofora sintetisanih inhibitora medu kojima dominiraju
izohinolinski i piridil-fenil fragmenti koji su povezani putem fleksibilnih alkil lanaca sa hidroksamskom
kiselinom, poznatom ZBG neophodnom za inhibiciju HDAC izoformi. Pored toga, prisustvo
funkcionalnih grupa koje simultano povecavaju povrSinu molekula i elektronsku gustinu, narocito u
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regijama sa mogucnos¢u formiranja vodoni¢nih veza, znacajno doprinosi potentijem vezivanju molekula
unutar aktivnog mjesta ROCK?2. Heterociki¢ni prstenovi sa dva heteroatoma (npr. indazol, pirazol)
omogucavaju kombinaciju m—m interakcija, visSe vodoni¢nih veza i hidrofobnih kontakata unutar hinge
regiona ROCK2 §to rezultira povoljnim profilom vezivanja. Ova svojstva su dodatno podrzana visokom
znacajnoscu deskriptora Kappa3, koji reflektuje ciklizaciju i kompleksnost molekula kao faktore koji
doprinose strukturnoj rigidnosti, prostornoj komplementarnosti i smanjenju entropijskog gubitka
prilikom vezivanja [320].

Finalno, dokazana je vaznost duzine i fleksibilnosti alifaticnih lanaca. Optimalni linearni alkil lanci
(najces¢e u opsegu od 6-8 atoma ugljenika) omogucavaju maksimalnu ispunjenost hidrofobnog
poddzepa ROCK2 enzima. Deskriptor LabuteASA (Labute’s Approximate Surface Area), koji
kvantifikuje povrsinu dostupnu rastvaracu, takode pokazuje pozitivnu korelaciju sa ROCK2 inhibitorima
[321]. Ovo istie vaznost balansa u strukturi molekula kako bi se istovremeno uspostavile znacajne
interakcije u aktivnom mjestu ROCK enzima, a zadrzala adekvatna rastvorljivost molekula i povoljne
farmakokineticke osobine.

Kumulativno, odabrani molekulski deskriptori razjasnjavaju klju¢ne elemente odnosa strukture i
aktivnosti (SAR) koji su od presudnog znacaja za racionalni dizajn ROCK2 inhibitora nove generacije.
Efikasni inhibitori se odlikuju precizno izbalansiranom kombinacijom rigidnih, visoko interaktivnih
heterocikli¢nih jezgara, fleksibilnih alkil lanaca za optimizaciju Van der Waals-ovih kontakata, te
funkcionalnih grupa koje ucestvuju u gradenju vodoni¢nih veza. Ovi uvidi pruzaju ¢vrst temelj za dalji
razvoj selektivnih i potentnih ROCK2 inhibitora sa povoljnim drug-like osobinama.

4.14.4.2.  Analiza molekularnih determinanti HDACG6 inhibitora

Najuticajniji deskriptor u 2D-QSAR (HDAC6) modelu je VSA_EState2 koji objedinjuje informacije o
van der Waals-ovoj povrSini 1 elektronskom topoloskom stanju molekula. Interesantno, u slu¢aju HDAC6
inhibitora, niZe vrijednosti ovog deskriptora su korelirale sa ve¢om bioloskom aktivno$¢u, ukazujuéi na
to da prekomjerna povrSina bogata elektronima moze negativno uticati na afinitet vezivanja ka HDAC6
izoformi. Ova inverzna korelacija sugeriSe da su za HDAC6 optimalni molekuli sa manjom elektronskom
gustinom, dok su za ROCK2, s druge strane, pozeljne vece povrsine 1 elektronske gustine. Pomenuta
razlika naglasava sloZenost dizajna multitarget inhibitora i ukazuje da strukturna optimizacija mora biti
usmjerena ka uravnoteZenju svojstava pogodnih za oba enzimska cilja.

U tom kontekstu, racionalan dizajn zahtjeva modifikaciju postoje¢ih molekulskih struktura kroz
uvodenje heterocikli¢nih sistema sa viSestrukim donorima vodoni¢nih veza (npr. pirazol, triazol), manjih
aromati¢nih sistema poput benzenovog prstena u kombinaciji sa elektronegativnim grupama poput
karbonilne ili sulfonil grupe. Ovakav pristup omogucava fino podeSavanje gustine elektrona i topoloskih
svojstava, ¢ime se balansiraju afiniteti prema HDAC6 i ROCK2 enzimima.

Drugi znacajan deskriptor je BCUT2D_MRHI, koji kvantifikuje polarnost posmatranu kroz maksimalne
vrijednosti indeksa refrakcije [322]. Negativna korelacija ovog deskriptora sa aktivnos¢u HDAC6
inhibitora sugeriSe da manja refraktivna zapremina omogucava bolju prostornu komplementarnost 1
efikasnije vezivanje u katalitickom dZepu HDAC6. lako azotni heterocikli¢ni prstenovi mogu doprinijeti
visokoj polarnosti i elektronskoj gustini, njihov efekat se mora kontrolisati dodatnim funkcionalnim
grupama koje privlace elektrone, kao Sto su karbonilna ili nitro grupa.

Trec¢i deskriptor po znacaju, Avglpce, predstavlja indeks prosje¢ne povezanosti atoma unutar molekula i
odrazava topolosku kompleksnost strukture [323]. Pozitivna korelacija sa aktivnos¢u HDAC6 inhibitora
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ukazuje na to da su visoko povezana i1 geometrijski organizovana jedinjenja (npr. kondenzovani
aromaticni prstenovi) pogodna za formiranje visestrukih specifiénih interakcija unutar katalitickog
domena 2 HDAC6 enzima.

Cetvrti deskriptor, MinEStateIndex, koji mjeri najnize elektronsko stanje u molekulu, iako manje
dominantan, dao je pozitivan doprinos prediktivnom kapacitetu modela [324]. Niska, ali pozitivna
vrijednost ovog parametra moze reflektovati prisustvo lokalizovanih elektronskih regija koje ucestvuju
u specificnim interakcijama. Na primjer, jedinjenje C-38, koje je pokazalo najvisu aktivnost prema
HDACS6, je imalo optimalnu vrijednost MinEStateIndex-a, Sto implicira znacaj fine elektronske
raspodjele. Zamjena sulfonil grupe karbonilnom u C-38 je dovela do poboljsanja elektronskih i sternih
osobina molekula, §to je dodatno potvrdilo znacaj VSA EState2 deskriptora. Pored toga, zamjena
izohinolinskog prstena sa piridin-fenilnim fragmentom je omogudila dodatne n—mn interakcije Sto je
doprinjelo boljem vezivanju za HDACS6 1 potencijalno o€uvanom djelovanju prema ROCK2 enzimu.

Na osnovu analize najuticajnijih molekulskih deskriptora identifikovanih 2D-QSAR modelima za
HDAC6 i ROCK2, izvedeni su slede¢i kljucni zakljucci koji mogu posluziti kao smjernice za racionalni
dizajn novih multitarget HDAC/ROCK inhibitora:

1. Duzina alkilnog lanca kao kljuéni strukturni parametar

o Optimalna duzina alkilnog lanca znacajno uti¢e na inhibitorni potencijal prema oba ciljana
enzima.

o lzrazito kratki lanci ne omogucavaju adekvatnu prostornu pokrivenost u aktivnim
mjestima enzima, dok predugacki lanci mogu uzrokovati sterne smetnje i smanjenje
selektivnosti.

o Srednje dugi alkil lanci omogucavaju efikasne van der Waals interakcije 1 osiguravaju
dobru konformacionu prilagodljivost liganda u vezuju¢im dzepovima oba proteina.

2. Uloga heterocikli¢nih sistema bogatih azotom u farmakofornom dizajnu

o Heterocikli¢ni prstenovi koji sadrze vise donora i/ili akceptora vodoni¢nih veza, poput
indazola, pirazola, doprinose sljede¢im povoljnim interakcijama:

* 7-m interakcijama sa aromati€nim aminokiselinama,

* vodoni¢nim vezama unutar hinge binding regiona ROCK2 i katalitickog domena 2
HDACS.

* hidrofobnim interakcijama sa aminokiselinskim ostacima proteina.

o U okviru ROCK2 enzima, ovi prstenovi dodatno povecavaju povrSinu interakcija i
molekulsku ciklizaciju, §to pozitivno korelira sa afinitetom 1 potentnoscu.

3. Specificne modifikacije za selektivnu inhibiciju HDAC6 izoforme

o Uvodenje aromati¢nih prstenova, poput fenil grupe, doprinosi stabilizaciji liganda unutar
katalitickog dZzepa HDAC6.

o Prisustvo elektronegativnih funkcionalnih grupa, kao Sto je karbonilna grupa, doprinosi
smanjenju lokalne elektronske gustine, $to je povezano sa povoljnijom distribucijom
elektrona 1 ve¢om selektivnoSéu ka HDAC6 izoformi.
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4. Znacaj karbonilne grupe u modifikaciji elektronskih i interakcijskih svojstava

o Karbonilna grupa ispoljava dvostruki efekat: a) doprinosi smanjenju molekulske
refraktivnosti zahvaljuju¢i svom elektron-akceptorskom karakteru; b) omogucava
formiranje stabilnih vodonic¢nih veza zahvaljuju¢i elektronskim parovima kiseonika.

o Ove osobine su narocito vazne za povec¢anje HDAC6 inhibicije uz oCuvanje ROCK2
aktivnosti.

Na osnovu identifikovanih strukturnih osobina, vodec¢a molekula C-9 je podvrgnuta strukturnim
modifikacijama sa ciljem poboljSanja aktivnosti multitarget inhibitora. Dizajnirano je sedam novih
derivata sa unapredenim farmakofornim osobinama, koji su dalje detaljno evaluirani kroz prethodno
uspostavljeni in silico protokol (Tabela 19).

Tabela 19. Strukture, doking vrijednost, Glide vrijednost, MM-GBSA slobodna energija vezivanja i
MM-GBSA efikasnost liganda novodizajniranih molekula.

MM- MM-
Doki ] BSA BSA
Jedinjenje Struktura Enzim (f, ng Gl,lfie GBS . GBS
vrijednost  vrijednost energija efikasnost
vezivanja  liganda
A" ROCKI  -8,725 -8,751 -45,45 -1,748
C-62 N NG HV@O ROCK2  -9,371 9,397 236,19 1,392
NZ | \ Z/
N HDAC6  -9,714 -9,740 -20,95 -0,806
HN H ROCK1 -7,730 -7,760 -49,14 -1,890
\ Ny N
C-63 N , \ z/ O ROCK2 -7,243 -7,274 -55,27 -2,126
X HN
OH  HDAC6  -10,193 -10,223 -19,37 -0,745
ROCKI1 -9,602 -9,675 -57,18 -1,906
NN\
C-84 = N ) o ROCK2 -9,503 -9,576 -52,78 -1,759
o \\/N\/\/\/\)kN/'
" HDAC6 -6,744 -8,032 -10,27 -0,342
Y f\ ROCK1 -9,358 -9,432 -57,96 -2,198
= 0
N
C-85 0 \\/NMN/OH ROCK2  -10,201 -10,274 -62,82 -2,244
H
HDAC6  -9,576 -9,649 -10,39 -0,371
/\/\Ai on ROCKI1 -9,751 -9,824 -61,06 -2,105
N N~
H
ROCK2  -9,942 -10,016 -63,19 -2,179
C-86 NJ
\ﬁ/ © HDAC6  -8,877 -8,950 -18,96 -0,654
N
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o ROCKI  -8,699 9,216 37,83 11,305
N
C-91 N;@@AQ meon  ROCK2  -9,037 9,554 45,66 1,574
H
% HDAC6  -9,733 10250 31,91 11,100
A ROCKI _ -8,045 29,326 62,73 2,163
|
C-92 “C; —~ ) ROCK2  -8,805 10,087 -52,79 11,820
o] NK/N\M)J\N'OH
g HDAC6  -8,189 9,471 18,46 0,637

Prvobitno su sprovedene studije molekulskog dokinga i1 raunanja energije

metodom za novodizajnirana jedinjenja.

vezivanja MM-GBSA

Za razliku od C-9, jedinjenja C-91 (Slika 64) 1 C-92 (Slika 65) pokazuju neSto izmijenjen nacin
vezivanja koji se karakteriSe formiranjem dvije vodoni¢ne veze sa klju¢nim aminokiselinskim ostacima
u hinge regijama enzima ROCK1 (Metl156 i Glul54) i ROCK2 (Metl172 1 Glul70). Ovakav obrazac
interakcije sugerise potencijalno jaci afinitet ka obje ROCK izoforme u poredenju sa jedinjenjem C-9.
Oba jedinjenja ostvaruju hidrofobne interakcije sa ROCK1 i ROCK2, koje podsje¢aju na interakcioni

profil jedinjenja C-9.
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Slika 64. Klju¢ne interakcije ostvarene izmedu C-91 i ROCK1, ROCK2, HDAC6 i HDACI.
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Slika 65. Klju¢ne interakcije ostvarene izmedu C-92 i ROCK1, ROCK2, HDAC6 i HDACI.

Jedinjenja C-85 1 C-86 se strukturno razlikuju od C-9 zamjenom sulfonilne grupe karbonilnom, ali 1
razli¢itim duzinama alkil lanca. Ove izmjene znacajno uti¢u na naine vezivanja ovih jedinjenja za
enzime. Posebno je izraZeno povecanje broja vodoni¢nih veza koje hidroksamske kiseline ostvaruju sa
aktivnim mjestima ROCK1 i ROCK2 u odnosu na C-9 (Slike P3.1. i P3.2). Osim toga, zapazene su i
stabilne interakcije sa hinge regionima ROCK1 (Met156) 1 ROCK2 (Metl72), uz prisustvo razlicitih
hidrofobnih kontakata slicnih onima kod jedinjenja C-9.

Detaljna analiza vezivanja jedinjenja C-91, C-92, C-85 i C-86 u okviru HDAC6 je pokazala da je
formiran kompleks sa Zn*>* koji je dodatno stabilizovan vodoni¢nim vezama kod veéine jedinjenja
(Gly619 kod C-91 i His610 kod C-92 i C-86). Ovi molekuli ostvaruju znacajne m-n i m-katjonske
interakcije sa vaznim aminokiselinskim ostacima, uklju¢uju¢i Hie500, Phe620, Phe679 i Phe680. Ove
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aminokiseline su ranije identifikovane kao znacajne za HDACG6 inhibiciju (Slike 64,65, P3.1, P3.2).
Takode, azotni atomi homopiperazinskog prstena u jedinjenjima C-92, C-85 i C-86 (Slike 65, P3.1, P3.2)
formiraju vodonicne veze sa Ser568, interakciju koja je na osnovu rezultata prethodnih istrazivanja
znacajna za HDACS6 inhibiciju. Izostanak ove interakcije kod C-91 (Slika 64) moZze ukazivati na nesto
nizi afinitet ka HDAC6 u poredenju sa ostalim jedinjenjima.

Sva testirana jedinjenja pokazuju visoke Doking 1 Glide vrijednosti (Tabela 19), koje su u skladu sa
njihovim nadinima vezivanja. Ova sveobuhvatna analiza ukazuje da su jedinjenja C-91, C-92, C-85i C-
86 obecavajuci multitarget HDAC/ROCK inhibitori koji zahtjevaju dalju sintezu 1 detaljnu evaluaciju.

Sa druge strane, jedinjenja C-62 1 C-63 pokazuju veoma visoke Doking i Glide vrijednosti za HDAC6,
pri ¢emu C-62 premasuje sve ostale dizajnirane inhibitore. Medutim, njihovi nacini vezivanja za ROCK
izoforme ne ukljucuju kljucne vodonic¢ne interakcije sa hinge regionima ROCK1 1 ROCK2 (Met156 i
Metl172), sto dovodi do zakljucka da ova jedinjenja mogu biti potentni HDACG6 inhibitori, ali ne i
multitarget HDAC/ROCK inhibitori.

Na kraju, bioloska aktivnost novodizajniranih jedinjenja je predvidena primjenom prethodno razvijenih
QSAR modela (Tabela 20). Ovi modeli, zasnovani na molekulskim deskriptorima sa potvrdenim
znacajem za inhibiciju ciljnih enzima, omogucili su pouzdanu procjenu inhibitornog potencijala
dizajniranih jedinjenja. Svaki od novodizajniranih molekula je pokazao povoljne prediktivne vrijednosti
za inhibiciju HDAC i ROCK izoformi, $to dodatno istice njihov potencijal kao obeéavajuéih multitarget
inhibitora sa moguc¢om primjenom u terapiji kompleksnih bolesti koje ukljuc¢uju aberantnu aktivnost ovih
enzima.

Tabela 20. Predvidene HDAC6 and ROCK2 aktivnosti novih HDAC/ROCK multitarget inhibitora

Jedinjenje ROCK2pred HDAC6prea
C-91 7,32 7,51
C-92 7,03 7,13
C-84 7,37 7,07
C-85 7,55 7,04
C-86 7,50 7,08
C-62 7,53 7,19
C-63 7,53 7,17
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5. ZAKLJUCAK
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U okviru doktorske disertacije pod nazivom ,,Odredivanje strukture farmakofore, dizajn, sinteza i in
vitro ispitivanje dualnih inhibitora histon deacetilaza (HDAC) i Rho-vezanih protein kinaza
(ROCK)* sprovedena su opsezna istrazivanja, koja su obuhvatila tri klju¢na segmenta:

1. In silico analize — ukljucuju¢i odredivanje farmakofore inhibitora ROCK kinaza, racionalni
dizajn novih ROCK i HDAC/ROCK inhibitora i njihovu evaluaciju i selekciju primjenom molekulskog
dokinga i QSAR analiza.

2. Sinteza jedinjenja — hemijska sinteza i karakterizacija odabranih ROCK 1 dualnih
HDAC/ROCK inhibitora.
3. BioloSka evaluacija — enzimska i ¢elijska ispitivanja sintetisanih jedinjenja u cilju procjene

njihove inhibitorne aktivnosti, citotoksi¢nosti, anti-tumorskih, anti-migratornih, anti-invazivnih osobina
i potencijala za dalje preklinicke studije.

Na osnovu sveobuhvatne multimodalne analize dobijenih rezultata mogu se izvesti sljedec¢i najvazniji
zakljucci:

o Razvijen je visoko pouzdan 3D-QSAR model za ROCKI1 inhibitore ¢ija je validnost potvrdena
analizom klju¢nih statistickih parametara interne i eksterne validacije. Svi dobijeni parametri
interne validacije (R?= 0,914, Q’Loo=0,59 i RMSEE = 0,393), eksterne validacije (R?pred = 0,792
1 RMSEP = 0,561), kao i parametri r-metrike potvrdili su visoku prediktivhu mo¢ razvijenog
modela. Pored toga, konstruisan je i 3D-QSAR model kojim su identifikovani klju¢ni strukturni
elementi neophodni za inhibitornu aktivnost prema ROCK2 kinazi. Ispunjeni kriterijumi interne
(R? = 0,933, Q*.o0= 0,54, RMSEE = 0,327) i eksterne validacije (R%*yred = 0,851 i RMSEP =
0,499), kao 1 svi parametri r-metrike koji su imali vrijednosti iznad 0,5 potvrduju visoku
prediktivhu sposobnost 3D-QSAR modela za ROCK2. Ovi rezultati ukazuju na potencijal
koriS¢enja formiranih 3D-QSAR modela u dizajn ROCK1 i ROCK2 inhibitora, pruzajuci
smjernice za optimizaciju hemijskih struktura sa ciljem poboljSanja inhibitorne aktivnosti.

o Na osnovu integrisanih rezultata 3D-QSAR modelovanja 1 molekulskog dokinga definisana je
farmakofora ROCK1/ROCK2 inhibitora koja obuhvata tri klju¢ne strukturne komponente
neophodne za efikasnu inhibiciju enzima. Prva i osnovna komponenta je hinge-vezujuéi domen
koji sadrzi heterociklicne sisteme sposobne za formiranje vodoni¢nih veza sa klju¢nim
aminokiselinskim ostacima aktivnih mjesta enzima - Glul54 1 Met156 kod ROCK1, te Glul70 1
Met172 kod ROCK2. Ove interakcije su od sustinskog znacaja za postizanje ROCK inhibicije,
Sto je nedvosmisleno potvrdeno i rezultatima 3D-QSAR studija. Klju¢ne pozitivne promijenljive
koje opisuju uticaj hinge-vezuju¢eg domena na inhibitorni potencijal su var323 i var328 za
ROCKI, odnosno var254 1 var459 za ROCK2. Druga komponenta je linker segment koji sadrzi
funkcionalne grupe sposobne za doniranje ili prihvatanje vodoni¢nih veza ¢ime se dodatno
stabilizuje vezivanje inhibitora za aktivno mjesto enzima. Prisustvo donorskih (npr. amidna
azotna grupa) i akceptorskih (npr. karbonilna grupa) funkcionalnih elemenata omogucava
formiranje vodoni¢nih veza sa kljuénim aminokiselinskim ostacima Lys105 1 Asp232 kod
ROCKI1, odnosno Lys121 kod ROCK2. Tre¢a klju¢na komponenta farmakofore je hidrofobni
aromati¢ni prsten, najceS¢e benzenovog tipa, koji ostvaruje hidrofobne interakcije sa
aminokiselinskim ostacima Alal03, Vall37, Leu205, Metl53, Phel20, Val90 i Gly85 kod
ROCKI1, te P-petljom kod ROCK2, ¢ime doprinosi poboljsanoj ROCK inhibitornoj aktivnosti.
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Dodatno, prisustvo elektron-donorskih supstituenata, poput fluoro, hidroksi 1 metoksi grupa, u
meta- 1 para-pozicijama benzenovog prstena moze znacajno pojacati inhibitorni potencijal
jedinjenja. Ovaj efekat se ostvaruje formiranjem dodatnih vodoni¢nih veza sa Phe87 kod ROCK1
1 Phe103 kod ROCK2, $to je potvrdeno i pozitivnim korelacijama u 3D-QSAR modelima izmedu
ovakvog tipa supstitucije i1 inhibitorne aktivnosti, naroc¢ito kroz promijenljive var573, var383 1
varl64 za ROCK1, odnosno var597 i var4d77 za ROCK2.

Na osnovu definisane strukture farmakofore ROCK inhibitora, dizajnirani su i sintetisani novi
potencijalni ROCK inhibitori koji sadrze izohinolin i piridin kao hinge-vezuju¢e domene.
Enzimska evaluacija ovih jedinjenja je omoguéila identifikaciju C-19, jedinjenja koje se izdvojilo
kao najperspektivniji kandidat, ispoljavaju¢i umjerenu inhibitornu aktivnost prema ROCK
kinazama. Konkretno, ICso vrijednosti odredene u biohemijskim testovima su iznosile 4,22 uM
za ROCK11 6,13 pM za ROCK2, §to potvrduje njegov potencijal kao modulatora aktivnosti ovih
enzima.

Jedinjenje C-19 je ispoljilo izrazena antitumorska svojstva sa ICso vrijednostima od 19,10 uM i
35,03 uM na Celijskim linijama raka pankreasa MiaPaCa-2 i1 Panc-1. Tretman jedinjenjem C-19
je doveo do znacajnog povecanja procenta apoptoti¢nih ¢elija u obje testirane celijske linije raka
pankreasa, S§to ukazuje na njegovu sposobnost da indukuje programiranu celijsku smrt. Pored
toga, C-19 je uticao na celijski ciklus, pri ¢emu je u ¢elijama MiaPaCa-2 uoceno znacajno
povecanje procenta Celija u sub-G1 fazi, uz istovremeno smanjenje frakcije ¢elija u G0/G1 fazi.
U ¢elijama Panc-1, tretiranje jedinjenjem C-19 je rezultiralo blagim poveéanjem procenta éelija
u G0/G1 fazi, $to moze sugerisati potencijalni citostatski efekat u ovom ¢elijskom modelu. Pored
citotoksi¢nih efekata, C-19 kao jedinjenje sa najizraZzenijom ROCK inhibicijom medu
sintetisanim derivatima, je pokazalo snaZne anti-migratorne i anti-invazivne osobine, pri ¢emu su
njegovi efekti bili uporedivi sa poznatim ROCK inhibitorom fasudilom. S obzirom na visok
stepen strukturne sli¢nosti kinaza, vjerovatno je da sintetisana jedinjenja ispoljavaju inhibitorne
efekte 1 na druge kinaze, Sto bi trebalo dodatno istraziti u budu¢im eksperimentalnim studijama.

Dizajnirani su prvi dualni HDAC/ROCK inhibitori uvodenjem strukturnih elemenata HDAC
inhibitora u osnovni skelet fasudila. Azotov atom homopiperazinskog prstena je ciljano
modifikovan uvodenjem farmakofornih elemenata karakteristicnth za HDAC inhibitore.
Prethodno sprovedenim doking analizama je pokazano da je azotov atom homopiperazinske
regije fasudila izlozen rastvarau (solvent-exposed region) 1 da ne ucestvuje u klju¢nim
interakcijama odgovornim za ROCK inhibiciju.

Dizajnirani HDAC/ROCK inhibitori su sintetisani u umjerinim prinosima (30-40%) a njihova
struktura je okarakterisana pomo¢u NMR spektroskopije i masene analize visoke rezolucije.

Novosintetisani dualni HDAC/ROCK inhibitori (C-8, C-9 i C-10) su ispoljili znacajnu inhibiciju
serin/treonin kinaza ROCK1 i ROCK2. Medu ispitivanim jedinjenjima, inhibitor C-10 je pokazao
najvisu inhibitornu aktivnost sa ICso vrijednostima u nanomolarnom opsegu (468 nM za ROCK1
1448 nM za ROCK?2). Iako je C-9 ispoljio nesto nizu inhibitornu aktivnost na ROCK kinaze u
poredenju sa C-10 (800 nM za ROCK1 1 700 nM za ROCK2), on se izdvojio kao najpotentniji
HDACS6 inhibitor sa ICso vrijednos¢u od 185 nM, dok je aktivnost C-10 na HDACS6 bila slabija,
ICs0= 440 nM. Na ovaj nacin je biohemijskim testovima potvrdena identifikacija prvih
dualnih HDAC/ROCK inhibitora.
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C-9 je pokazao bolju aktivnost u citotoksi¢nim testovima u poredenju sa standardnim ROCK 1
HDACG6 inhibitorima — fasudilom i tubastatinom A, kao i drugim sintetisanim HDAC/ROCK
dualnim inhibitorima, C-8 i C-10. Uticaj C-9 je narocito bio izraZzen u celijskim linijama
trostruko-negativnog karcinoma dojke MDA-MB-231 i pankreasnog adenokarcinoma MiaPaCa-
2 1 Panc-1 sa ICso vrijednostima 5,81 uM, 3,87 uM 1 19,57 uM S§to sugeriSe da C-9 ima Sirok
spektar antitumorskog djelovanja. Visok indeks selektivnosti (Si), posebno u MDA-MB-231 i
MiaPaCa-2 ¢elijama, je ukazao na mogucnost ciljanog uticaja na tumorske ¢elije uz minimalan
toksic¢ni efekat na normalne éelije, ¢ime se otvara mogucnost razvoja C-9 kao potencijalnog
terapijskog kandidata.

Analizom ¢elijskog ciklusa je pokazano da C-9 izaziva znacajno povecanje broja MDA-MB-231
i MiaPaCa-2 ¢elija u sub-Gl frakciji $to ukazuje na indukciju apoptoze. Ovaj efekat je dodatno
potvrden analizom depolarizacije mitohondrijske membrane (MMP), koja ukazuje na aktivaciju
unutras$njeg apoptotskog puta. Povecana produkcija ROS unutar mitohondrija je dodatno
potvrdila disfunkciju mitohondrija kao jednog od klju¢nih mehanizama apoptotskog odgovora na
tretman C-9.

C-9 je znacajno smanjio veli¢inu i vijabilnost MiaPaCa-2 i Panc-1 sferoida tokom 72-¢asovnog
tretmana u koncentracijama ekvivalentnim ICso vrijednostima u 2D modelima. Osim $§to je
inhibirao rast ve¢ formiranih sferoida, C-9 je znacajno smanjio sposobnost formiranja novih
tumorskih agregata, S§to ukazuje na njegov potencijal u sprije€avanju Sirenja tumorskih ¢elija.
Ovaj efekat je bio izraZeniji u poredenju sa fasudilom i tubastatinom A, §to dodatno potvrduje
superiornost pristupa zasnovanog na koris¢enju liganada sa viSestrukim ciljnim mjestom dejstva
u inhibiciji progresije karcinoma.

C-9 je znacajno uticao na sposobnost MDA-MB-231 1 MiaPaCa-2 ¢elija da migriraju i invadiraju
kroz Matrigel, pri ¢emu je ovaj efekat bio izrazeniji u poredenju sa standardnim ROCK
inhibitorom, fasudilom. Konkretno, C-9 je smanjio migraciju MDA-MB-231 ¢elija za 64,5% 1
MiaPaCa-2 ¢elija za 65,3%, dok su invazivna svojstva ovih ¢elijskih linija smanjena za 80,7% 1
93,4%. Ovi rezultati ukazuju na to da C-9 efikasno inhibira klju¢ne procese metastaziranja, $to
ga Cini perspektivnim kandidatom za terapiju invazivnih oblika karcinoma.

C-9 je izabran kao vode¢i molekul za dalje strukturne modifikacije i dizajn novih HDAC/ROCK
inhibitora na osnovu rezultata in vitro enzimskih 1 ¢elijskih testova. Novi dualni HDAC/ROCK
inhibitori su dizajnirani uzimaju¢i u obzir farmakoforu ROCK inhibitora koja je prethodno
definisana u ovom istrazivanju, kao i literaturne podatke o HDAC farmakofori. Novodizajnirani
HDAC/ROCK inhibitori su potom podvrgnuti in silico evaluaciji, ukljuc¢ujuc¢i molekulski doking
1 proracune slobodne energije vezivanja MM-GBSA metodom.

Sprovedena in silico analiza je pokazala da neka od novodizajniranih jedinjenja ne samo da
zadrZavaju sposobnost istovremenog djelovanja na HDAC i ROCK, ve¢ pokazuju i potencijal za
superiornije osobine u poredenju sa vodefim molekulom C-9. Kombinovani rezultati
molekulskog dokinga, MM-GBSA proracuna slobodne energije vezivanja i procjene efikasnosti
liganda su jasno sugerisali da svi analizirani molekuli ispoljavaju poboljsani afinitet ka ROCK1
1/ili ROCK2 i/ili HDAC6. Finalno, ovi rezultati su pruzili ¢vrstu osnovu za dalju hemijsku sintezu
1 eksperimentalnu validaciju izabranih jedinjenja.
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Na osnovu rezultata enzimskih studija, jedinjenja C-55, C-57, C-38, C-40 i C-35 su izabrana za
dalju evaluaciju na nivou ¢elija. Jedinjenje C-55 je identifikovano kao najefikasniji ROCK
inhibitor, sa izrazenom aktivno$¢u prema ROCK1 (ICso =370 nM) i ROCK2 (ICso= 650 nM), ali
sa nizim afinitetom prema HDAC6 (ICso= 294 nM) i slabom aktivno$¢u prema drugim HDAC
izoformama pri koncentraciji od 1 uM. Najpotentniji HDACG6 inhibitori su bila jedinjenja C-38 1
C-57, sa ICso vrijednostima od 94,71 nM i1 92,49 nM. Ova jedinjenja su pokazala visoku
selektivnost prema HDAC®6, dok je njihova aktivnost prema nuklearnim HDACI1, HDAC2 i
HDACS3 bila ogranic¢ena, uz inhibiciju od < 50% pri 1 pM. Istovremeno, njihova aktivnost prema
ROCK kinazama je bila manja i pri viSim koncentracijama (10 uM). Jedinjenja C-35 1 C-40 su
pokazala uravnotezen inhibitorni profil prema citoplazmatskim i nuklearnim HDAC izoformama.
C-40 je pokazalo i umjerenu aktivnost na ROCK kinazama (ROCK1 ICso= 1,51 uM; ROCK2
ICs0 = 3,70 uM), za razliku od C-385, koje je imalo minimalan efekat na ROCK inhibiciju.

Na osnovu rezultata in vitro ¢elijskih ispitivanja, moze se zakljuciti da novodizajnirani dualni
HDAC/ROCK inhibitori, narocito jedinjenja C-35 i C-40, pokazuju obecavajuc¢i antitumorski
potencijal prema TNBC ¢elijskim linijama (MDA-MB-231 sa ICsy= 17uM 1 ICs5,= 27 uM; MDA-
MB-468 za oba jedinjenja ICso priblizno 35 puM), uz povoljan profil selektivnosti prema
normalnim ¢elijama. C-35 je, uz vodece jedinjenje C-9, demonstriralo sposobnost da narusi
¢elijski ciklus 1 indukuje ranu apoptozu u obje ispitivane TNBC celijske linije, $to ukazuje na
moguée mehanizme njegovog antiproliferativnog djelovanja.

Jedinjenja C-35, C-40 i C-9 su pokazala izrazen imunomodulatorni potencijal kroz uticaj na
ekspresiju imunoloski relevantnih povrSinskih antigena u TNBC ¢elijskoj liniji MDA-MB-468.
Sva tri jedinjenja su dovela do smanjenja nivoa imunosupresivnog markera PD-L1. Tretman C-
9 je dodatno uzrokovao smanjenje eskpresije PVR antigena, dok je tretman C-35 rezultirao
povecanom ekspresijom MICA. Kombinacija smanjenja ekspresije PD-L1 1 PVR, uz porast
MICA, ukazuje na sposobnost ovih jedinjenja da preoblikuju imunosupresivno tumorsko
mikrookruzenje ¢ime se moze poboljSati imunoloska prepoznatljivost 1 osjetljivost tumorskih
¢elija na efektorske mehanizme antitumorskog imuniteta. Ovi rezultati dodatno potvrduju
potencijal HDAC/ROCK inhibitora, ne samo kao direktnih antiproliferativnih agensa, ve¢ 1 kao
molekula sa sposobno$¢u imunomodulacije, Sto ih svrstava medu perspektivne kandidate za
integrisane antitumorske terapijske pristupe.

Primjenom RF algoritma maSinskog ucenja formirani su regresioni 2D-QSAR modeli za HDAC6
1 ROCK2, a sva prethodno sintetisana jedinjenja i njihove ICso vrijednosti su iskori$¢ena za
formiranje seta za slijepu validaciju formiranih modela. Oba modela su pokazala dobre
vrijednosti parametara interne i eksterne validacije (2D-QSAR (HDAC6): R? = 0,95; OOB =
0,60; MSE = 0,07; R%cst = 0,76 i MSE = 0,30 i 2D-QSAR (ROCK2): R? = 0,96; OOB = 0,72;
MSE =0,07; R%cst = 0,73 i MSE od 0,48) §to je potvrdilo stabilnost i prediktivnu snagu formiranih
modela. Posebno je znacajno da su svi testirani inhibitori iz seta za slijepu validaciju pokazali
prediktivne vrijednosti u skladu sa eksperimentalno odredenim aktivnostima, bez vecih
odstupanja 1ili izlazaka iz domena primjenljivosti, ¢ime je dodatno potvrdena pouzdanost 1
konzistentnost razvijenih QSAR modela. Ovi rezultati ukazuju na potencijal RF-baziranih 2D-
QSAR modela kao korisnih alata u ranoj fazi dizajna i optimizacije multitarget inhibitora.

Na osnovu identifikovanih najrelevantnijih molekulskih deskriptora tokom 2D-QSAR analiza,
definisane su kljucne farmakoforne karakteristike odgovorne za inhibiciju HDAC i ROCK
enzima. Uzimajuc¢i u obzir ove rezultate, dizajnirani su novi potencijalni dualni HDAC/ROCK
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inhibitori. Detaljna in silico evaluacija, uklju¢uju¢i molekulski doking, pokazala je da C-91 i C-
92 ostvaruju povoljne interakcije sa katalitickim domenom 2 HDAC6 enzima, kao i sa ROCK
kinazama. Posebno znacajan rezultat predstavlja formiranje dvije stabilne vodoni¢ne veze unutar
hinge regiona ROCK kinaza, $to je poznato kao klju¢na determinanta jakog i selektivnog
vezivanja inhibitora. Finalno, predvidene pICso vrijednosti za sva dizajnirana jedinjenja prema
svim ciljanim enzimima su bile vec¢e od 7, §to ukazuje na njihov znacajn potencijal. Ovi podaci
sugeriSu da dizajnirana jedinjenja predstavljaju obecavaju¢e kandidate za dalju sintezu 1
eksperimentalnu validaciju u okviru razvoja multitarget terapija za tretman agresivnih oblika
karcinoma.

U okviru ove doktorske disertacije uspostavljen je sveobuhvatan i validiran in silico protokol koji moze
sluziti kao osnova za racionalan dizajn novih multitarget HDAC/ROCK inhibitora, kao i selektivnih
HDACG6 ili ROCK2 inhibitora. Predlozeni protokol integriSe savremene pristupe SBDD i LBDD dizajna,
ukljucujuéi molekulski doking, racunanja slobodne energije vezivanja primjenom MM-GBSA metode,
te primjenu 2D-QSAR modela baziranih na Random Forest algoritmu maSinskog ucenja. Ovako
integrisan pristup omogucéava pouzdanu predikciju bioloske aktivnosti i optimizaciju farmakoloskog
profila dizajniranih molekula jo$ u ranoj fazi razvoja. U svjetlu dobijenih rezultata, jedinjenja poput C-9
i C-35 su identifikovana kao obecavaju¢i multitarget HDAC/ROCK kandidati sa znacajnim
antiproliferativnim 1 imunomodulatornim efektima, ¢ime su pokazala potencijal za dalji farmakoloski
razvoj u okviru savremenih onkoloskih strategija, posebno u kontekstu terapije usmjerene ka visestrukim
molekulskim ciljevima.
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7. Prilozi
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P1. 3D-QSAR studija i molekulska doking studija ROCK1 i ROCK2 inhibitora

Tabela P1.1. Raspodjela jedinjenja u skupu trening i test seta, zajedno sa eksperimentalno dobijenim 1
predvidenim pICso vrijednostima pomoc¢u formiranog 3D-QSAR (ROCK1) modela

Trening set Test set
pICso pICso pICso
(exp)  (pred) PICS (D) (prea)
CHEMBL2023148 3,800 4,433 CHEMBL2022282 4,140 4,239
CHEMBL67352 4,120 3,956 CHEMBL2023149 4,670 5,260
CHEMBL2023147 4,230 4,103 CHEMBL2023157 5,040 6,116
CHEMBL2023161 4,510 5,098 CHEMBL2023151 5,540 6,286
CHEMBL225282 4,860 5,203 CHEMBL2023153 5,660 5,463
CHEMBL2023150 5,340 5,969 CHEMBL2023156 5,940 5,704
CHEMBL2023152 5,580 5,898 CHEMBL2023154 6,190 5,253
CHEMBL2023159 5,580 5,214 CHEMBLA4522042 6,550 6,073
CHEMBL2023155 5,610 5,402 CHEMBL1922044 6,920 6,582
CHEMBL2023158 5,770 5,664 CHEMBL1922033 7,340 7,192
CHEMBL2023160 5,850 5,753 CHEMBL1084106 7,410 6,879
CHEMBL1922030 5,960 5,897 CHEMBL1922133 7,520 7,533
CHEMBL1922028 6,150 5,711 CHEMBL1922026 7,720 7,055
CHEMBL38380 6,180 6,192 CHEMBL1922132 7,960 8,050
CHEMBLA4555093 6,510 6,495 CHEMBL1922129 8,30 7,537
CHEMBL1084890 6,750 6,358
CHEMBL1922143 7,040 7,443
CHEMBL1922134 7,120 6,714
CHEMBL1085141 7,230 7,565
CHEMBL1084900 7,280 7,981
CHEMBL1922142 7,410 7,581
CHEMBL1922043 7,480 7,653
CHEMBL1922042 7,570 7,986
CHEMBL1922125 7,680 8,133
CHEMBL1084107 7,720 6,732
GSK 7,850 7,587
CHEMBL1084892 7,850 7,744
CHEMBL1922126 7,890 7,397
CHEMBL1922034 7,920 7,397
CHEMBL1922127 8,050 7,914
RKI11447 8,100 7,603
CHEMBL1922140 8,220 7,956
CHEMBL1922128 8,520 8,678
CHEMBL1922035 8,700 8,637
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Tabela P1.2. Raspodjela jedinjenja u skupu trening 1 test seta, zajedno sa eksperimentalno dobijenim 1
predvidenim pICso vrijednostima pomocu formiranog 3D-QSAR (ROCK2) modela

Trening set Test set
pICso pICso pICso
(exp)  (pred) PICSUEXP)  (pred)
CHEMBL2023148 4,210 4,353 CHEMBL2023147 4,440 4,908
CHEMBL2023161 4,480 5,122 CHEMBL3689476 4,830 5,336
CHEMBL2023159 4,700 4,830 CHEMBL2023157 5,120 5,247
CHEMBL2023149 5,120 5,322 CHEMBL3689479 5,380 5,008
CHEMBL225282 5,260 5,018 CHEMBL3689466 5,590 6,052
CHEMBL2023160 5,270 5,093 CHEMBL2023153 5,960 5,941
CHEMBL3689496 5,270 5,254 CHEMBL3689482 6,200 5,895
CHEMBL3689498 5,400 5,533 CHEMBL2023156 6,580 6,315
CHEMBL2023150 5,640 6,324 CHEMBL3689502 6,950 6,757
CHEMBL2023151 5,820 5,985 CHEMBL1922135 7,210 6,617
CHEMBL3689477 5,830 5,693 CHEMBL2006299 7,680 7,41
CHEMBL2023155 5,970 5,816 CHEMBL1922044 7,750 7,47
CHEMBL3689484 6,090 6,310 CHEMBL1922033 8,000 7,597
CHEMBL2023152 6,100 6,078 CHEMBL1922133 8,220 8,017
CHEMBL2023154 6,170 5,724 CHEMBL1922132 8,700 7,289
CHEMBL38380 6,400 5,965
CHEMBL3689506 6,420 6,535
CHEMBL3689504 6,560 6,435
CHEMBL1922030 6,700 6,478
CHEMBL3689500 6,800 7,208
CHEMBL2023158 7,000 6,533
CHEMBL3689470 7,130 7,254
GSK 7,200 7,020
CHEMBL4522042 7,430 7,257
CHEMBL1922134 7,720 7,315
CHEMBL1922143 7,800 8,686
CHEMBL1922043 8,100 8,113
RKI11447 8,210 7,762
CHEMBL1922125 8,300 7,929
CHEMBL1922042 8,400 8,325
CHEMBL1922034 8,700 8,781
CHEMBL1922128 9,000 9,086
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P1.3. Strukture ROCK1 i ROCK2 inhibitora koje su koriS¢ene za pripremu 3D-QSAR modela i1 doking
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P2.  Studije molekulskog dokinga i slobodne energije vezivanja izracunate MM-GBSA
metodom

Table P2.1. Strukture, doking vrijednosti, glide vrijednosti, vrijednosti glide energije 1 glide efikasnosti
liganda novodizajniranih HDAC/ROCK multitarget inhibitora

Glide

Jedinjenje  Struktura Enzim D(?!(ing Gl,i.d ¢ Glide“ efikasnost
vrijednost vrijednost energija .
liganda
. ROCKI  -7,348 -7,428 -56,709 -0,237
_ -l H» o
C-9-lead ~(EN A J o ROCK2  -6300  -6380  -61252 -0,203
compound - i
N
HDAC6  -8,956 9,037 -59,654  -0,289
ROCK!  -7,985 -8,065 57,146 -0,285
O > B B >
= N//\\/\/\/\j\
C-13 ~ N ROCK2  -6,077  -7,372  -56,012 -0,236
N= HDAC6  -7,367 7,447 -48,654  -0,263
\ ROCK1  -7,968 -8,428 -54,616 -0,285
- (e
C-14 N N ROCK2  -7,309 -7,738 -56,193  -0,261
« /7 \ HN. o,
o HDAC6  -8,282 -8,710 47,164 -0,296
N ROCK!  -8,399 -8,479 56,147 -0,285
- ROCK2  -8,617 -8,697 -56,193  -0,261
C-15 /
f\ o
NK/N\/\/\/H\N”OH HDAC6  -7,928 -8,009 47,164 -,0,296
% H
AR ROCK!  -9,214 9,291 56,147 -0,323
C.35 ROCK2  -8,756 -8,832 57,086 -0,331
(o]
NK\M . N - - -
I NN N HDAC6  -7,829 7,904 50,304 -0,305
AN ROCK!  -9,293 9,369 -63,168 -0,310
C.37 ROCK2  -7,600 -8,892 58,413 -0,292
N o
4 N\,NV\/\)LH’OH HDAC6  -8,714 -8,790 -53,813  -0,290
0 ROCKI  -9,253 9,713 66,279  -0,289
N/j
C-38 L in-on  ROCK2  -8,663 9,123 64,722 -0,271
S N\,®’§
NZ o HDAC6  -8,747 9,207 51,630 -0,273
C-40 ROCK1  -7,545 7,614 58,114 -0,251
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? f\ ROCK2  -7,464 -7,544 -59,381 -0,249

= o K/N\/\/\/\W “OH
N7 o HDAC6  -8,280 -8,360 -56,933  -0,276
ROCKI1 -7,578 7,736 -51,852  -0,271
C-55 Nl: o’/s’\N/\ o] ROCK2  -8,929 -9,812 -59,812  -0,318
Ao
H HDAC6  -7,912 -8,794 -50,000 -0,290
ROCK1 -6,698 -7,582 -66,122  -0,245
2
C-56 NI\ O//S‘N/\ o ROCK2  -8,648 -8,805 -53,858 -0,288
Z K/N\/\/\/\AN,OH
H HDAC6  -7,770 -7,927 -47,952  -0,259
oH ROCKI1 -5,627 -5,678 -53,816  -0,188
0 HN™
C-57 | ,/S/\N/\ o ROCK2  -6,983 -7,034 -51,739  -0,233
N~ © K/N
HDAC6  -9,185 -9,236 -55,621  -0,306

Tabela P2.2. Slobodna energija vezivanja i efikasnost liganda izratunata MM-GBSA metodom

Jedinjenje Slobodna energija vezivanja (MM-GBSA) Efikasnost liganda (MM-GBSA)
ROCK1 -56,98 -1,838
C-9-vodeci
ROCK2 -57,56 -1,857
molekul
HDACS6 -17,96 -0,579
ROCKI1 -57,55 -2,055
C-13 ROCK2 -50,24 -1,794
HDACS6 -13,07 -0,467
ROCK1 -61,65 -2,025
C-14 ROCK2 -57,15 --2,041
HDACS6 -23,57 -0,842
ROCKI1 -60,79 -2,338
C-15 ROCK2 -56,90 -2,188
HDACS6 -18,60 -0,545
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C-35

C-37

C-38

C-40

C-56

C-57

C-55

ROCK1 -55,13 -1,723
ROCK2 -59,68 -1,865
HDAC6 -18,25 -0,570
ROCKI1 -61,07 -2,036
ROCK2 -51,75 -1,725
HDAC6 -18,58 -0,619
ROCKI1 -69,23 -2,163
ROCK2 -57,86 -1,808
HDACS6 -26,18 -0,818
ROCK1 -59,19 -1,973
ROCK2 -55,70 -1,857
HDACS6 -13,51 -0,450
ROCKI1 -33,86 -1,123
ROCK2 -43,52 -1,451
HDACS6 -18,10 -0,603
ROCK1 -58,62 -1,954
ROCK2 -56,66 -1,889
HDACS6 -11,08 -0,369
ROCK1 -37,11 -1,325
ROCK2 -45,82 -1,637
HDAC6 -24,10 -0,861
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P.3. 2D-QSAR studije zasnovane na algoritmima masinskog ucenja

Tabela P3.1. Set podataka za ROCK2 inhibitore

CHEMBL oznaka Eseja  Broj jedinjenja CHEMBL oznaka dokumenta F)pls .. fzvora
informacija
CHEMBL3240142 8 CHEMBL3232974 Naucna literatura
CHEMBL1066168 14 CHEMBLI1157712 Naucna literatura
CHEMBL3705637 134 CHEMBL3639066 BindingDB Database
CHEMBL3705771 152 CHEMBL3638681 BindingDB Database

Tabela P3.2. Set podataka za HDACG6 inhibitore

CHEMBL oznaka

CHEMBL oznaka eseja  Broj jedinjenja Opis izvora informacija

dokumenta
CHEMBL4024068 1 CHEMBL4020839 Naucna literatura
CHEMBL4771460 1 CHEMBL4765362 Naucna literatura
CHEMBL4346119 1 CHEMBL4342521 Naucna literatura
CHEMBL4422764 1 CHEMBL4422610 Naucna literatura
CHEMBL4035215 1 CHEMBL4033665 Naucna literatura
CHEMBL4377245 2 CHEMBL4376807 Naucna literatura
CHEMBL5121017 2 CHEMBLS5120742 Naucna literatura
CHEMBL4396820 3 CHEMBL4393743 Naucna literatura
CHEMBL5056741 3 CHEMBL5055644 Naucna literatura
CHEMBL4704795 4 CHEMBL4699612 Naucna literatura
CHEMBL3293471 4 CHEMBL3286308 Naucna literatura
CHEMBL1838191 5 CHEMBL1833850 Naucna literatura
CHEMBL1293051 5 CHEMBL1287669 Naucna literatura
CHEMBL5036493 11 CHEMBL5036306 Naucna literatura
CHEMBL5119739 26 CHEMBLS5113527 Naucna literatura
CHEMBL3888939 19 CHEMBL3886894 BindingDB Patent Bioactivity Data
CHEMBL5132158 20 CHEMBL5131384 Naucna literatura
CHEMBL5332399 42 CHEMBL5331064 Naucna literatura
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CHEMBL3887735

66 CHEMBL3886429

BindingDB Patent Bioactivity Data

Table P3.3. Analiza izomera u setu jedinjenja za ROCK?2

CHEMBL oznaka Canonical smiles pICso
CHEMBL3689497 CS(=0)(=0O)Nclcccc(CN2CCC[C@@H](Nec3ccecdencee34)C2)cl 5,51
CHEMBL3689501 CS(=0)(=0)Nclcccc(CN2CCC[C@H](Nc3cceccdencec34)C2)cl 5,51
Srednja vrijednost 5,51
CHEMBL3680707 i[;%g;lgi():s;;fg\écl( 0)c3ccec(CNC(=0)c4ceec( 935
CHEMBL3680709 I;;[;%E]] i§)€:§:;;$§é70)03CCCC(CNC(ZO)C4CCCC(_ 98
9,58
CHEMBL3680714 cclcclcnclzl(l;i;))NCdcccc(C(=O)Nc3nc4c(s3)C[C@H](N)CC4)c2)cc1 8,52
CHEMBL3680716 cClCclcnchI(ljlziO)NCCZcccc(C(=O)N03nc4c(s3)C[C@@H](N)CC4)C2)CC1 .17
8,85
CHEMBL3689451 OC[C@H](0)COclccec(CN2CCC[C@@H](Nc3ccc4[nH]nccdc3)C2)cl 6,07
CHEMBL3689453 OC[C@@H](O)COclccec(CN2CCC[C@@H](Nc3cce4[nH]nce4e3)C2)el 6,26
6,17
CHEMBL3689435 CS(=0)(=O)Nclccec(CN2CC[C@H](Ne3ecc4[nH]nec4c3)C2)cl 6,19
CHEMBL3689427 CS(=0)(=0O)Nclccec(CN2CCC(Ne3ccc4[nH]necdce3)C2)cl 6,55
CHEMBL3689437 CS(=0)(=O)Nclccec(CN2CC[C@@H](Nc3cce4[nH]ncc4c3)C2)cl 6,56
6,43
CHEMBL3689448 OCCnlccc2ccc(CN3CCC[C@H](Nc4ceeS[nH]ncc5c4)C3)ec21 6,62
CHEMBL3689441 OCCnlccc2ccc(CN3CCCC(NcdeeeS[nH]nee5¢4)C3)ec21 7,16
CHEMBL3689447 OCCnlccc2cec(CN3CCC[C@@H](Ncdcee5[nH]nec5¢4)C3)ec21 6,43
6,74
CHEMBL3689446 NC(=0)Cnlcecc2ecc(CN3CCC[C@H](NcdceeS[nH]nce5¢4)C3)ec21 6,83
CHEMBL3689445 NC(=0)Cnlccc2ecc(CN3CCC[C@@H](Nc4cee5[nH]nce5¢4)C3)cc2 1 7,16
CHEMBL3689439 NC(=0)Cnlccc2cce(CN3CCCC(Ncdeee5[nH]nee5¢4)C3)ec21 7,59
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CHEMBL3689461

CHEMBL3689458

CHEMBL3689462

CHEMBL3689436

CHEMBL3689428

CHEMBL3689434

CHEMBL3689433

CHEMBL3689392

CHEMBL3689431

CHEMBL3689463

CHEMBL3689426

CHEMBL3689487

CHEMBL3689484

CHEMBL3689413

CHEMBL3689412

CHEMBL3689415

CHEMBL3639795

CHEMBL3689352

CHEMBL3689496

CHEMBL3689503

CHEMBL3689492

CHEMBL3689422

CCS(=0)(=0O)Nclccec(CN2CCC[C@@H](Nc3cecc4[nH]necdce3)C2)cl
CCS(=0)(=0)Nclcccc(CN2CCCC(Ne3ceec4[nH]nec4c3)C2)cl

CCS(=0)(=O)Nclccec(CN2CCC[C@H](Nc3ccc4[nH]ncc4c3)C2)cl

OCCOclceec(CN2CC[C@@H](Ne3cec4[nH]nec4ce3)C2)cl
OCCOclcccc(CN2CC[C@@H](Nc3cec4[nH]necdce3)C2)cl

OCCOclceec(CN2CC[C@H](Ne3cec4[nH]nec4c3)C2)cl

CS(=0)(=0O)Nclccec(CN2CCC[C@@H](Nc3cecc4[nH]nccdc3)C2)cl
CS(=0)(=O)Nclccec(CN2CCCC(Nc3cec4[nH]nccdc3)C2)cl

CS(=0)(=0)Nclccee(CN2CCC[C@H](Nc3cec4[nH]necde3)C2)cl

0=C(0)COclcccc(CN2CCC[C@@H](Nc3cec4[nH]nccdc3)C2)cl

0=C(0O)COclcccc(CN2CCCC(Nc3cec4[nH]nec4c3)C2)cl

clec(CN2CC[C@H](Ne3cceecdencee34)C2)cc(C2CC2)cel

clec(CN2CC[C@@H](Ne3ceccdencee34)C2)cc(C2CC2)cl

Felcee(CN2CCC[C@@H](Nc3ccc4[nH]ncc4c3)C2)eclF

Fcleecc(CN2CCC[C@H](Ne3cec4[nH]nccdc3)C2)ceclF

CSclcec(CN2CCC[C@H](Nc3cec4[nH]nce4c3)C2)ccl
CSclcec(CN2CCC[C@@H](Nc3ccc4[nH]nccdc3)C2)ecl

CScleec(CN2CCCC(Nc3ceec4[nH]nec4c3)C2)cecl

OCCOclcecc(CN2CC[C@H](Nc3ceecdencee34)C2)cl

OCCOclccecc(CN2CC[C@@H](Nc3ccecdencec34)C2)cl

Cclecc(CN2CC[C@H](Nc3ceecdenceec34)C2)cecl

Cclcec(CN2CC[C@@H](Ne3ccecdencee34)C2)ccl

7,19
6,87
6,96
7,23
7,02
5,89
6,19
6,33

6,14

7,2

7,31
7,17
6,06
6,51
6,29
4,8

6,09
5,45
6,96
7,23
7,1

7,13
7,14
7,18
7,15

5,27

6,14
6,1

7,52
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CHEMBL3689490

CHEMBL3689493

CHEMBL3689499

CHEMBL3689502

CHEMBL3689456

CHEMBL3689454

CHEMBL3689483

CHEMBL3689486

CHEMBL3689494

CHEMBL3689491

CHEMBL3689432

CHEMBL3689381

CHEMBL3689416

CHEMBL3689376

CHEMBL3689417

CHEMBL3680711

CHEMBL3680713

CHEMBL3680731

CHEMBL3680701

CHEMBL3689498

CSclcec(CN2CC[C@@H](Nc3ccecdencee34)C2)ccl

CSclcec(CN2CC[C@H](Ne3ccecdencee34)C2)ccl

CS(=0)(=0)Nclccee(CN2CC[C@H](Nec3ccecdencee34)C2)cl

CS(=0)(=0O)Nclccee(CN2CC[C@@H](Nc3ccecdencee34)C2)cl

C[C@@H](0O)COclccce(CN2CCC[C@H](Nc3cecc4[nH]necde3)C2)cl

C[C@@H](0)COclccec(CN2CCC[C@@H](Nc3ccc4[nH]necde3)C2)cl

clec(N[C@H]2CCN(Cce3cec(C4CC4)ce3)C2)c2cenec2el

clec(N[C@@H]2CCN(Cc3cec(C4CC4)cc3)C2)c2eenec2el

Cleleec(CN2CC[C@H](Ne3ceecdencee34)C2)ccl

Clelcec(CN2CC[C@@H](Ne3ceecdencee34)C2)ccl

OCCOclceec(CN2CCC[C@@H](Ne3cee4[nH]ncc4c3)C2)cl

OCCOclceec(CN2CCCC(Ne3cee4[nH]nce4c3)C2)cl

C#Ccleec(CN2CCC[C@@H](Ne3cec4[nH]necdce3)C2)ceel
C#Cclcecc(CN2CCCC(Nce3ecc4[nH]nec4c3)C2)cecl

C#Ccleec(CN2CCC[C@H](Ne3ceed4[nH]nce4c3)C2)ccl

N[C@@H]1CCc2nc(NC(=0)c3cccc(CNC(=0)c4cesc(-
cScence5)nd)c3)sc2Cl

N[C@H]1CCc2nc(NC(=0)c3ccecc(CNC(=0)c4cesc(-c5ceneeS)nd)c3)sc2Cl

CN1CCc2ccc(NC(=0)c3ccec(CNC(=0)c4ccc(-c5cncos)s4)c3)cc2Cl

CN1CCc2nc(NC(=0)c3cccc(CNC(=0)c4cccSce(O)eccScd)c3)sc2Cl

OCCOclceec(CN2CCC[C@@H](Ne3ccecdencee34)C2)cl

6,81
5.2

5,5

5,35
5,49
6,95
6,22
5,85
6,06
5,96
5,39
6,51
5,95
5,61
6,92
6,27
6,39
6,48
6,44
6,96
7,16
7,28

7,13

8,32

8,96

8,64

9,41
9,21

5,4

225



CHEMBL3689500 OCCOclccec(CN2CCC[C@H](Nc3cecccdeneec34)C2)cl

CHEMBL3689488 clcc(N[C@H]2CCN(Cc3ccc(SC4CC4)ce3)C2)c2cencc2el

CHEMBL3689485 clcc(N[C@@H]2CCN(Cc3ccc(SC4CC4)ce3)C2)c2cencc2el

6,8
6,1
5,05
5,72

5,39

Table P3.4. Predvidene aktivnosti za ve¢ objavljene HDACG6 ili ROCK2 inhibitore

Jedinjenje ROCK2(pICso)exp ROCK2pred Razlika

10h* 6,59 7,25 -0,66
4e* 8,17 6,85 1,32
4i* 8,1 6,85 1,25
4j* 6,53 5,96 0,57
4m* 6,65 7,11 -0,46
ID HDAC6(pICso)exp HDAC6pred Razlika

10h* 9,39 7,51 1,88
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Slika P3.1. 2D-prikaz klju¢nih interakcija izmedu C-85 and ROCK 1, ROCK2, HDAC6 1 HDACI
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P4. 'H i 3C spektri potencijalnih ROCK inhibitora
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P3. 'H, 3C i maseni spektri najaktivnijih multitarget HDAC/ROCK

1spitivanjima
3 2 RBHBAMWBILERE ge 38 8K
R o WWDVDASNNN NN m o o~ .o
| | S N \ Y4 V1
j Iy / J
o
se "
S
[e]
=
1 l 1 ] ! JJUJ |
A l A LA T
¥ e T e, M b Lu .
2 & @n8&8Y S88 ea 8 &
o o OoO-0O0 - ~N ™ « -
llI.S 11‘.0 1(;.5 1(;40 9i5 910 BrS 8t0 7:5 7.‘0 6i5 6:0 5i5 510 4f5 4t0 3!5 3‘0 215 2{0 1.’5 1:0 DrS OiO
f1 (ppm)
Slika P3.1. 'H NMR spektar C-8.
§ & @R BIAL]ARM e 9
T § 93 AARANE Shizecel £
| | V! N =1 =N N |
o)
OH
=
(o]}
o
Z(')O 1;0 u';o 1;0 1&0 1 ;0 1‘;0 1;0 1 ;O 1 ;0 1(‘)0 9’0 8‘0 7'0 6‘0 5’0 4‘0 3'0 ZVO 1’0 (‘)

f1 (ppm)

Slika P3.2. 1°C NMR spektar C-8.

231

inhibitora u ¢elijskim

4000
3800
3600
+-3400
3200
3000
2800
2600
+-2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200

1000

4500

1-3500

3000

2500

12000

1500

1-1000

500




o o o o o o o o o o o o o o o o o o o (=) o [=] (=] o o
i=3 o o o = =3 =3 = =3 3 =3 I3 S S =] =] i=3 k=3 t=} i=3 1=} t=3 k=3 t=3 i=1 =3 o o o o 8
R 8. 8 8 8 ¥ % 8 % & 8 % 8 8 o ¥ 2.8 8 S § 8§ 8 % ¥ 9. 8 . 8 % 8§ o %
o
o
61'T |
0e'T S
£'1
b1 Lo
®V.~ e = Fs19 .ﬁm.mN
|73 = - Wmﬁ P s.h/ )
681 cozlk 2 $282\ &
06T G — Feot 68T =
MMAW S - 66T | o Mmm\ -
S
€T . 0
6T —_ Fooz| —
MWHWM — =, Fuwe[ " X el
9T's
Fa 0_/ R.mm/
@) mm.mmw
5 — 5
wes Ty = FS0b | — £8°95 3
£h'e g - b= g
+~
-~
z lm e
-3 o
-
o =
n N
2§ T 1
I C
= X
2 in OU\_.
= ¥ ? 4
A/N [og] 7\
: Fa = 65°LTT— =z
o=n _nka 20z
* G- B
b
=z " 0] 68°TET~
Fi2 'bET
182 & Mm.wmﬂ
mwNW — —= F860 [ _
4] IS s—
€68 . 167
s€'g = = 00T | 1 e
: 8 2 S6'€ST
%8 = = 160
'8 160
89'8 Le
o'
£5'69T—
8v'6— — = F96°0 [ o
=
=
€01 — - 80
2
LS

90 80 70 50 40 30 20 10
232

100
f1 (ppm)

Slika P3.4. °C NMR spektar C-9.

190

200



m o o i=3 o o (=] =3 [=] o
o [=] i=3 o [=] =3 i=] =3 =] o
o i=J =3 o o o o =3 o o
- o @ ~ o wn < ™ ~ - o
?.HW 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1T
a1
0€'T
€T
w1
b1
91 _ b
143 _— o0z
sl = pare
a”ﬁw —_ F00
[ s 16T
€67
vmiwv R 66T
96T T —m Feee
=
[
ob'e
N?.mv. _— F76'E
b€
I
[=]
=z
(e}
@
hN.
O=w
"
/AR
=2
18
€87~ - .
s/ o -
tey 107
€8 i Lo
%€'g N = 60
Py 160
89'
oL'8
8b'6— —_ ——— 90
T€01— — -—— 1080

0.0

0.5

5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

5.5
f1 (ppm)

105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0
Slika P3.5. '"H NMR spektar C-10

11.0

13000
12000

11000

10000

-9000
-8000
7000
6000
-5000
-4000
3000
2000
1000

[-1000

Sb'ST
wm.mww
¥6'9C \.
0282 g
wm.Nm

88'9b~_
08—
91'bS

ROEAS
6995~

85 LTT—
wer
;.@W
PTTET
88ZET~
SO°ET
SYvET

8T'SHPT—

96°€ST—

15°691—

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)
Slika P3.6. °C NMR spektar C-10.

200

233



MBT35

\
N

9] OH

|, | L
L " |
AR

IS 'JL' L U

7000

G500

Fe000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

F2500

2000

F1500

1000

=00

70 65 55 50 45
f1 (ppm)

Slika P3.7. '"H NMR spektar C-35.

MBT35

55.00
53.87

r57.33
55.21

!/
hy

61.52
[F57.51

—171.84
149,38

148,19

F15000
F18000
F17000
F16000
F15000
14000
F13000
F12000
F11000
10000
re000
HE000
7000
Fe000
r=000
4000
3000
F2000
F1000

1000

150

170

150

130

T T T T T T T T T
110 100
f1 (ppm)

T T T T
180 160 140 120

Slika P3.8. 1°C NMR spektar C-35.

234



] = g a8 a2 2 ] a2 =1 =} =} o =} =
Y] = = [=1 [} Y] - o~ [=] [=] =] [=] [=] ~l
& & & 8§, 8 % 9 3 8 8 F 8, 9, 9
L__
61T, _
i P
=
68" 1)
16°T —— ST'h
£6°T M
160
—
pT— - Fest
. |
ST'E J
E.mu. -—= L1
[ —
s ~ Hlmm_v
sog T
Fi: s
EHW E Foot
By 3
[ =z H_!wm:
9" o Fiso
mv.m.\.\ e F190
sl w0
oLg!
B 6— —— 70
O
SEOT— n“n_,ﬂ_w —= F0
W < I
m
=

45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0

5.0

60 55

6.5

70

75

90 85 80

9.5

10.5

1 (ppm)

Slika P3.9. '"H NMR spektar C-40.

re000

5500

5000

4500
000

3500

F3000

2500

2000

1500

F1000

500

500

87911
a0 :U./__u‘
FEYa
S0LTT
_m.mﬂM
TTTET~
BE'TET-F
10°FET]
61pETd
SE'GT—

BEEST—

MBT40

§-OH

H

.
100 90
f1 (ppm)

T
110

T
120

T
160

T
170

T
190

T
200

Slika P3.10. °C NMR spektar C-40.

235



441.15912

100 =

90
80
70
60
50
40

44216222
30 z=1

Relative Abundance

2

440.16401 443.15789 44714601 45222531

103 433.15519 437.23595 71 =1 =1 44913143 ey
z=2 z=1 ] 5 - |, =
0-—— L e s I I O O N R e e o R ) T L B U R A A I L TR I B |

434 436 438 440 442 444 446 448 450 452

Slika P3.11. Maseni spektar visoke rezolucije C-8.

449.22145

100 =

90
80
70
60
50

40

Relative Abundance

450.22456

30 =1

20

451.22005
10 441-151’943 444.35291 448.22688 z=1 45322385 456.19192 45819413  461.25545
= z=1 z=? |,z z=1 z=1 z=?

Gl.
| RO o) Fs T TT | | R T P I L T L T L S T L L L L . T O L L T . T T O

1 1
442 444 446 448 450 452 454 456 458 460 462
m/z

Slika P3.12. Maseni spektar visoke rezolucije C-9.

236



421.18995

100 =

70
6
50

40

30 422.19330
z=1

Relative Abundance

20

423.18854

10 412.18537 41422460 e z=1 42717654 43024329 43421130
== |
0=

=

z=1 R z=1
T T T T T T T T
430

z=2 _z=1 i

T T T T T T T T T T
415 420

T T
410 435

m/iz

Slika P3.13. Maseni spektar visoke rezolucije C-10.

237



Biografija autora

Milan Beljkas je roden 26.09.1996. u Pljevljima, Crna Gora. Osnovu $kolu 1 gimnaziju je zavrSio u
Pljevljima, nakon Cega je upisao Farmaceutski fakultet, Univerziteta u Beogradu. Tokom svog studiranja
Milan je 2016, 2017, 2018. i 2019. godine dobijao GodiSnju nagradu najboljim studentima
Farmaceutskog fakulteta. Nagraden je i od strane Univerziteta u Beogradu kao najbolji student generacije
Farmaceutskog fakulteta koji je diplomirao u skolskoj 2019/2020. godini. Tokom studiranja je obavljao
funkciju edukativnog koordinatora u okviru Studentske organizacije Farmaceutskog fakulteta (BPSA) 1
ucestvovao na brojnim kongresima u organizaciji NAPSer-a (Nacionalna Asocijacija Studenata
Farmacije-Srbija) 1 EPSA-e (Evropska Asocijacija Studenata Farmacije). Za vrhunski doprinos u
oblastima farmacije i medicinske biohemije dodeljena mu je nagrada Ivan Berke$ od strane Drusva
medicinskih biohemicara Srbije. Tema njegovog naucno-istrazivackog i zavrSnog rada je ,,Molekulsko
modelovanje, sinteza i ispitivanje antimigratornih i antiinvazivnih osobina novih derivata 1-
benzhidrilnog piperazina" koji je od strane Fonda Nenada M.Kosti¢a proglaSen kao najbolji iz oblasti
hemijskih nauka. Nakon zavrSetka integrisanih studija, zavrSio je staZz u apoteci i upisao doktorske
akademske studije na Farmaceutskoj hemiji, Farmaceutski fakultet - Univerziteta u Beogradu, gdje je
trenutno i zaposlen kao istraziva¢-saradnik. Tokom doktorskih studija Milan je boravio na Pasterovom
Institutu u Parizu u dva navrata sprovodeci dio svojih istrazivanja. Takode, dio disertacije je odradio
tokom jednomjesecnog boravka na Hemijskom Institutu u Tartuu, Estonija. Ucesnik je brojnih evropskih
Skola 1 konferencija iz oblasti kancera, kompjuterske i medicinske hemije u okviru kojih je predstavio
rezultate svojih istrazivanja. Njegov istrazivacki rad je usmjeren ka razvoju novih terapijskih pristupa u
tretmanu tumora, dizajnu i sintezi novih potencijalnih antineoplastika i ispitivanjima njihovih bioloskih
efekata na razli¢itim tumorskim celijama 1 enzimskim testovima. U okviru dosadaSnjeg naucno-
istrazivackog angazovanja je objavio sedam radova, i to: 1 rad u medunarodnom ¢asopisu izuzetnih
vrijednosti (M21a), 4 rada u vrhunskim medunarodnim casopisima (M21) 1 2 rada u istaknutim
medunarodnim ¢asopisima (M22).

Spisak radova koji ¢ine dio doktorske disertacije

Beljkas, M.; Ruzic, D.; Djuric, A.; Vuletic, A.; Tchiehe, G. N.; Jallet, C.; Cadet-Daniel, V.; Arimondo,
P. B.; Santibanez, J. F.; Srdic-Rajic, T.; Nikolic, K.; Oljacic, S.; Petkovic, M. Pioneering First-in-Class
HDAC-ROCK Inhibitors as Potential Multitarget Anticancer Agents. Future Medicinal Chemistry 2025,
17(4), 393-407. https://doi.org/10.1080/17568919.2025.2459589. (M22, Chemistry, Medicinal (32/60),
IF2023=3,2)

Beljkas, M.; Petkovic, M.; Vuletic, A.; Djuric, A.; Santibanez, J.F.; Srdic-Rajic, T.; Nikolic, K.; Oljacic,
S. Development of Novel ROCK Inhibitors via 3D-QSAR and Molecular Docking Studies: A Framework
for Multi-Target Drug Design. Pharmaceutics 2024, 16, 1250.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics16101250. (M21, Pharmacology and Pharmacy (45/274),
1F2023=4,9)

Beljkas, M.; Ilic, A.; Cebzan, A.; Radovic, B.; Djokovic, N.; Ruzic, D.; Nikolic, K.; Oljacic, S. Targeting
Histone Deacetylases 6 in Dual-Target Therapy of Cancer. Pharmaceutics 2023, 15, 2581.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15112581. (M21, Pharmacology and Pharmacy (45/274),
1F2023=4,9).

238


https://doi.org/10.1080/17568919.2025.2459589
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics16101250
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15112581

Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora: Milan Beljkas

Broj indeksa: 9/20

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

Odredivanje strukture farmakofore, dizajn, sinteza i in vitro ispitivanje dualnih
inhibitora histon deacetilaza (HDAC) i Rho-vezanih protein kinaza (ROCK)

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

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

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu, 02.06.2025.

239



Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Milan Beljkas
Broj indeksa: 9/2020
Studijski program: Doktorske akademske studije

Naslov rada: Odredivanje strukture farmakofore, dizajn, sinteza i in vitro ispitivanje dualnih inhibitora
histon deacetilaza (HDAC) i Rho-vezanih protein kinaza (ROCK)

Mentori:

1) Prof. dr Slavica Oljaci¢, vanredni profesor na Katedri za farmaceutsku hemiju, Farmaceutski
fakultet, Univerzitet u Beogradu

2) Prof. dr Milos Petkovi¢, vanredni profesor na Katedri za organsku hemiju, Farmaceutski fakultet,
Univerzitet u Beogradu

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam predao
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 1 mesto rodenja i datum odbrane rada. Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama
digitalne biblioteke, u elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu, 02.06.2025.

240



Izjava o koriS¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku , Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Odredivanje strukture farmakofore, dizajn, sinteza i in vitro ispitivanje dualnih
inhibitora histon deacetilaza (HDAC) i Rho-vezanih protein kinaza (ROCK)

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa svim prilozima predao 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 odlucio.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo - nekomercijalno (CC BY-NC)
@’Xutorstvo - 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, 02.06.2025.
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Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i 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.

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.

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.

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

Autorstvo - 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 dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno
licencama otvorenog koda.
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