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IZVESTAJ

1 PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. farm. Zarka Gagiéa pod nazivom ,,Odredivanje strukture
farmakofore, dizajn, sinteza i ispitivanje antiproliferativne aktivnosti derivata a-
tokoferola i y-tokotrienola® napisana je na 153 strane standardnog formata (prored 1,5; font
Times New Roman - 12). Doktorska disertacija sadrzi Rezime na srpskom i Abstract na
engleskom jeziku, a sastoji se iz sledecih poglavlja: 1. Uved, 2. Cilj rada, 3. Eksperimentalni

deo, 4. Rezultati i diskusija, 5. Zakljucak, 6. Literatura, 1. Prilozi.

Disertacija sadrzi 35 slika, 8 tabela i 201 literaturni navod.

2 OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U ovoj doktorskoj disertaciji sprovedene su studije kvantitativnog odnosa izmedu
strukture 1 dejstva (Quantitative Structure-Activity Relationship, OSAR) derivata vitamina E
sa antitumorskom aktivnos¢u na MCF-7 Celijskoj liniji karcinoma dojke i odredena je
struktura farmakofore. Dataset od 30 jedinjenja, sa eksperimentalno odredenom
antitumorskom aktivno§¢u na MCF-7 ¢elijskoj liniji tumora dojke, je preuzet iz literature i
podeljen je na trening i test set. ' Upotrebom PLS (Partial Least Squares regression)
statisticke metode formirani su 2D-QSAR i 3D-QSAR modeli koris¢enjem SIMCA-P+° i
Pentacle’ programa, i izvr$ena je interna i eksterna validacija modela. Satisti¢ki parametri:
R*=0,798; 0°=0,772; R’,,.i=0,685 (2D-QSAR) i R*=0,960; 0*=0,830; R’,.~0,649 (3D-
QSAR), kao i dodatni parametri eksterne validacije, su potvrdili pouzdanost i dobru mo¢

predvidanja oba modela.

Za 2D-QSAR model izracunat je domen primenjivosti, pri ¢emu je utvrdeno da se sva
jedinjenja iz test seta nalaze u okviru domena primenjivosti modela, Sto ukazuje na
sposobnost modela da pouzdano predvida aktivnosti jedinjenja iz test seta. U cilju potvrde da
su posmatrane vrednosti dovoljno nezavisne jedna od druge sproveden je test Y-
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randomizacije. Vrednosti odsecaka za R i o regresione linije koje prolaze kroz centar



koordinatnog sistema R*= (0,0; 0,123) 1 Q2 =(0,0; -0,218) potvrdile su da model nije rezultat

slu¢ajnih korelacija.

Rezultati 2D-QSAR studije derivata vitamina E su pokazali da povecanje lipofilnosti,
molekulske mase i zapremine imaju negativan uticaj na aktivnost, dok uvodenje jednog ili
viSe jonizuju¢ih centara u molekul putem esterifikacije fenolne grupe sa odgovaraju¢im
kiselinama (dikarboksilne kiseline, aminokiseline ili kiseline koje u lancu poseduju jonizujuci

centar) vodi ka povecanju antitumorske aktivnosti.

3D-QSAR studijom potvrden je pozitivan uticaj esterifikacije fenolne grupe u polozaju C6
hromanskog prstena na antitumorsku aktivnost vitamina E. Pored toga pokazano je i da
slede¢e strukturne modifikacije dovode do povecanja aktivnosti: najmanje jedan donor i/ili
akceptor vodonicne veze u estarskom lancu na C6; hidrofobni region u estarskom lancu na
C6; dva karbonilna kiseonika na optimalnoj razdaljini od 18,8-19,2 A ili kradoj; kraéi ili

sterno drugaciji ugljovodonicni lanac na polozaju C2.

Upotrebom modifikovanog Steglich-ovog metoda esterifikacije izvrSena je sinteza estara
a-tokoferola sa lizinom, prolinom, glutaminom, asparaginom i estara y-tokotrienola sa
lizinom, prolinom, glutaminom.® U prvoj fazi, kori§tenjem EDC (l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid)/DMAP (N, N-Dimetilpiridin-4-amin) uslova reakcije
pripremljeni su estri a-tokoferola i y-tokotrienola sa Cbz (benziloksikarbonil) zaSti¢enim
aminokiselinama. U drugoj fazi, zasStitne Cbz grupe su uklonjene katalitickom hidrogenacijom
uz primenu Pd/C (paladijum na ugljeniku) kao katalizatora. Estri sa lizinom su izolovani u
vidu hidrohloridnih soli dok su estri sa ostalim aminokiselinama izolovani kao slobodni
amini.

Optimizovani su hromatografski uslovi (TLC, HPLC, hromatografija na koloni) za
pracenje sinteze i preCiS¢avanje proizvoda. Sintetisana jedinjenja su identifikovana i
strukturno okarakterisana upotrebom 'H NMR, *C NMR, ATR-FTIR, MS TOF i MS-MS
spektroskopskih metoda.

Uticaj sintetisanih jedinjenja, komercijalnog a-tokoferil sukcinata (a-TOS) i prirodnog y-
tokotrienola na prezivljavanje tumorskih celija ispitan je in vitro na MCF-7, MDA-MB 231
¢elijskim linijjama tumora dojke, A549 C¢elijskoj liniji tumora plu¢a i MRC-5 normalnoj
¢elijskoj liniji fetalnih fibroblasta pluca. Upotrebom MTT-testa odredene su minimalne

inhibitorne koncentracije (ICsy).



Od 7 sintetisanih estara, najveci uticaj na prezivljavanje malignih ¢elija su imali o-
tokoferil lizin, a-tokoferil asparagin i y-tokotrienil lizin, sa ICsy vrednostima nizim od 30 uM
na ¢elijskim linijama na kojima su ispoljili antiproliferativnu aktivnost. y-Tokotrienil lizin je
jedini od ispitivanih jedinjenja koji je ispoljio aktivnost na sve tri tumorske celijske linije sa
ICsp vrednostima 20,6uM (MCF-7), 28,6 uM (MDA-MB-231) i 19uM (A549), ali je a-
tokoferil lizin bio aktivniji na MCF-7 (IC5,=8,6 pM) i A549 (ICs50=8,6 uM) ¢elijama. Na
multirezistentnoj MDA-MB-231 ¢elijskoj liniji tumora dojke najacu aktivnost je pokazao
estar a-tokoferil asparagin nitril (IC50=9,2 uM). Citotoksi¢ni efekat je bio dozno zavisan na
sve tri tumorske ¢elijske linije. Komercijalni a-TOS 1 prirodni y-tokotrienol su ispoljili samo
ograniCenu antitumorsku aktivnost na svim ¢elijskim linijama, sa ICsy vrednostima ve¢im od
50 uM. Estri a-tokoferola i y-tokotrienola sa prolinom su pokazali umerenu antitumorsku
aktivnost na MCF 7 ¢elijskoj liniji. Sva sintetisana jedinjenja su pokazala selektivnu
toksicnost ka malignim celijama, sa slabim uticajem na prezivljavanje MRC-5 normalnih

¢elija humanih fetalnih fibroblasta pluca.

Uticaj sintetisanih estara vitamina E na celijski ciklus tumorskih celija ispitan je na
multirezistentnoj MDA-MB-231 c¢elijskoj liniji kancera dojke koja je izloZena dejstvu a-
tokoferil asparagina, estra koji je ispoljio najsnazniju aktivnost na ovoj celijskoj liniji. U
ispitivanje je ukljuCen i1 doksorubicin da bi se dobile informacije o potencijalnom
sinergistickom efektu. Promene u distribuciji ¢elija po fazama celijskog ciklusa su

registrovane citometrijskom analizom.

Nakon 48 sati kontinuiranog tretmana o-tokoferil asparagin je doveo do smanjenja
procenta ¢elija u G1 1 S fazi ¢elijskog ciklusa i izazvao apoptozu ¢elija sa jasnim izdvajanjem
sub-G1 pika. Doksorubicin takode uvodi celije u apoptozu, sa izdvajanjem karakteristicnog
sub-G1 pika, a doveo je i do znacajnog smanjenja udela ¢elija u S i G2/M fazi. Kombinacija
a-tokoferil asparagina sa doksorubicinom dovela je do izrazenog nakupljanja celija u sub-G1

fazi, $to je ukazalo na apoptozu kao primarni mehanizam antitumorske aktivnosti.

Sposobnost a-tokoferil asparagin estra da izazove programiranu ¢elijsku smrt MDA-MB-
231 celija ispitana je upotrebom metode dvokolornog bojenja sa Annexin V-FITC i
propidijum jodidom. MDA-MB-231 ¢elije su tretirane a-tokoferil asparaginom,
doksorubicinom i njihovom kombinacijom tokom 48 sati. Rezultati su pokazali da je a-
tokoferil asparagin indukovao apoptozu pri ¢emu je 13,56% celija bilo u stadijumu rane
apoptoze a 15,95% c¢elija u stadijumu kasne apoptoze ili nekroze. Doksorubicin je primarno

doveo do povecanja procenta kasnoapoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢elija. Tretman MDA-MB-231



¢elija kombinacijom a-tokoferil asparagin-doksorubicin je doveo do masovne apoptoze sa
procentom ¢elija u ranom stadijumu apoptoze od 50,25%, ukazujuéi na sinergisticko dejstvo i

moguénost kombinovane terapije.

Budu¢i da enzimi prisutni u krvi mogu dovesti do hidrolize estara, testirana je stabilnost
a-tokoferil asparagina i komercijalnog a-TOS u sveze pripremljenoj humanoj plazmi. Plazma
je opterecena sa ispitivanim jedinjenjima i termostatirana na 37 °C, a merenja su vrSena
upotrebom HPLC metode. Nakon 6 h inkubacije detektovano je priblizno 83% od pocetne
koncentracije a-tokoferil asparagina u plazmi, odnosno 39% nakon 24 h, ukazuju¢i na

prihvatljivu metabolicku stabilnost a-tokoferil asparagina i srodnih estara vitamina E.

Da bi identifikovali nova vodec¢a jedinjenja sa potencijalnom antitumorskom aktivnoséu
upotrebom FLAP softvera’ sproveden je protokol virtuelnog skrininga. Pretrazivanjem

ChEMBL baze bioaktivnih jedinjenja (https://www.ebi.ac.uk/chembl) metodom virtuelnog

skrininga zasnovanog na strukturi a-tokoferil lizina i a-tokoferil asparagina, kao najaktivnijih
liganada na MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elijskim linijama kancera dojke, identifikovano je po 5
jedinjenja sa potencijalnom antitumorskom aktivno$¢u na navedenim c¢elijskim linijama.
Pretrazivanjem literature nadeno je da je za veliki broj ovih jedinjenja ranijim studijama
eksperimentalno odredena antitumorska aktivnost na razli¢itim malignim ¢elijskim linijama
(MCF-7, KB, NSCLC-N6, HT-29, ARPE19, SK-MEL-2, BRO, P388), potvrdujuci na taj

nacin validnost formiranog skrining modela.

Na osnovu informacija dobijenih iz 2D/3D-QSAR studija o najvaznijim strukturnim
karakteristikama koje su bitne za dejstvo, dizajnirano je 9 novih jedinjenja. Antitumorske
aktivnosti ovih jedinjenja na MCF-7 ¢elijskoj liniji predvidene su 3D-QSAR modelom. Od 9
dizajniranih jedinjenja, za 4 je predvidena bolja aktivnost od najaktivnijeg jedinjenja iz
dataset-a, dok je i za ostalih 5 jedinjenja predvidena visoka aktivnost. Najaktivnija jedinjenja
poseduju jedan ili viSe jonizujuéih centara u estarskom lancu, optimalnu lipofilnost, dva
karbonilna kiseonika na optimalnoj razdaljini, prisustvo hidrofobnog regiona i prisustvo

donora i akceptora vodoni¢nih veza u estarskom lancu na polozaju C6 hromanskog prstena.

Koris¢éenjem programa ADMET Predictor'® predvideni su parametri apsorpcije,
distribucije, metabolizma, eliminacije i toksicnosti dizajniranih jedinjenja i uporedeni sa
ADMET (Apsorpcija, Distribucija, Metabolizam, Ekskrecija, Toksi¢nost) parametrima
jedinjenja iz dataset-a. Provereno je da li dizajnirana i jedinjenja iz dataset-a zadovoljavaju
pravilo Lipinskog, da li postoji rizik od oksidacije enzimima iz grupe citohroma P450 i da li

postoji rizik od ispoljavanja toksi¢nih efekata.



Na osnovu predvidenih pICsy vrednosti na MCF-7 c¢elijskoj liniji tumora dojke i
predvidenih ADMET osobina, odabrana su dva dizajnirana jedinjenja kao najbolji kandidati

za buducu sintezu i bioloska istrazivanja.

3 UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA 1Z LITERATURE

Osnovna bioloSka funkcija vitamina E je spreCavanje peroksidacije fosfolipida koji su
sastavni deo ¢elijskih membrana.'' Zbog svoje sposobnosti da prenose fenolni vodonik na
peroksidni radikal tokoferoli (T) i tokotrienoli (T3) predstavljaju najsnaznije prirodne lipidne
antioksidanse. Danas se posebna paznja posvecuje upotrebi vitamina E i njegovih derivata u
prevenciji i terapiji malignih oboljenja. Specificne forme vitamina E ispoljavaju snaznu
apoptotsku aktivnost protiv razlicitih tipova tumorskih ¢elija, dok ne deluju, ili u maloj meri

deluju, na aktivnost zdravih éelija.'>"

a-T, odnosno njegovi analozi, je najcesce ispitivan izomer u studijama prevencije tumora.
Medutim, i pored snaznog antioksidativnog dejstva, literaturni podaci ukazuju da sam prirodni
a-T nije jak induktor apoptoze, ali moze da ispolji antiproliferativni efekat putem inhibicije
éelijskog ciklusa.'* Od svih izomera tokoferola, samo je &-T ispoljio antiproliferativnu
aktivnost na humanim MCF-7 i MDA-MB-435 ¢elijama tumora dojke.15 Kasnija studija je
pokazala da i y-T ispoljava antitumorsku aktivnost na ovim ¢elijskim linijjama indukujuéi

njihovu apoptozu.'®

U svim dosadasnjim studijama dokazan je jaci antiproliferativni efekt tokotrienola u
odnosu na tokoferole, $to se barem delom moze objasniti boljim preuzimanjem tokotrienola u
éelije zahvaljuju¢i nezasi¢enom bo¢nom lancu.'” Antiproliferativni efekat tokotrienolima
bogate smeSe (TRF) je pokazan na MDA-MB-231 ¢elijskoj liniji tumora dojke, pri cemu su
od pojedina¢nih izomera najacu aktivnost imali y- i 8-T3."® U studiji na mi§jim i humanim
¢elijskim linijama tumora dojke (sa ili bez prekomerene ekspresije HER2) ispitan je
antitumorski efekt a-, y- 1 8-T3 u odnosu na sintetski derivat a-tokoferil sukcinat (a-TOS). T u
ovoj studiji najacu aktivnost imali su y-T3 i 8-T3, koji su smanjili prezivljavanje celija sa
upola manjom ICsq vrednodéu u odnosu na a-T3 i 0-TOS."” Ono §to je znacajno, tokotrienoli
nisu ispoljili citototoksiéno dejstvo na zdravim epitelnim Celijama dojke.” Prirodni y-
tokotrienol je pokazao slabu aktivnost na MCF-7, MDA-MB-231 ¢elijama tumora dojke i
A549 ¢elijama tumora pluca sa ICs¢>50 pM.



Od otkri¢a da prirodni izomeri vitamina E ispoljavaju antitumorsku aktivnost pa do danas,
sintetisan je veliki broj analoga od kojih je ve¢ina nastala modifikacijom fenolne grupe na
hromanskom prstenu, a koji su imali u znacajnoj meri poboljSanu aktivnost i
farmakokineticke osobine u odnosu na polazne prirodne proizvode. Najvecu grupu analoga
vitamina E sa modifikovanom fenolnom grupom na polozaju C6 predstavljaju estri, od kojih
je najistaknutiji i najviSe proucavan a-tokoferil sukcinat (a-TOS). Antitumorska aktivnost a-
TOS-a je ispitana na vise malignih celijskih linija (Celije tumora dojke, pluca, prostate,
7eludca, osteosarkoma, mezotelioma, leukemije i druge).”'?’ Literaturni podaci pokazuju da
je a-TOS ispoljio antitumorsku aktivnost i u in vivo uslovima na modelima miseva, ali samo
prilikom intraperitonealne primene. Oralna primena nije imala efekta buduci da je dolazilo do
hidrolize pod dejstvom crevnih esteraza.”® Sintetisani su analozi o-T sa aminokiselinama
glicinom 1 lizinom, ispitana je njihova antitumorska aktivnost na MCF-7 humanoj ¢elijskoj
liniji tumora dojke i rezultati su uporedeni sa komercijalno dostupnim derivatima vitamina E
(a-T, o-tokoferil acetat, a-TOS i1 Trolox). Estar a-T sa lizinom je pokazao daleko bolju
antitumorsku aktivnost u odnosu na komercijalno dostupne derivate." U okviru ove doktorske
disertacije takode je ispitana in vitro antitumorska aktivnost o-tokoferil lizina na MCF-7
¢elijskoj liniji 1 dobijeni rezultat (IC5;=8,6 uM) je bio u skladu sa rezultatom prethodne
studije. Dodatno, o-tokoferil lizin je ispoljio i snaznu antitumorsku aktivnost i na A549
¢elijama tumora pluca (ICs=10,6 uM). Estar y-tokotrienola sa lizinom je doveo do smanjenja
prezivljavanja MCF-7, MDA-MB 231 i A549 ¢elija, dok je estar a-tokoferola sa asparaginom
snazno inhibisao prezivljavanje MDA-MB 231 ¢elija.

Predlozeno je nekoliko mehanizama kojima bi se mogla objasniti antitumorska aktivnost
vitamina E i njegovih analoga: indukcija apoptoze, inhibicija ¢elijskog ciklusa, inhibicija
biosinteze holesterola i inhibicija angiogeneze. Tretman tumorskih ¢elija a-TOS-om uzrokuje
promenu u strukturi mitohondrija putem stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika (Reactive
Oxygen Species, ROS) i to u formi superoksida, konverzije sfingomijelina, relokalizacije
citohroma ¢ i aktivacije multiplih kaspaza.”’ Proapoptotitke karakteristike a-, B-, y-, o-
tokoferola, a-, y-, 6-tokotrienola i a-tokoferil acetata su ispitane na MCF-7 i MDA-MB-435
humanim ¢elijskim linijama tumora dojke. a-TOS, poznat kao induktor apoptoze u raznim
¢elijskim linijjama, ukljucuju¢i i humane c¢elije tumora dojke, je posluzio kao pozitivna
kontrola. MCF-7 ¢elije su se pokazale podloZznije apoptozi u odnosu na MDA-MB-435
éelije."” Sintetisani estar a-tokoferola sa asparaginom je doveo do apoptoze MDA-MB-231

¢elija pri ¢emu je ispoljio snazan sinergisticki efekt sa doksorubicinom. Iako je doslo do



znacajnog povecanja populacije ranoapoptoti¢nih ¢elija nakon tertmana kombinacijom a-
tokoferil asparagin-doksorubicin, populacije kasnoapoptoti¢nih i nekroti¢nih celija, kao i
¢elijskog debrija su skoro u potpunosti izgubljene. Ova pojava ukazuje na zakasnjenje u

aktivaciji apoptotskog izvrSnog mehanizma.

Celijski ciklus podrazumeva seriju dogadaja u kojima dolazi do podele mati¢ne éelije na
dve cerke celije. Sistem koji regulise Celijski ciklus je poremecen kod tumora pa dolazi do

nekontrolisane deobe ¢elija. Sam ciklus se moze podeliti na osnovne faze:

e (G0 — faza mirovanja, ovom fazom zapocinje ¢elijski ciklus.

e G1 —uovoj fazi dolazi do rasta ¢elije.

e S —sinteza, u ovoj fazi dolazi do replikacije DNK.

e G2 —uovoj fazi ¢elija nastavlja da raste.

e M- mitoza, u ovoj fazi dolazi do podele ¢elije na dve ¢erke celije.

Na humanim ¢elijama osteosarkoma a-TOS je zaustavio prelazak ¢elija iz S u G2 fazu

Sto ih je ucinilo osetljivim na metotreksat, antineoplastik ¢ija je aktivnost zavisna od ¢elijskog
ciklusa, ukazujué¢i na moguéu adjuvantnu terapiju.’’ Inkubacija sa TRF u toku 24 h je
rezultovala dozno zavisnim prekidom GO/G1 faze na tri celijske linije humanog tumora
prostate (LNCaP, DU145 i PC-3), ali ne i na normalnim epitelnim celijama.’® Za praéenje
¢elijskog ciklusa koristi se metoda protocne citometrije koja prati sadrzaj DNK unutar ¢elije
prilikom njihovog protoka kroz aparat. Celije se prethodno tretiraju sa DNK vezuju¢om
fluoroscentnom bojom kao $to je propidijum jodid (PI), nakon cega se emitovana
fluorescencija, koja direktno zavisi od sadrzaja DNK, detektuje u aparatu i analizira
kompjuterskim softverom. Izlaganje MDA-MB-231 ¢celija dejstvu a-tokoferil asparagina
dovelo je do povecanja procenta apoptoti¢nih celija sa 1,4% u kontrolnoj grupi na 17,13%, Sto
se na dijagramu distribucije ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa uocava kao jasno izdvojen sub-
G1 pik. Pored toga, a-tokoferil asparagin je doveo do smanjenja procenta celija u G1 1 S fazi

¢elijskog ciklusa, u odnosu na netretirane celije.

S obzirom na prisustvo velikog broja nespecificnih esteraza, estri vitamina E mogu lako
biti hidrolizovani u jetri. Osetljivost a-tokoferil acetata i a-tokoferil asparagina na hepaticku
hidrolizu je ispitana u ranijoj studiji koriste¢i svinjske esteraze jetre.’’ Utvrdeno je da je
poluvreme komercijalnog a-tokoferil acetata oko 1 h, dok se a-tokoferil asparagin pokazao
znatno stabilnijim prema hepatickim enzimima, sa poluvremenom od 6 h. U cilju izbegavanja
ekstenzivnog metabolizma estara vitamina E u jetri i postizanja visoke koncentracije u plazmi,

predlozene su parenteralne formulacije estara vitamina E.**”* Rezultati ispitivanja stabilnosti



a-tokoferil asparagina u plazmi su pokazali da se nakon 6 h koncentracija estra u plazmi
smanjila na oko 83% od pocetne koncentracije odnosno na 69% od pocetne koncentracije

nakon 24 h, ukazujuci na prihvatljivu metabolicku stabilnost.

Razvoj kompjuterske hemije i novih racunarskih sistema doveo je do selektivnijeg
pristupa u razvoju novih lekova. Studije kvantitativnog odnosa strukture i dejstva (QSAR)
podrazumevaju formiranje matematicke veze izmedu bioloskog dejstva i kvantitativno
definisanih hemijskih karakteristika koje opisuju analiziranu molekulu (deskriptora), unutar
seta strukturno sli¢nih jedinjenja. Ovakva analiza omogucava da se na osnovu informacija o
hemijskim karakteristikama relativno malog broja strukturno slicnih jedinjenja predvidi
aktivnost mnogo veéeg broja jedinjenja i dizajniraju nova jedinjenja sa boljom aktivnoscu.
Svega nekoliko studija je sprovedeno do danas sa ciljem da se ispita kvantitativna veza
izmedu strukture i antitumorskog dejstva derivata vitamina E.***** Na datasetu sastavljenom
od estara a-tokoferola sa lizinom, o-tokoferiloksi buterne kiseline, holesteril-sukcinata 1
holesteriloksi buterne kiseline, ' koji su ispoljili aktivnost na MCF-7 ¢celijskim linijama
tumora dojke izvedene su 2D-QSAR i 3D-QSAR studije u okviru ove doktorske disertacije. U
2D-QSAR studiji je pokazano da postoji relativno visok stepen korelacije izmedu parcijalnog
naelektrisanja karboksilnog kiseonika i ugljenika kiselinskih estara sa antiproliferativnom
aktivnos¢u, identifikuju¢i slobodnu karboksilnu grupu kao aktivno mesto, dok su parcijalna
naelektrisanja na vodoniku i azotu ukazala na amino grupu lizinskih derivata kao znacajnu za

aktivnost.>***>

3D-QSAR studije su sprovedene na seriji sintetisanih etarskih i karbamatnih
analoga a-, y- i1 O-tokotrienola da bi se objasnila snazna antiproliferativna aktivnost
najaktivnijih derivata na celijskoj liniji tumora dojke. Ovim studijama je pokazano da na
aktivnost uti€u prisustvo voluminoznog radikala, hidrofobne oblasti koju predstavlja
izoprenski bocni lanac, elektronegativnog i elektropozitivnog naelektrisanja u molekuli.’
Nijedna od prethodnih QSAR studija nije izvedena na datasetu koji bi ukljuc¢ivao i derivate
tokoferola i tokotrienola, ¢ime bi se dobio detaljan uvid u najvaznije strukturne karakteristike
koje su odgovorne za antitumorsku aktivnost Siroke grupe analoga vitamina E. Integracijom
rezultata 2D-QSAR i 3D-QSAR studija na datasetu sastavljenom od derivata tokoferola i

tokotrienola koji su ispoljili aktivnost na MCF-7 ¢elijskoj liniji dobijeni su podaci da sledece

strukturne modifikacije dovode do poboljSanja antitumorske aktivnosti:

e csterifikacija fenolne grupe na polozaju C6;
e najmanje jedan donor i/ili akceptor vodoni¢ne veze u estarskom lancu na C6;

e najmanje jedan jonizujudi centar u estarskom lancu na C6;



¢ hidrofobni region u estarskom lancu na C6;

e dva karbonilna kiseonika na optimalnoj razdaljini od 18,8-19,2 A ili krac¢oj;

e kradi ili sterno drugaciji ugljovodoni¢ni lanac na polozaju C2;

e smanjenje lipofilnosti.
Na osnovu ovih podataka dizajnirana su nova jedinjenja od kojih su 4 imala bolju predvidenu
aktivnost od jedinjenja iz dataset-a a dva sa najboljim ADMET osobinama su odabrana kao

najbolji kandidati za buducu sintezu i bioloska istrazivanja.

Virtuelni skrining (VS) se odnosi na grupu in silico metoda koje se koriste za
pretrazivanje ogromnih baza jedinjenja, kako bi bio izabran manji broj kandidata koji ¢e imati
najvecu verovatnocu da ispoljavaju zeljenu biolosku aktivnost. Kada nije poznato ciljno
mesto delovanja jedinjenja ili nije odredena kristalografska struktura receptora, ali je poznato
jedinjenje sa dokazanom aktivno$c¢u koja se ispituje (npr. citotoksicna aktivnost na odredenoj
vrsti malignih ¢elija), moguce je sprovesti virtuelni skrining zasnovan na strukturi liganda
(Ligand-Based Virtual Screening, LBVS). LBVS se zasniva na principu sli¢nosti koji kaze da
sli¢na jedinjenja ispoljavaju sli¢nu aktivnost.’® Koriste¢i kao ligande a-tokoferil lizin koji je
aktivan na MCF 7 ¢elijskoj liniji i a-tokoferil asparagin nitril koji je aktivan na MDA-MB-
231 celijskoj liniji, razvijena su 2 LBVS modela i u svakom identifikovano 5 jedinjenja sa
najvecom verovatno¢om da ¢e ispoljiti aktivnost na ovim celijskim linijima. Pretrazivanjem
literature nadeno je da je za jedinjenje CHEMBL1825079, koje je model predvideo kao
potencijalno aktivno na MCF-7 ¢elijskoj liniji, ranijjom studijom prijavljena antitumorska

aktivnost na ovoj éelijskoj liniji*’, potvrdujuéi na taj na¢in validnost LBVS modela.
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5 ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE
Ovu doktorsku disertaciju Cine tri celine €iji ¢e rezultati imati potencijalni znacaj za

primenu derivata vitamina E u terapiji malignih bolesti.

Prva celina obuhvata 2D-QSAR 1 3D-QSAR studije derivata vitamina E sa aktivno$¢u na
MCF-7 ¢elijama tumora dojke i odredivanje strukture farmakofore. Dataset je formiran od
derivata tokoferola i tokotrienola ¢ime je postignut strukturni diverzitet, a takode je
obuhvacen Sirok opseg aktivnosti. Znacaj dobijenih QSAR modela ogleda se u moguénosti
predvidanja antitumorske aktivnosti slicnih derivata vitamina E bez potrebe za in vitro
potvrdena njihova pouzdanost i dobra mo¢ predvidanja. Sprovedene QSAR studije
omogucuju i odredivanje strukture farmakofore derivata vitamina E, odnosno definisanje
najvaznijih strukturnih delova molekule koji imaju pozitivan ili negativan uticaj na aktivnost.
Tako su rezultati 2D-QSAR studije pokazali da esterifikacija fenolne grupe
dihidrohromanskog prstena sa kiselinama koje poseduju minimalno jedan jonizujuéi centar
(kao Sto su aminokiseline) dovodi do povecanja antitumorske aktivnosti, dok povecanje
lipofilnosti ima negativan uticaj na aktivnost. 3D-struktura farmakofore najaktivnijih
jedinjenja ukljucuje prisustvo dva akceptora vodoni¢nih veza predstavljena sa dva karbonilna
kiseonika na optimalnom rastojanju, prisustvo hidrofobnog regiona, akceptora i donora

vodonic¢ne veze u estarskom lancu na poloZzaju C6 dihidrohromanskog prstena.

Drugu celinu ¢ini sinteza estara o-tokoferola sa aminokiselinama lizinom, prolinom,
glutaminom, asparaginom 1 estara y-tokotrienola sa lizinom, prolinom, glutaminom.
Novosintetisani derivati su fizicko-hemijski okarakterisani i in vitro je ispitana njihova
bioloska aktivnost na MCF-7 i MDA-MB 231 ¢elijskim linijama tumora dojke i A549
¢elijskoj liniji tumora pluc¢a. Dobru aktivnost pokazao je estar a-tokoferola sa lizinom i to na
MCF-7 i A549 ¢elijama, dok se estar y-tokotrienola pokazao aktivan na sve tri ¢elijske linije,
Sto predstavlja dobru osnovu za dalja pretklinicka ispitivanja ovih estara. Narocito znacajan
rezultat pokazao je estar o-tokoferola sa asparaginom koji je ispoljio snaznu aktivnost na
MDA-MB 231 ¢elijskoj liniji. Ove ¢elije predstavljaju veliki problem u tretmanu tumora
dojke budu¢i da pokazuju rezistenciju na veliki broj lekova. Daljim ispitivanjem celijskih
mehanizama koji leZe u osnovi ovakvog dejstva utvrdeno je da a-tokoferil asparagin dovodi

do apoptoze i modifikacije ¢elijskog ciklusa MDA-MB 231 ¢elija. Pritom je pokazano da u
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oba slucaja postoji sinergisticki efekat sa doksorubicinom, S§to otvara mogucnost
kombinovane terapije i koriStenja manjih doza doksorubicina koje bi dovele do manjeg broja
nezeljenih efekata. Studija stabilnosti u humanoj plazmi ukazala je na prihvatljivu
metaboli¢ku stabilnost a-tokoferil asparagina, na osnovu ¢ega se moze se zakljuciti da ce
nakon parenteralne aplikacije ovaj estar kao i srodni estri vitamina E biti stabilni dovoljno
dugo da bezbedno stignu do tumorskih tkiva i ispolje dejstvo. Dobijeni rezultati predstavljaju
adekvatne smernice za dalja in vivo ispitivanja o-tokoferil asparagina. Nijedno od
novosintetisanih jedinjenja koja su ispoljila aktivnost na tumorskim celijama nije bilo

toksi¢no prema zdravim ¢elijama humanih fibroblasta pluca.

Na osnovu strukture a-tokoferil lizina i a-tokoferil asparagina kao najaktivnijih jedinjenja
na MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elijama, virtuelni skrining je identifikovao 10 jedinjenja sa
visokim potencijalom za ispoljavanje antitumorske aktivnosti na ovim c¢elijskim linijama. Na
ovaj nacin, odabirom manjeg broja tzv. vodecih (lead) molekula za sintezu i dalja
eksperimentalna testiranja, potencijalno se ostvaruje velika uSteda u vremenu i novcu i

povecava Sansa da kandidat dospe do preklinickih odnosno klini¢kih studija.

Trecu celinu predstavlja dizajn novih analoga vitamina E sa potencijalno snaznijim
antitumorskim dejstvom na MCF-7 tumorskim ¢elijama. Integrisanjem informacija o
strukturnim karakteristikama bitnim za antitumorsku aktivnost dobijenih iz 2D- i 3D-QSAR
studija, dizajnirani su novi aktivniji analozi vitamina E. Vrednosti in silico izraCunatih
ADMET parameteara dizajniranih jedinjenja su upotrebljene za finalni odabir dva kandidata
sa najviSom predvidenom antitumorskom aktivno$¢u, dobrom metabolickom stabilnosc¢u i
niskom toksi¢nosc¢u, koji su predlozeni za buducu sintezu i ispitivanja na MCF-7 ¢elijama

tumora dojke.

Predlog Komisije

Na osnovu izlozenog, Komisija zakljuéuje da je kandidat dipl. farm. Zarko Gagi¢ uspesno
realizovao postavljene ciljeve istrazivanja i da rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji
predstavljaju znacajan naucni doprinos u oblasti Farmaceutske-medicinske hemije i strukturne
analize.

Rezultati doktorske disertacije publikovani su u 2 rada u vrhunskim medunarodnim
Casopisima (M21), 1 radu u cCasopisu nacionalnog znacaja (M53) i 5 saopStenja na

medunarodnim nau¢nim skupovima Stampana u izvodu (M34).
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Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjuje doktorsku disertaciju dipl. farm. Zarka
Gagica i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
da prihvati ovaj Izvestaj o zavrSenoj doktorskoj disertaciji i uputi ga Vecu nauc¢nih oblasti
medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod

nazivom:

»Odredivanje strukture farmakofore, dizajn, sinteza i ispitivanje antiproliferativne

aktivnosti derivata a-tokoferola i y-tokotrienola ”
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