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Heminformaticka analiza, dizajn i ispitivanje inhibitora lipidnih i protein kinaza kao
potencijalno novih antineoplastika

Sazetak

Kinazni inhibitori predstavljaju vaznu grupu ciljanih antineoplastika, ¢iji razvoj zahteva optimizaciju
aktivnosti, selektivnosti i farmakokineticko-toksikoloskog profila. U disertaciji su ispitivani
kombinovanim eksperimentalnim i raCunarskim metodama.

Permeabilnost kroz krvno-mozdanu barijeru (KMB) ispitana je paralelnim testom permeabilnosti na
veStackim membranama za KMB (PAMPA-KMB) i1 opisana modelima kvantitativnog odnosa
strukture 1 osobina (QSPR). Model zasnovan na potpornoj vektorskoj regresiji (QSPR-SVR) bio je
najpouzdaniji (R* = 0,839; 0 = 0,648; R*yed = 0,777), a analiza deskriptora ukazala je na znacaj
topoloskog rasporeda donora i akceptora vodoni¢nih veza, i odredenih atomskih parova.

Erlotinib je, kao predstavnik kinaznih inhibitora, ispitan radi procene redoks ponaSanja i potencijala
za interakciju sa DNK. Redoks procesi bili su ireverzibilni, a sekundarna aromati¢na amino grupa
izdvojena je kao najverovatnije elektroaktivno mesto najizraZenijeg oksidacionog procesa. Primenom
DNK-biosenzora odredena je konstanta vezivanja K = 8,25 x 10* M, dok su doking i molekulska
dinamika ukazali na interkalaciju kao verovatniji nacin vezivanja.

Dizajnirani su potencijalno selektivni inhibitori a izoforme fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3Ka).
Molekulska dinamika kori§¢ena je za izbor reprezentativnih konformacija aktivnog mesta, ansambl
doking za procenu vezivanja, a odabrane vezane konformacije za razvoj trodimenzionalnih modela
kvantitativnog odnosa strukture i1 aktivnosti (3D-QSAR). Modeli za PI3K izoforme pokazali su
validacione parametre (R* = 0,93-0,96; O0* = 0,77-0,88; R*pea = 0,71-0,75). Na osnovu smernica
dizajnirana su 23 jedinjenja, virtuelnim skriningom izdvojeno je osam aktivnih PI3Ka inhibitora, a
D4, D5, D23 1 VS1 odabrani su za dalju optimizaciju.

Kljucne re€i: protein kinaze, selektivni PI3Ko inhibitori, PAMPA-KMB, QSPR, 3D-QSAR,
molekulski doking, molekulska dinamika, erlotinib, DNK-biosenzor, voltametrija

Nauc¢na oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmaceutska medicinska hemija



Cheminformatics analysis, design, and testing of lipid and protein kinase inhibitors as
potential new antineoplastic agents

Abstract

Kinase inhibitors represent an important group of targeted antineoplastic agents, whose development
requires the optimization of activity, selectivity, and pharmacokinetic-toxicological profile. In this
dissertation, they were investigated using combined experimental and computational methods.

Permeability across the blood-brain barrier (BBB) was examined using the Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay for the BBB (PAMPA-BBB) and described by quantitative structure-
property relationship (QSPR) models. The model based on support vector regression (QSPR-SVR)
was the most reliable (R* = 0.839; 0% = 0.648; R?*prea = 0.777), while descriptor analysis indicated the
importance of the topological arrangement of hydrogen-bond donors and acceptors, as well as
specific atomic pairs.

Erlotinib, as a representative kinase inhibitor, was examined to assess its redox behavior and potential
for interaction with DNA. The redox processes were irreversible, while the secondary aromatic amino
group was identified as the most probable electroactive site of the most pronounced oxidation process.
Using a DNA-biosensor, a binding constant of K = 8.25 x 10* M™! was determined, whereas docking
and molecular dynamics indicated intercalation as the more probable DNA-binding mode.

Potentially selective inhibitors of the o isoform of phosphatidylinositol-3-kinase (PI3Ka) were
designed. Molecular dynamics was used to select representative active-site conformations, ensemble
docking to assess ligand binding, and selected bound conformations to develop three-dimensional
quantitative structure-activity relationship (3D-QSAR) models. The models for PI3K isoforms
showed good validation parameters (R* = 0.93-0.96; O?> = 0.77-0.88; R%yred = 0.71-0.75). Based on
the obtained guidelines, 23 compounds were designed, while virtual screening identified eight active
PI3Ka inhibitors, and D4, D5, D23, and VS1 were selected for further optimization.

Keywords: protein kinases, selective PI3Ka inhibitors, PAMPA-BBB, QSPR, 3D-QSAR, molecular
docking, molecular dynamics, erlotinib, DNA biosensor, voltammetry

Research area: Pharmacy

Research field: Pharmaceutical medicinal chemistry



Spisak skracenica

3D-QSAR — Three-Dimensional Quantitative Structure-Activity Relationship (trodimenzionalni
kvantitativni odnos strukture i aktivnosti)

AD — Applicability Domain (domen primenljivosti)

ADMET — Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity (apsorpcija, distribucija,
metabolizam, ekskrecija 1 toksi¢nost)

AKT/PKB — Protein Kinase B (protein-kinaza B)

ANN - Artificial Neural Networks (veStacke neuronske mreze)

ATP — adenozin-trifosfat

AUC — Area Under the Curve (povrsina ispod krive)

BCR—-ABL — Breakpoint Cluster Region-Abelson (BCR—ABL fuziona tirozin-kinaza)
BRAF/B-Raf — B-Raf Serine/Threonine-Protein Kinase (B-Raf serin/treonin-protein-kinaza)
Bzo — benzoksazepinski klaster

CADD - Computer-Aided Drug Design (racunarski potpomognut dizajn lekova)

CCC — Concordance Correlation Coefficient (koeficijent konkordantne korelacije)

CDK4/6 — Cyclin-Dependent Kinases 4/6 (ciklin-zavisne kinaze 4 i 6)

CLACC — Consistently Large Auto and Cross-Correlation

CNS - centralni nervni sistem

ct-DNK — Calf Thymus DNA (DNK iz timusa teleta)

CV — Cyclic Voltammetry (cikli¢na voltametrija); Cross-Validation (unakrsna validacija)
CYP — citohrom P450

DFG — Asp-Phe-Gly motiv

DFT — Density Functional Theory (teorija funkcionala gustine)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPV — Differential Pulse Voltammetry (diferencijalno pulsna voltametrija)

DRY — GRID proba za hidrofobne interakcije

dsDNA — Double-Stranded DNA (dvolancana DNK)

EF — Enrichment Factor (faktor obogacenja)

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor (receptor epidermalnog faktora rasta)

ERK — Extracellular Signal-Regulated Kinases (kinaze regulisane ekstracelularnim signalima)
ERL — erlotinib

GA — Genetic Algorithm (genetski algoritam)

GCE — Glassy Carbon Electrode (elektroda od staklastog ugljenika)

GPCR — G-Protein-Coupled Receptor (G-protein spregnuti receptor)

GRIND — GRid-INdependent Descriptors (deskriptori nezavisni od poravnanja)

GRIND-2 — unapredena varijanta GRIND deskriptora

HBA — Hydrogen Bond Acceptor (akceptor vodoni¢ne veze)

HBD — Hydrogen Bond Donor (donor vodoni¢ne veze)

HER2 — Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (receptor 2 humanog epidermalnog faktora
rasta)

HPLC — High-Performance Liquid Chromatography (te¢na hromatografija visokih performansi)
ICso — Halt-Maximal Inhibitory Concentration (koncentracija koja dovodi do 50% inhibicije)
K — konstanta inhibicije

KMB - krvno-mozdana barijera

LAP — lapatinib

LBDD - Ligand-Based Drug Design (dizajn lekova zasnovan na strukturi liganada)
LC-MS/MS — Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry (te¢na hromatografija
spregnuta sa tandemskom masenom spektrometrijom)

LDA — Linear Discriminant Analysis (linearna diskriminantna analiza)

LMO - Leave-Many-Out unakrsna validacija

logP — logaritamska vrednost particionog koeficijenta

logPe — logaritamska vrednost efektivne permeabilnosti



LOO — Leave-One-Out unakrsna validacija

MACC — Maximum Auto- and Cross-Correlation (maksimalna auto- 1 unakrsna korelacija)
MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinases (mitogenom aktivirane protein-kinaze)

MD — Molecular Dynamics (molekulska dinamika)

MIF — Molecular Interaction Fields (molekulska interakciona polja)

MLR — Multiple Linear Regression (viSestruka linearna regresija)

MLOGP — Moriguchi logP

MM — Molecular Mechanics (molekulska mehanika)

MM/GBSA — Molecular Mechanics/Generalized Born Surface Area

MM/PBSA — Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area

mTOR — Mechanistic Target of Rapamycin (mehanisticka meta rapamicina)

mTORCI1 — Mechanistic Target of Rapamycin Complex 1 (kompleks 1 mehanisticke mete
rapamicina)

mTORC2 — Mechanistic Target of Rapamycin Complex 2 (kompleks 2 mehanisticke mete
rapamicina)

MW — Molecular Weight (molekulska masa)

N1 — GRID proba (planarni amidski azot, donor vodoni¢ne veze)

NPT — ansambl sa konstantnim brojem Cestica, pritiskom i temperaturom

NSCLC — Non-Small Cell Lung Cancer (nesitnoéelijski karcinom pluca)

NVT — ansambl sa konstantnim brojem ¢estica, zapreminom i temperaturom

O — GRID proba (sp? hibridizovani karbonilni kiseonik, akceptor vodoni¢ne veze)
PAMPA — Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (paralelni test permeabilnosti na
vestackim membranama)

PAMPA-KMB — PAMPA model za procenu permeabilnosti kroz krvno-mozdanu barijeru
PAMPA-SVR — PAMPA-QSPR model zasnovan na potpornoj vektorskoj regresiji

PB — Poisson-Boltzmann

PBC — Periodic Boundary Conditions (periodi¢ni grani¢ni uslovi)

PBS — Phosphate-Buffered Saline (fosfatni pufer)

P. — efektivna permeabilnost

P-gp — P-glikoprotein

pH —negativni dekadni logaritam aktivnosti vodonikovih jona

PH — Pleckstrin Homology domen

PI3K — Phosphatidylinositol-3-Kinase (fosfatidilinozitol-3-kinaza)

PI3Ka — alfa izoforma fosfatidilinozitol-3-kinaze

PI3K — beta izoforma fosfatidilinozitol-3-kinaze

PI3Ky — gama izoforma fosfatidilinozitol-3-kinaze

PI3K0 — delta izoforma fosfatidilinozitol-3-kinaze

PIKK — Phosphatidylinositol 3-Kinase-Related Kinases (protein-kinaze srodne fosfatidilinozitol-3-
kinazama)

PIP; — fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat

PIP; — fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfat

PLS — Partial Least Squares (metoda parcijalnih najmanjih kvadrata)

PM3 — Parameterized Model revision 3

PME - Particle Mesh Ewald

pKi — negativni dekadni logaritam konstante inhibicije

PTEN — Phosphatase and Tensin Homolog

Q? — koeficijent prediktivne sposobnosti odreden unakrsnom validacijom

QSPR — Quantitative Structure-Property Relationship (kvantitativni odnos strukture i osobina)
QSAR — Quantitative Structure-Activity Relationship (kvantitativni odnos strukture i aktivnosti)
R? — koeficijent determinacije

R?pred — koeficijent determinacije za test set

RAF — Rapidly Accelerated Fibrosarcoma Kinases (RAF kinaze)



RAS — RAS GTPaze

RBF — Radial Basis Function (radijalna bazna funkcija)

RMSD — Root-Mean-Square Deviation (koren srednjeg kvadratnog odstupanja atomskih pozicija)
RMSF — Root-Mean-Square Fluctuation (koren srednje kvadratne fluktuacije atomskih pozicija)
RMSEE — Root Mean Square Error of Estimation (koren srednje kvadratne greske procene)
RMSEP — Root Mean Square Error of Prediction (koren srednje kvadratne gresSke predikcije)
ROC — Receiver Operating Characteristic kriva

ROCK — Rho-Associated Coiled-Coil-Containing Protein Kinases (Rho-asocirane protein-kinaze)
RTK — Receptor Tyrosine Kinases (receptorske tirozin-kinaze)

SBDD - Structure-Based Drug Design (dizajn lekova zasnovan na strukturi ciljnog mesta)

SBVS — Structure-Based Virtual Screening (virtuelni skrining zasnovan na strukturi ciljnog mesta)
SMKI — Small-Molecule Kinase Inhibitors (mali molekulski inhibitori kinaza)

Src — Sarcoma Proto-Oncogene Tyrosine-Protein Kinase (tirozin-protein-kinaza protoonkogena
sarkoma)

SVR — Support Vector Regression (potporna vektorska regresija)

SVM — Support Vector Machine (metoda potpornih vektora)

SWYV — Square-Wave Voltammetry (voltametrija pravougaonih talasa)

TBM - Template-Based Modeling (modelovanje zasnovano na $ablonu)

Thz — tiazolni klaster

TIP — GRID proba za steri¢ne interakcije

TIP3P — Transferable Intermolecular Potential with 3 Points model vode

TPSA — Topological Polar Surface Area (topoloSka polarna povrSina)

UV — ultravioletna detekcija

UV-VIS — ultravioletno-vidljiva spektroskopija

VAW — van der Waals interakcije

VEGFR - Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (receptor vaskularnog endotelnog faktora
rasta)

VS — Virtual Screening (virtuelni skrining)

XED — eXtended Electron Distribution

zDOPE — Z-Score Normalized Discrete Optimized Protein Energy
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1. UVOD



1.1.  Maligni tumori

Maligni tumori predstavljaju veliku i heterogenu grupu oboljenja koje karakteriSu nekontrolisano
umnozavanje abnormalnih ¢elija, invazija u okolna tkiva i mogu¢nost Sirenja u udaljene organe [1—
3]. Prema najnovijim globalnim procenama, u 2022. godini zabelezeno je priblizno 20 miliona novih
slu¢ajeva malignih tumora i 9,7 miliona smrtnih ishoda, zbog ¢ega ova oboljenja predstavljaju jedan
od vodec¢ih uzroka smrti u svetu [1,2]. EtioloSki, maligni tumor je genetska bolest koja primarno
nastaje usled promena u genima koji kontroliSu nacin na koji ¢elije rastu, dele i prezivljavaju. Ove
promene mogu nastati usled gresaka tokom deobe celija, usled izlaganja faktorima iz zZivotne sredine
koji oste¢uju DNK, ili mogu biti nasledne [3].

Pored genetskih promena, u nastanku i progresiji malignih tumora znac¢ajnu ulogu imaju i epigenetske
promene, odnosno promene u regulaciji ekspresije gena koje uti¢u na fenotip, a ne podrazumevaju
promenu primarne sekvence DNK. Ovi procesi primarno ukljucuju promene u metilaciji DNK,
modifikacije histona, remodelovanje hromatina i regulaciju posredovanu nekodiraju¢im RNK
molekulima [4,5]. Epigenetski poremecaji mogu delovati zajedno sa genetskim promenama i
doprineti izmenjenoj ekspresiji gena ukljucenih u Celijski rast, diferencijaciju i progresiju tumora
[4,6].

Posledice pomenutih genetskih 1 epigenetskih promena primarno se ispoljavaju kroz poremecaj
strogo kontrolisanih mehanizama koji u normalnim uslovima kontroliSu napredovanje kroz éelijski
ciklus i ¢elijsku deobu. Zbog toga je za razumevanje nastanka i progresije malignih tumora znacajno
razumeti osnovne faze ¢elijskog ciklusa. Kod normalne ¢éelije, ¢elijski ciklus obuhvata interfazu, koja
je podeljena na G1 fazu (rast ¢elije 1 priprema za sintezu DNK), S fazu (replikacija DNK), G2 fazu
(priprema za mitozu), nakon koje sledi M faza (mitoza i ¢elijska deoba) [7]. Poremecaj regulacije
¢elijskog ciklusa povezan je sa nenormalnim rastom i umnozavanjem ¢elija u malignom tumoru [3,7].

Iako maligni tumori dele brojna zajednicka bioloska obeleZja, medu njima postoje znacajne razlike u
pogledu ucestalosti, molekulskih karakteristika 1 klinickog ponaSanja. Medu njima, prema svom
epidemioloskom znacaju, posebno mesto zauzima karcinom dojke, koji je u 2022. godini bio najces¢i
maligni tumor kod Zena u svetu, sa oko 2,3 miliona novoobolelih 1 priblizno 670 000 smrtnih ishoda
[1,8]. Karcinom dojke nastaje u tkivu dojke, najéeS¢e u mle€nim kanalima ili malim reZnjima, a za
njegovu klasifikaciju i planiranje terapije od posebnog znacaja su biomarkeri kao $to su estrogenski
receptor (engl. estrogen receptor, ER), progesteronski receptor (engl. progesterone receptor, PR) 1
receptor 2 humanog epidermalnog faktora rasta (engl. human epidermal growth factor receptor 2,
HER2) [9,10].

Jedna od najvaznijih karakteristika progresije malignih tumora jeste sposobnost metastaziranja,
odnosno proces u kojem se neoplasti¢ne ¢elije odvajaju od primarnog tumora, Sire krvnim ili limfnim
putem 1 formiraju sekundarne tumore u drugim tkivima 1 organima. lako metastatski tumori
zadrzavaju osnovne osobine primarnog tumora, metastaza ne predstavlja novi tip malignog tumora,
vec Sirenje ve¢ postojece maligne bolesti, njihovo prisustvo definiSe uznapredovalu fazu bolesti Cije
klini¢ke manifestacije zavise od veli¢ine i lokalizacije sekundarnih lezija [11].

Savremeno le¢enje maligniteta zasniva se na istovremenoj primeni lokalnih i sistemskih terapijskih
pristupa. Lokalni oblici terapije obuhvataju hirurgiju i1 radioterapiju, dok sistemska terapija moze
ukljuciti citotoksi¢nu hemioterapiju, hormonsku terapiju, ciljanu terapiju i imunoterapiju. Izbor
optimalne terapijske strategije predstavlja ishod personalizovanog pristupa koji zavisi od tipa tumora,
klini¢kog stadijuma bolesti, mesta eventualnog Sirenja i opSteg stanja pacijenta [2,12].



1.2. Protein kinaze

Razvoj i progresija mnogih tipova malignih tumora je u korelaciji sa poremecajem celijske
signalizacije posredovane velikim brojem kinaza. Ovi enzimi imaju vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskog
ciklusa, rasta, diferencijacije, prezivljavanja i migracije ¢elija, pa promene koje dovode do njihove
aberantne aktivnosti znac¢ajno doprinose nastanku i progresiji malignih bolesti [13,14]. U zavisnosti
od specificne uloge posmatrane kinaze u regulaciji ¢elijskog ciklusa, dominantni efekti njenih
inhibitora se mogu razlikovati; za pojedine grupe inhibitora je u literaturi opisan zastoj u G1 fazi, dok
su za druge navedeni poremecaji S faze i G2/M kontrolne tacke, kao i blokada mitoze [15-17].
Napredak u razumevanju molekulskih mehanizama celijske signalizacije, zajedno sa razvojem
savremenih strukturnih i bioinformatickih tehnika, omogucio je identifikaciju kinaza kao jedne od
najvaznijih grupa farmakoloskih ciljeva u onkologiji [13,18].

Kinaze predstavljaju veliku grupu enzima koji katalizuju transfer fosfatne grupe sa adenozin
trifosfata (ATP) na odgovarajuci supstrat (Slika 1.1). Iako sve kinaze u osnovi katalizuju istu reakciju
prenosa fosfatne grupe, ovi enzimi pokazuju visok stepen raznolikosti u pogledu specifi¢nosti prema
supstratu, trodimenzionalnoj strukturi i bioloSkim putevima u kojima ucestvuju. Prema prirodi
supstrata mogu se grupisati u vise velikih grupa kao $to su proteinske, lipidne i ugljeno-hidratne
kinaze [19]. Pored ovih glavnih kategorija, prisutne su i brojne metabolicke kinaze, kao $to su
nukleotidne, nukleozidne, vitamin- i druge koenzimske kinaze koje deluju na male molekule i
metabolicke intermedijere [5,6]. Ovakva klasifikacija ukazuje da kinaze nisu ograni¢ene samo na
enzime ukljucene u Celijsku signalizaciju, ve¢ da, kao specificne fosfotransferaze, ucestvuju u
primarnom metabolizmu, biosintezi koenzima i energetskom balansu celije.
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Slika 1.1. Hemijski prikaz reakcije katalizovane kinazama.

Protein kinaze su enzimi koji katalizuju fosforilaciju specificnih proteina i imaju klju¢nu ulogu u
regulaciji brojnih ¢elijskih procesa 1 signalnih puteva [7]. Ve¢ina protein kinaza u svom aktiviranom
obliku podsti¢e proliferaciju, prezivljavanje i migraciju celija, zbog Cega su Cesto povezane sa
karcinogenezom 1 metastazama razli¢itih tipova malignih tumora [4,8,9]. Medutim, zbog njihovih
raznovrsnih fizioloSkih uloga u vitalnim organima i sistemima (poput centralnog nervnog sistema,
bubrega i miokarda), pored uloge u razvoju malignih tumora, poremecaji u fosforilacionim procesima
mogu biti povezani i sa brojnim drugim oboljenjima, ukljucujuci dijabetes tipa II, kardiovaskularne
bolesti, Alchajmerovu bolest i druga neurodegenerativna stanja [10].

1.2.1. Struktura protein kinaza

Protein kinaze poseduju karakteristicnu domensku strukturnu organizaciju u kojoj kataliti¢ki,
odnosno kinazni domen ima centralnu ulogu u fosforilaciji proteina, dok dodatni regulatorni
domeni doprinose kontroli aktivnosti i specificnosti enzima. Ovakva strukturna organizacija
omogucava kinazama da integriSu signale iz viSe izvora, prepoznaju specifi¢ne supstrate, pravilno se
lokalizuju u ¢eliji 1 precizno reguliSu svoju kataliticku aktivnost [11,12]. Knighton 1 saradnici su
1991. godine odredili kristalnu strukturu cikliéni adenozin monofosfat (cAMP)-zavisne protein
kinaze 1 po prvi put detaljno opisali njenu arhitekturu. Ovaj strukturni model postao je osnova za
razumevanje grade 1 organizacije svih do danas poznatih protein kinaza [13].



Kataliticki domen protein-kinaza je visoko konzerviran i poseduje tipi¢nu arhitekturu sastavljenu od
dvareznja (engl. bilobal structure) — N-rezanj (engl. N-lobe) i C-rezanj (engl. C-lobe). Izmedu ovih
poddomena je formirana pukotina koja predstavlja aktivno mesto, unutar kojeg dolazi do vezivanja
ATP-a 1 fosforilacije supstrata. Ova dva reznja povezuje zglobni (engl. hinge) region — kratak
strukturni segment koji omogucava adeninskom prstenu ATP-a da ostvari vodoni¢ne veze sa
proteinom. Ovakva prostorna organizacija je klju¢na za pravilno pozicioniranje supstrata i katalizu
transfera fosfatne grupe [11,14,15].

N-rezanj je kompaktniji i graden od pet antiparalelnih B-lanaca (B1-B5) i jednog a-heliksa (aC).
Izmedu B1 i1 B2 lanca nalazi se glicinom bogata petlja (GxGxxG motiv, P-petlja), koja ucestvuje u
stabilizaciji y-fosfatne grupe molekula ATP-a i njenom pravilnom pozicioniranju u odnosu na
kataliticko mesto [16—19]. Klju¢ni regulatorni element N-reznja je aC-heliks, ¢iji polozaj odreduje
da li je kinaza u aktivnom ili neaktivnom stanju. aC-heliks moze zauzimati dve glavne konformacije:

o oC-unutar (engl. aC-in) konformaciju — karakteristi¢na za aktivno stanje, u kojoj je aC-
heliks usmeren ka katalitickom centru (unutrasnjosti dzepa), pri ¢emu konzervirana
glutaminska kiselina formira jonski most sa bo¢nim lancem lizina iz 3 lanca.

e oC-van (engl. aC-out) konformaciju — tipi¢nu za neaktivno stanje, u kojoj se aC-heliks
udaljava od aktivnog mesta [20,21].

C-rezanj je veceg obima i gradu pretezno ¢ine a-heliksi (aD—al) 1 Cetiri kratka B-lanca (B6—p9). Ovaj
poddomen je odgovoran za prepoznavanje proteinskog supstrata i direktno ucestvuje u kataliticCkom
procesu [17,18,22,23]. C-rezanj sadrzi viSe visoko konzerviranih katalitickih sekvenci, ukljucujucéi
HRD motiv (His-Arg-Asp) u katalitickoj petlji, pri cemu konzervirana asparaginska kiselina deluje
kao kataliticka baza tokom transfera fosfatne grupe [24].

Aktivacioni segment predstavlja jedan od klju¢nih regulatornih delova katalitickog domena
proteinskih kinaza i obuhvata region od DFG motiva (4sp-Phe-Gly) na N-terminalnom kraju do APE
motiva (A/a-Pro-Glu) na C-terminalnom kraju. Unutar ovog segmenta nalazi se aktivaciona petlja,
duga priblizno 20-30 aminokiselina, koja ima centralnu regulatornu ulogu, jer njena fosforilacija
dovodi do konformacionih promena koje omogucavaju ,,otvaranje” aktivnog mesta i vezivanje
proteinskog supstrata [25]. PoCetni DFG motiv ima klju¢nu ulogu u koordinativnom vezivanju Mg*
jona koji je bitan za vezivanje ATP-a i stabilizaciji aktivne konformacije enzima. DFG motiv moZe
zauzeti viSe konformacija:

e DFG-unutar (engl. DFG-in) konformacije — sastoji se od Sest konformacionih klastera, od
kojih je jedan karakteristian za aktivno stanje kinaze, u kojoj je ostatak aspartata okrenut ka
unutras$njosti katalitickog mesta i koordinira Mg>" jon, dok je bo¢ni lanac fenilalanina
upakovan uz ili ispod C-heliksa; preostalih pet klastera konformacija odraZavaju razlicita
neaktivna stanja kinaze.

e DFG-van (engl. DFG-out) konformaciju — karakteristicnu za neaktivno stanje, u kojoj se
fenilalanin rotira ka ATP-vezivnom dZepu, dok se aspartat udaljava iz pozicije neophodne za
koordinaciju Mg?" jona.

e DFG-medu (engl. DFG-inter) konformaciju — intermedijerna orijentacija u kojoj fenilalanin
zauzima poloZzaj van dzepa aC-heliksa, ali ne u potpunosti ka DFG-van konformaciji odnosno
okrenut je uspravno ka B-plo¢ama dele¢i aktivno mesto na dva dela [21,25].

U blizini C-terminalnog kraja aktivacionog segmenta nalazi se P+1 petlja, strukturni element koji
formira dZep u koji se smeSta aminokiselinski ostatak supstrata, neposredno nakon fosforilacionog
(P) mesta [26,27]. PoloZaj ovog mesta supstrata stabilizovan je upravo P+1 petljom, koja prihvata
bo¢ni lanac susedne (P+1) aminokiseline. Fosforilacija specifi¢nih serinskih, treoninskih ili



tirozinskih ostataka u okviru aktivacione petlje dovodi do konformacionih promena koje
omogucavaju vezivanje supstrata.

P+1 petlja je za oF heliks vezana preko APE motiva (Ala-Pro-Glu), koji se nalazi na samom C-
terminalnom kraju aktivacionog segmenta. APE motiv je stabilizovan sonim mostom koji
glutaminska kiselina gradi sa argininom iz C-reznja [25].

Bitan strukturni element C-reznja predstavlja aF-heliks, visoko konzervirana i stabilna struktura
smestena u srediStu katalitickog domena. Na aF-heliks su usidreni glavni kataliticki 1 regulatorni
motivi, ukljucujuéi kataliticku petlju, aktivacioni segment i hidrofobne sklopove koji povezuju N- i
C-rezanj. Aktivna konformacija protein kinaza odredena je organizacijom dve hidrofobne strukture:
regulatorne R-strukturne ose (engl. R-spine) i kataliticke C-strukturne ose (engl. C-spine) [28—
30]. R-strukturna osa je dinamic¢na struktura sastavljena od hidrofobnih aminokiselinskih ostataka
koji poti¢u od oba reznja kinaze (obuhvataju¢i elemente aC-heliksa, B4-lanca, HRD motiva i
aktivacione petlje). U aktivhom stanju ovi ostaci se poravnavaju u kontinuirani hidrofobni stub, ¢ime
stabilizuju polozaj aC-heliksa u aktivnoj (,,aC-unutar”) konformaciji i uredenu geometriju
aktivacione petlje u kojoj DFG-motiv zauzima aktivnu (,,DFG-unutar®) orijentaciju. Poravnanje R-
strukturne ose predstavlja kljucni strukturni dogadaj koji odreduje prelazak kinaze iz aktivnog u
neaktivno stanje 1 obrnuto. Nasuprot tome, C-strukturna osa je stabilna hidrofobna osovina koja se
kompletira vezivanjem adeninskog dela ATP-a. Time se priblizavaju N- i C-rezanj i stabilizuje
kataliticko jezgro kinaze, ukljucujuéi 1 aktivou geometriju u kojoj su aC-heliks i DFG-motiv pravilno
orijentisani za katalizu.

Kada su R- i C-strukturne ose pravilno formirane, N- i C-rezanj se orijentiSu tako da definiSu
kataliticku pukotinu. U toj pukotini nalazi se ATP-vezivno mesto koje obuhvata viSe strukturno i
funkcionalno razlicitih regiona. Ova pukotina je sa gornje strane definisana f-plocama oba reznja,
dok bocne zidove formiraju C-heliks i1 pocetni deo aktivacione petlje, ¢ime se ATP-vezivno mesto
prostorno integriSe sa elementima neophodnim za aktivaciju kinaze [46]. Regioni koji ¢ine ATP-
vezivno mesto su:

1. Zglobni region (engl. hinge region)

Drugi naziv je 1 adeninski region, s obzirom da adeninski prsten ostvaruje klju¢ne vodoni¢ne
veze sa glavnim lancem enzima. N-1 prstena kao donor i vodonik iz N-6 amino grupe adenina
kao akceptor interaguju sa N-H 1 karbonilnim grupama okosnice zglobnog regiona. Ove
vodoni¢ne veze predstavljaju strukturnu osnovu za vezivanje veéine ATP-kompetitivnih
inhibitora kinaza, jer veliki broj njih imitira adeninski prsten ATP-a 1 zadrZava jednu ili obe
interakcije [47,48].

2. Region za smestaj riboze (engl. sugar pocket)

Ovaj region se nalazi u prostoru gde se vezuje ribozni deo ATP-a. U vecini kinaza pokazuje
hidrofilni karakter, obezbedujuéi stabilizaciju hidroksilnih grupa Secera putem mreze
vodoni¢nih veza, mada kod nekih kinaza, moze sadrzati hidrofobniji aminokiselinski ostatak
[49].

3. Hidrofobni dzep (dZep selektivnosti)
Ovaj dZep se nalazi neposredno pored zglobnog regiona i prirodno ostaje slobodan prilikom

vezivanja ATP-a. Upravo zato predstavlja klju¢nu oblast za dizajn selektivnih inhibitora
kinaza, koji svojim bo¢nim supstituentima mogu da prodru u ovaj prostor [48,50].



4. Hidrofobni kanal

Ovaj kanal predstavlja produzetak ATP-vezivnog mesta koji je otvoren ka rastvoru i ne
ucestvuje u vezivanju ATP-a. Medutim, mnogi inhibitori koriste ovaj region kako bi povecali
afinitet vezivanja produzenjem molekula u ovaj deo prostora [34].

5. Region za vezivanje fosfatnih grupa

U ovom delu se vezuje trifosfatni deo ATP-a. Trifosfatna grupa se stabilizuje unutar dzepa
dejstvom karakteristi¢ne P-petlje i nizom baznih aminokiselinskih ostataka, dok konzervirani
aspartat iz DFG-motiva ima klju¢nu ulogu u deprotonaciji hidroksilne grupe supstrata tokom
katalitickog procesa [32,35,36].

Aktivna konformacija protein kinaza je odredena pravilnim poravnanjem R- i C-strukturnih osa,
stabilizacijom aC-heliksa u aC-unutar poloZzaju i DFG-motiva u DFG-unutar orijentaciji. U ovom
stanju dolazi do formiranja jonskog mosta izmedu glutaminske kiseline iz aC-heliksa i konzerviranog
lizina iz B3-lanca, ¢ime se omogucava pravilno pozicioniranje a- i B-fosfata ATP-a [32,53].
Aktivaciona petlja je otvorena i formira supstratni zljeb, dok asparaginska kiselina iz DFG-motiva
koordinira Mg?>* jon 1 stabilizuje y-fosfat ATP-a tokom katalize [27,54]. Glicinom bogata P-petlja
dodatno stabilizuje trifosfatni deo ATP-a. Nasuprot tome, neaktivna stanja kinaza obuhvataju vise
razli¢itih konformacija, najceS¢e karakterisanih zatvaranjem aktivacione petlje 1 prekidanjem Glu—
Lys jonskog para usled pomeranja aC-heliksa u aC-van polozaj [38]. U tipi¢noj neaktivnoj DFG-van
konformaciji, fenilalanin iz DFG-motiva rotira ka hidrofobnom dzepu i zauzima prostor ATP-
vezivnog mesta, dok se asparaginska kiselina udaljava iz pozicije potrebne za koordinaciju Mg jona,
¢ime se spreCava vezivanje ATP-a [41]. Ove strukturne reorganizacije predstavljaju osnovu
funkcionalne regulacije kinaza i1 odreduju selektivnost inhibitora koji stabilizuju odredene
konformacije katalitickog domena [55,56].

R-strukturna osa proteinskih kinaza izgradena je od niza visoko konzerviranih hidrofobnih
aminokiselinskih ostataka, oznacenih kao RS (engl. regulatory spine) rezidue, koje su rasporedene u
oba reznja kataliticCkog domena. Njithovo pravilno prostorno poravnanje predstavlja strukturni znak
aktivne konformacije kinaze i obezbeduje formiranje lokalnog hidrofobnog jezgra koje funkcionalno
povezuje N- 1 C-rezanj enzima [57]. Pored uloge u stabilizaciji aktivnog stanja, pojedine RS rezidue
—narocito RS2 iz C-reznja i RS3 iz N-reZnja — imaju dodatni strukturni znacaj jer njihovi bo¢ni lanci
ucestvuju u definisanju specificnih hidrofobnih Supljina unutar katalitickog domena [57,58]. U
aktivnoj konformaciji kinaze, RS2 1 RS3 su integralni deo hidrofobnog jezgra R-regulatorne ose i u
potpunosti popunjavaju ove Supljine, Cime one ostaju strukturno zatvorene i nedostupne za vezivanje
liganada. U odredenim neaktivnim konformacijama, medutim, dolazi do pomeranja RS2 ili RS3
rezidua iz hidrofobnog jezgra R-regulatorne ose, §to rezultuje oslobadanjem ovih prostora 1
formiranjem tzv. RS2 1 RS3 dZepova. Ovi dZepovi predstavljaju konformaciono indukovane
hidrofobne Supljine koje funkcionalno prosiruju ATP-vezivno mesto i stvaraju dodatne moguénosti
za selektivno vezivanje inhibitora. RS3 dzep se formira kao posledica pomeranja aC-heliksa u aC-
van polozaj, pri ¢emu RS3 napusta svoju poziciju u R-strukturnoj osi, dok se RS2 dzep otvara u DFG-
van 1 DFG-medu konformacijama usled rotacije fenilalanina iz DFG motiva i njegovog udaljavanja
1z hidrofobnog jezgra [57].

Posebnu ulogu u stabilizaciji ovog lokalnog hidrofobnog sistema ima aminokiselinski ostatak koji
kontroliSe pristup hidrofobnom dzepu, tzv. gatekeeper rezidua, smeStena na kraju P5-lanca, u
neposrednoj blizini RS3 dZepa. Gatekeeper rezidua predstavlja deo hidrofobnog omotaca odnosno
tzv. shell strukture koja okruzuje N-rezanj u okviru R-stuba i doprinosi stabilnosti RS3 rezidue i
polozaja aC-heliksa [58,59]. Njena veli¢ina 1 hidrofobnost uti¢u na ravnotezu izmedu aktivnih 1



neaktivnih konformacija kinaze, kao i na pristupac¢nost RS2 1 RS3 dzepova, ¢ime gatekeeper rezidua
ima klju¢nu ulogu u modulaciji selektivnosti vezivanja inhibitora [60].

Detaljno poznavanje arhitekture ATP-vezivnog mesta, kao i prostorne i konformacione dinamike
okolnih hidrofobnih dzepova, predstavlja osnov za racionalni dizajn selektivnih kinaznih inhibitora
koji ciljaju specificna konformaciona stanja katalitickog domena i omogucavaju finu modulaciju
kinazne aktivnosti.

1.2.2. Podela protein kinaza

Humane protein kinaze se, prema supstratnoj specifi¢nosti, mogu podeliti u dve glavne grupe:
serin/treonin-kinaze, koje fosforilisu serinske i treoninske ostatke, i tirozin-kinaze, koje katalizuju
fosforilaciju tirozinskih ostataka [37]. Osnovne razlike izmedu tirozin- i serin/treonin-kinaza odnose
se na arhitekturu mesta vezivanja supstrata. Posto je bo¢ni lanac tirozina za priblizno 4 A veéi od
bocnih lanaca serina i treonina, tirozin-kinaze poseduju prosiren i produzen deo peptidnog vezujuceg
mesta, dok serin/treonin-kinaze imaju kompaktniji i geometrijski ogranicen dzep prilagoden manjim
bo¢nim lancima serina i treonina [38].

S obzirom na to da su hidroksilne grupe serinskog i treoninskog ostatka vezane za -ugljenikov atom,
njihova fosforilacija se odvija slicnim katalitickim mehanizmom. Kod serin/treonin-kinaza,
fosforilabilni serinski ili treoninski ostatak supstrata ostvaruje interakcije sa polipeptidnom
okosnicom (engl. backbone) enzima u blizini C-terminalnog dela aktivacionog segmenta. Bazni
ostaci na N-terminalnom delu supstrata ostvaruju dodatne elektrostaticke interakcije sa kiselim
ostacima u C-reznju kinaze. Supstrat se stabilizuje 1 precizno orijentiSe koordinisanim delovanjem
serina iz P-petlje, lizina iz katalitiCke petlje i treonina iz P+1 petlje, Sto omogucéava pravilno
pozicioniranje hidroksilne grupe serina ili treonina u odnosu na y-fosfatnu grupu ATP-a i efikasan
prenos fosfatne grupe [25,53,61].

Kod tirozin-kinaza, tirozinski ostatak u P+1 petlji ne stabilizuje se preteZzno interakcijama sa
polipeptidnom okosnicom, ve¢ dominantno putem bo¢nih lanaca aminokiselina enzima. Neposredno
nakon DFG motiva nalazi se region koji sadrZi tri fosforilaciona mesta za tirozin. Supstrat se orijentiSe
tako da jedan tirozinski ostatak zauzima P-mesto, dok se naredni nalazi u P+1 poziciji. Bo¢ni lanac
prolina u P+1 petlji formira rigidnu hidrofobnu povrsinu na koju naleZe aromati¢ni prsten tirozina,
¢ime se obezbeduje pravilno pozicioniranje supstrata. Aromati¢ni prsten tirozina dodatno se
stabilizuje interakcijama sa konzerviranim baznim 1 aromati¢nim ostacima u katalitickoj petlji
[25,53,61,63].

Protein kinaze se takode, na osnovu primarne sekvence i o¢uvanih strukturnih karakteristika kinaznog
domena, mogu podeliti na eukariotske (ePK) i atipi¢ne (aPK) protein kinaze (Slika 1.2) [64—66].
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Slika 1.2. Sematski prikaz kinoma (celokupnog skupa protein kinaza koje su kodirane genomom):

A) ePK i B) aPK. Prilagodeno na osnovu prikaza Cell Signaling Technology, Inc.
(www.cellsignal.com).

ePK karakteriSu visoko konzervirani strukturni motivi, ukljuujuéi GxGxxG motiv u P-petlji,
kataliticki HRD motiv i DFG motiv na pocetku aktivacione petlje, kao i pravilno organizovani
hidrofobni elementi R- i C-strukturnih osa koji stabilizuju aktivnu konformaciju [32,44]. Na osnovu
filogenetskih odnosa, ePK se klasifikuju u devet glavnih grupa, koje se dalje dele na veéi broj familija
[66,67]:

l.

TK — tirozin kinaze (engl. Tyrosine Kinases)

Tirozin-kinaze predstavljaju najvecu 1 klini€ki najznaajniju grupu protein-kinaza, a
obuhvataju receptorske tirozin-kinaze (RTK) 1 nereceptorske tirozin-kinaze. Ovi enzimi imaju
kljucnu ulogu u regulaciji Celijske proliferacije, diferencijacije i angiogeneze.

Medu najvaznijim receptorskim tirozin-kinazama izdvajaju se receptor epidermalnog faktora
rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), receptor humanog epidermalnog
faktora rasta 2 (engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER2, ErbB2), receptori
fibroblastnog faktora rasta (engl. Fibroblast Growth Factor Receptor, FGFR1-4), receptori
faktora rasta derivata trombocita (engl. Platelet-Derived Growth Factor Receptor, PDGFR),
receptori vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor, VEGFR1-3), insulinski receptor (IR), kao 1 receptor za insulinu sli¢an faktor rasta
1 (IGFIR) [65,68].

U grupu nereceptorskih tirozin-kinaza spadaju Abelsonova protoonkogena tirozin-protein
kinaza (ABL1), naro¢ito u svom fuzionom obliku BCR—ABL (engl. breakpoint cluster region,
BCR), zatim tirozin-protein kinaza protoonkogena sarkoma (engl. Sarcoma proto-oncogene
tyrosine-protein kinase, Src), kao 1 ostali ¢lanovi Src-kinaza. Takode, znacajni predstavnici
ove grupe su anaplasti¢na limfomska kinaza (ALK) 1 Janus kinaze (JAK1-3), ukljucujuéi 1
tirozin-kinazu 2 (TYK2) [65].

2. TKL - kinaze sli¢ne tirozin kinazama (engl. Tyrosine-Kinase—Like kinases)
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TKL kinaze strukturno podsecaju na tirozin-kinaze, ali dominantno fosforiliSu serinske i
treoninske ostatke. Najvazniji predstavnici ove grupe su kinaze ,,ubrzanog fibrosarkoma*
(engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma kinases, RAF), uklju¢ujué¢i A-RAF, B-RAF i1 C-
RAF, koje imaju centralnu ulogu u signalnoj kaskadi mitogenom aktivirane protein-kinaze
(MAPK). U ovu grupu spadaju i kinaze meSovite linije (engl. Mixed Lineage Kinases, MLK),
ukljucuju¢i MAP3K9-13, kao i receptor-interagujuce protein-kinaze (RIPK) [65,69].

STE — MAPK moduliSuc¢e kinaze (engl. homologs of yeast Sterile 7, Sterile 11 and Sterile 20
kinases)

STE kinaze obuhvataju STE11-, STE7- 1 STE20-homologne kinaze, koje formiraju
hijerarhijski organizovane MAPK kaskade. Ove kaskade uklju¢uju MAP kinaza kinaza kinaze
(MAP3K), MAP kinaza kinaze (MAP2K), kao sto su MAPK/ERK kinaze 1 1 2 (MEK1/2),
kao i MAP kinaza kinaza kinaza kinaze (MAP4K). Pored njih, u ovu grupu spadaju p21-
aktivirane kinaze (PAK) 1 STE20-sli¢ne kinaze sisara (MST), koje uc€estvuju u regulaciji rasta,
polariteta i odgovora na ¢elijski stres [70,71].

. CKI1 —kazein kinaze 1 (engl. Casein Kinase 1 family)

CK1 kinaze predstavljaju evolutivno konzerviranu porodicu konstitutivno aktivnih
serin/treonin kinaza. Najznacajniji ¢lanovi su kazein-kinaza 1 delta (CK19) i kazein-kinaza 1
epsilon (CKleg), koje ucestvuju u regulaciji Wnt signalizacije (signalni put nazvan prema
genima wingless kod Drosophila melanogaster i int-1 kod sisara, znacajan za regulaciju
proliferacije, diferencijacije 1 sudbine ¢elija) cirkadijalnog ritma i organizacije citoskeleta
[72,73].

. AGC — PKA/PKG/PKC familija

AGC familija protein-kinaza, nazvana prema protein-kinazi A (PKA), protein-kinazi G (PKG)
1 protein-kinazi C (PKC), obuhvata kinaze regulisane cikliénim nukleotidima i lipidnim
glasnicima. U ovu grupu spadaju 1 protein-kinaza B (AKT/PKB), ribozomalna S6 kinaza
(RSK) 1 kinaza ribozomalnog proteina S6 (S6K). Takode, znacajni ¢lanovi AGC familije su
Rho-asocirane protein-kinaze (ROCK1 1 ROCK?2), koje imaju vaznu ulogu u regulaciji
citoskeletne dinamike [74].

. CAMK - Ca?*"/kalmodulin-zavisne kinaze

CAMK kinaze, Ciji je naziv izveden iz engleskih pojmova calmodulin (CaM) 1 kinase (K),
obuhvataju CaMK tipa I (CaMKI), CaMK tipa II (CaMKII) i CaMK tipa IV (CaMKIV), koje
ucestvuju u regulaciji neurotransmisije, kontrakcije misi¢a 1 ¢elijskog metabolizma. U ovu
funkcionalnu grupu Cesto se svrstava i AMP-aktivirana protein-kinaza (AMPK), kao i
kontrolne kinaze ¢elijskog ciklusa 112 (CHK1/CHK?2) [75].

. CMGC - CDK/MAPK/GSK3/CLK familije

CMGC grupa kinaza ukljucuje ciklin-zavisne kinaze (CDK1-9), mitogenom aktivirane
protein-kinaze (MAPK), medu kojima su ekstracelularnim signalima regulisane kinaze
(ERK), c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) i p38 MAP kinaze, kao 1 glikogen-sintaza kinaza 3
(GSK-3) 1 CDC-sli¢ne kinaze (CLK). Ovi enzimi imaju klju¢nu ulogu u regulaciji ¢elijskog
ciklusa, transkripcije i odgovora na stres [65,76].

. RGC —receptorske gvanilat-ciklaze



RGC kinaze ¢ine receptor natriuretickog peptida 1 (NPR1, gvanilat-ciklaza A) i receptor
natriuretickog peptida 2 (NPR2, gvanilat-ciklaza B). Iako poseduju domen homologan
katalitickom domenu eukariotskih protein-kinaza, ovi receptori funkcioniSu kao gvanilat-
ciklaze [77].

Ostale ePK kinaze

Ostale eukariotske protein-kinaze obuhvataju raznoliku grupu enzima koji poseduju
karakteristiC¢an nabor (engl. protein fold) eukariotskih protein-kinaza, ali se ne mogu svrstati
u prethodno definisane glavne grupe. U ovu kategoriju spadaju Aurora kinaze (Aurora
kinases), polo-sli¢ne kinaze (PLK1-4, Polo-like kinases), kao i WEEI kinaza (WEEI, engl.
G2 checkpoint kinase) 1 NIMA-srodne kinaze (NEK kinaze, engl. Never In Mitosis A (NIMA)-
related kinases). Ove kinaze imaju znacajnu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa, mitoze i
organizacije citoskeleta [78].

Nasuprot ePK, aPK pokazuju veoma nisku sekvencijsku sli¢nost, ali uprkos tome uglavnom
zadrzavaju strukturu sac¢injenu od dva reznja. Konzervirani glicini ¢esto nedostaju u P-petlji, a umesto
HRD, motiva, zamenom polozaja histidina i arginina imaju formiran DRH motiv [79]. Ove razlike
odrazavaju evolutivno razdvajanje ePK i1 aPK i povezane su sa razlikama u njihovoj regulaciji, kao i
u nacinu vezivanja ATP-a i inhibitora. U grupu aPK spadaju [80]:

1.

Alfa kinaze

Alfa kinaze primarno fosforiliSu serinske/treoninske ostatke na o-heliksu. Uklju€ene su u
translaciju proteina, homeostazu Mg?* jona, intracelularni transport, kao i migraciju, adheziju
1 proliferaciju ¢elija. Humani genom kodira viSe alfa kinaza medu kojima su eEF2K
(eukariotska kinaza elongacionog faktora 2 kod Caenorhabditis elegans), alfa-kinaza 1
(limfocitna alfa-kinaza, LAK ili ALPK1), alfa-kinaza 2 (sr¢ana alfa-kinaza, HAK ili ALPK2)
1 alfa-kinaza 3 (miSi¢na alfa-kinaza, MAK ili ALPK3), prvobitno nazvane prema tkivu u kome
su identifikovane [81].

PIKK kinaze (protein-kinaze srodne fosfatidilinozitol-3-kinazama)

PIKK kinaze ucestvuju u regulaciji odgovora na oStecenje DNK, signalnih puteva zavisnih
od dostupnosti nutrijenata, kao i u procesu kontrole kvaliteta mRNK, ukljuc¢ujuéi razgradnju
transkripata sa prevremenim stop-kodonima (engl. nonsense-mediated mRNA decay, NMD).
U ovu porodicu kinaza spadaju ATM (ataksija-telangiektazija mutirana kinaza), ATR (ATM-
1 Rad3-srodna kinaza), DNA-PKcs (kataliti¢ka podjedinica DNK-zavisne protein-kinaze),
mTOR (mehanisticka meta rapamicina, engl. mechanistic target of rapamycin, ranije
mammalian target of rapamycin) 1 SMG1 (engl. suppressor with morphogenetic effect on
genitalia 1) [82]. Poseban znacaj u ¢Celijskoj signalizaciji ima mTOR, serin/treonin protein-
kinaza koja deluje u okviru dva strukturno i funkcionalno razli¢ita kompleksa: mTORC1
(engl. mechanistic target of rapamycin complex 1) i mMTORC2 (engl. mechanistic target of
rapamycin complex 2). Kompleks mTORCI1 integriSe signale povezane sa dostupnoscu
nutrijenata, energetskim statusom, faktorima rasta i stresom, i reguliSe sintezu proteina, rast
¢elije, metabolizam 1 autofagiju. Nasuprot tome, mTORC2 wucestvuje u regulaciji
prezivljavanja Celija, organizacije aktinskog citoskeleta, metabolizma i proliferacije, izmedu
ostalog preko fosforilacije ¢lanova AGC porodice kinaza, ukljucuju¢i AKT [83,84].

3. PDK (PHDK) kinaze (piruvat-dehidrogenaza kinaze)
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Kinaza piruvat-dehidrogenaze (PDK) reguliSe aktivnost mitohondrijskog kompleksa piruvat-
dehidrogenaze, ¢ime povezuje glikolizu sa ciklusom trikarboksilnih kiselina i produkcijom
ATP-a. PDK pripadaju serin/treonin kinazama i postoje Cetiri izoforme (PDK1-4) [85].

4. RIO kinaze (engl. right open reading frame kinases)

RIO kinaze su atipi¢ne protein-kinaze ¢ija je primarna uloga biogeneza ribozoma, uz dodatne
regulatorne funkcije u celiji. Naziv RIO poti¢e iz rane genske anotacije u kvascu
(Saccharomyces cerevisiae) 1 oznacava tzv ,right open reading frame*, odnosno otvoreni
okvir Citanja (dela gena koji kodira protein) definisan na osnovu relativnog polozaja u
genomu. Ovoj grupi pripadaju tri izoforme ovog enzima (RIO1-3) [86].

5. BRD kinaze — bromodomen-sadrzavajuce kinaze (engl. bromodomain-containing kinases)

Kinaze koje sadrze bromodomen (BRD) ucestvuju u formiranju transkripcionih regulatornih
kompleksa tako $to prepoznaju acetil-lizinske oznake na histonima. Ovi kompleksi zatim
reguliSu ekspresiju odredenih proteina i dovode do specificnih promena u ¢elijskom fenotipu.
U humanom organizmu postoje BRD2-4 kao i BRDT [87].

6. ABCI kinaze (kinaze koje sadrze ABC1 (engl. the absence of bcl complex) domen);

ABCI1 familija, poznata i kao ADCK (engl. AarF domain-containing kinases) familija,
obuhvata grupu atipi¢nih protein-kinaza koje su primarno ukljucene u mitohondrijalnu
funkciju 1 biosintezu koenzima Q (ubihinona). U humanom organizmu identifikovano je pet
¢lanova ABC1 familije: ADCK1, ADCK2, ADCK3 (COQ8A), ADCK4 (COQ8B) i ADCKS5
[88,89].

7. TIF1 kinaze — kinaze transkripcionog posrednickog faktora 1 (engl. transcriptional
intermediary factor 1 kinases)

TIF1 familija obuhvata hromatin-vezane regulatore transkripcije iz TRIM porodice, koji
putem PHD-bromodomena prepoznaju histonske modifikacije 1 ucestvuju u odgovoru na
oste¢enje DNK, remodelovanju hromatina i regulaciji ¢elijskog ciklusa. Kod ¢oveka ovu
familiju ¢ine TRIM24 (TIFla), TRIM28 (TIF1B/KAP1), TRIM33 (TIF1y) i TRIM66 (TIF15),
a njihov poremecaj regulacije je povezan sa razvojem razli¢itih karcinoma [90].

8. Ostale aPK kinaze

U grupu aPK dodatno spadaju FASTK kinaze (Fas-aktivisana serin/treonin kinaza), BCR
kinaze (protein vezan sa Abl u hroni¢noj mijelogenoj leukemiji), TAF kinaze (faktor povezan
sa TATA-vezivnim proteinom) i A6 kinaze (dva humana gena, A6 1 A6r) [80].

Strukturna raznolikost i1 konzerviranost katalitickog domena protein kinaza omogucavaju preciznu
regulaciju fosforilacionih signalnih puteva. Medutim, poremecaji u regulaciji njihove aktivnosti
dovode do patoloske aktivacije razliitih kaskada i1 razvoja brojnih oboljenja. Razumevanje
strukturnih 1 funkcionalnih osobina protein kinaza zato predstavlja osnovu za racionalni dizajn i
selektivno dejstvo njihovih inhibitora.

1.2.3. Inhibitori protein kinaza

Kinaze su intenzivno istrazivana ciljna mesta u okviru antineoplastika, kao 1 drugih
farmakoterapijskih grupa. PatoloSki izmenjena aktivnost protein kinaza, nastala usled mutacija,
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pojacane ekspresije ili genetskih promena, predstavlja jedan od osnovnih mehanizama ukljuc¢enih u
nastanak i progresiju tumora. Zbog svoje centralne uloge u regulaciji ¢elijskog ciklusa, proliferacije,
angiogeneze, migracije i apoptoze, protein kinaze su postale vazne terapijske mete u savremenoj
onkologiji [18].

Iz tog razloga razvijen je veliki broj malih molekulskih inhibitora kinaza (engl. small-molecule
kinase inhibitors, SMKI) koji deluju vezivanjem u ATP-vezuju¢em dzepu, alosternim
modifikovanjem konformacije katalitickog domena ili kovalentnim vezivanjem za specifi¢ne
aminokiseline u aktivnom mestu enzima [91]. SMKI omogucavaju selektivnu inhibiciju patoloski
aktiviranih signalnih puteva, kao §to su MAPK i PI3K/AKT/mTOR signalni putevi, kao i druge
receptor-tirozin-kinazne signalizacije posredovane EGFR i1 VEGFR, i citokinska JAK/STAT
signalizacija, ¢ime se postiZe supresija tumorskog rasta i angiogeneze uz relativno selektivan efekat
na maligne Celije [92-94]. Pored malih molekula, vece strukture kao $to su monoklonska antitela
(engl. monoclonal antibodies, mAbs), nanotela (engl. nanobodies) 1 peptidi se takode razvijaju u
ove svrhe [13].

U novembru 2025. godine je Uprava za hranu 1 lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
Sjedinjenih Americ¢kih Drzava odobrila stoti po redu SMKI za klinicku upotrebu [95], dok se vise od
400 oralnih kinaznih inhibitora nalazi u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja, §to ovu grupu lekova
¢ini jednom od najbrze rastuéih kategorija ciljane terapije u onkologiji [18].

SMKI se prema nacinu vezivanja za kinazni domen klasifikuju u Sest osnovnih tipova [57,96]. Prve
tri klase obuhvataju ATP-kompetitivne inhibitore. Inhibitori tipa I, vezuju se za aktivnu DFG-unutar,
aC-unutar konformaciju enzima, dok tip 12 se vezuje za inaktivhu DFG-unutar, aC-van
konformaciju. Kako je aktivho ATP mesto visoko konzervirano medu razli¢itim protein kinazama,
ovi ATP-kompetitivni inhibitori pokazuju nizak stepen selektivnosti, §to moze dovesti do van-ciljnih
(engl. off-target) nezeljenih efekata. Tip II inhibitora se vezuje za DFG-van (aC-unutar ili aC-van)
konformaciju kinaze u nefosforilisanom ATP katalitiClkom mestu [97,98]. Tip I'2 inhibitori
produbljuju svoje vezivanje zauzimanjem otvorenog RS3 dZepa, dok tip II inhibitori koriste otvoreni
RS2 dzZep, stabilizuju¢i DFG-van stanje 1 time postizu selektivnost za odredene kinaze [57].

Inhibitori tipa I, I'2 1 I mogu se dodatno podeliti na podtipove A i B. Inhibitori podtipa A vezuju se
u prednjem Zljebu, zadnjem Zljebu, kao 1 u blizini gatekeeper rezidue, dok inhibitori podtipa B ne
prodiru u zadnji zZljeb [96].

Inhibitori tipa II1 1 IV su alosterni inhibitori koji se vezuju izvan ATP-vezujuceg mesta. Inhibitori tipa
III se vezuju za alosterno mesto u blizini ATP-vezujuceg, dok se inhibitori tipa IV vezuju za dzep
udaljen od ATP-vezuju¢eg mesta. Inhibitori koji istovremeno premos¢uju dva regiona protein kinaze
(bivalentni inhibitori) se oznacavaju kao tip V, dok inhibitori koji formiraju ireverzibilnu kovalentnu
vezu sa reaktivnom aminokiselinom iz katalitickog mesta, najceS¢e cisteinskim ostatkom,
predstavljaju tip VI inhibitora [96,99,100].

Imatinib (N-(4-metil-3-{[4-(piridin-3-il)pirimidin-2-iljJamino}fenil)-4-[(4-metilpiperazin-1-
i)metil]benzami) (Slika 1.3A) je 2001. godine odobren kao prvi inhibitor BCR-ABL tirozin kinaze
koji predstavlja derivat 2-fenilaminopirimidina i1 pripada tipu II inhibitora. Imatinib obuhvata
indikacije kao $to su Philadelphia hromozom-pozitivna hroni¢na mijeloidna leukemija, relapsna ili
refraktorna Philadelphia hromozom-pozitivna akutna limfoblastna leukemija kod odraslih,
gastrointestinalni stromalni tumori i mijelodisplasti¢ne/mijeloproliferativne bolesti [101]. Nilotinib
(Slika 1.3B) je potentniji BCR-ABL inhibitor tipa II od imatiniba, takode sa 2-
fenilaminopirimidinskom farmakoforom. Medutim, njegova primena povezana je sa vaznim
bezbednosnim ogranicenjima, ukljucujuéi rizik od produzenja QT intervala, klini¢ki znacajne

12



interakcije sa hranom 1 interakcije sa jakim inhibitorima CYP3A4, budu¢i da se nilotinib primarno
metaboliSe preko ovog izoenzima, pa njegova inhibicija moze povecati izlozenost nilotinibu [102].

B)

A
[j /3

N /NTNH N

Slika 1.3. Strukturne formule A) imatiniba i B) nilotiniba.

Erlotinib (N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoksietoksi)hinazolin-4-amin), gefitinib (N-(3-hloro-4-
fluorofenil)-7-metoksi-6-[3-(morfolin-4-il)propoksi]hinazolin-4-amin), lapatinib (N-{3-hloro-4-
[(3-fluorofenil)metoksi]fenil } -6-(5- {[(2-metansulfoniletil)amino Jmetil } furan-2-il)hinazolin-4-
amin)i afatinib ((2E)-N-{4-[(3-hloro-4-fluorofenil)amino]-7-[(3S)-oksolan-3-iloksi]hinazolin-6-
il}-4-(dimetilamino)but-2-enamid) (Slika 1.4) su inhibitori koji ciljaju EGFR/HER kinazu, pri ¢emu
su prva tri reverzibilni inhibitori prve generacije - erlotinib istovremeno pripada tipu I i tipu /2B
inhibitora, gefitinib pripada tipu I inhibitora, lapatinib pripada tipu ['2A, dok je afatinib ireverzibilni
inhibitor druge generacije - pripada tipu VI inhibitora [103]. Svi su derivati 4-anilinohinazolina.
Erlotinib se koristi za le¢enje nesitnocelijskog karcinoma pluca (engl. Non-Small Cell Lung Cancer,
NSCLC) povezanog sa EGFR mutacijama [104], dok je afatinib pored te indikacije odobren i1 za
metastatski skvamozni NSCLC nakon progresije posle hemioterapije zasnovane na platini. Afatinib
je elektrofilni agens koji kovalentno 1 ireverzibilno vezuje EGFR, produzava ukupno prezivljavanje
1 moZze da odloZi pojavu rezistentnih mutacija kod malignih tumora [105]. Gefitinib se koristi za
NSCLC koji ne reaguje na druge terapije [106]. Lapatinib je dvostruki EGFR/HER?2 inhibitor, koji se
u kombinaciji sa kapecitabinom (prolek 5-fluorouracila, inhibitor timidilat-sintaze) koristi za HER2+
karcinom dojke [107]. I lapatinib i erlotinib mogu generisati CYP-posredovane hepatotoksicne
metabolite — elektrofilna hinoniminska i fenolna jedinjenja [106,108].

13



cl
F
HN N O . HN
\O/\/O | Sy ~ TN Y
A N) c|> N)
Q) D)
F
02540 al SN cl
- 3 F
HN | o
/0 HN HN
o N HN Sy
) {_] J
g 0 N

Slika 1.4. Strukturne formule A) erlotiniba, B) gefitiniba, C) lapatiniba i D) afatiniba.

AKsitinib (N-metil-2-({3-[(E)-2-(piridin-2-il)etenil]-1H-indazol-6-il}sulfanil)benzamid) i
nintedanib (metil (3Z)-3-[({4-IN-metil-2-(4-metilpiperazin-1-
il)acetamido]fenil}amino)(fenil)metiliden]-2-okso-2,3-dihidro-1H-indol-6-karboksilat)  (Slika
1.5) su tip I inhibitori VEGFR kinaza. Aksitinib je derivat indazola i selektivni VEGFR inhibitor
druge generacije za lecenje uznapredovalog karcinoma bubrega [109]. Nintedanib je indolinonski
derivat koji pored VEGFR cilja1 FGFR 1 PDGFR, pa se smatra trostrukim angiokinaznim inhibitorom
kljuénih puteva angiogeneze [110]. Aktivno se koristi protiv NSCLC 1 idiopatske pluéne fibroze
[111,112]. Atomi azota i kiseonika indolinonske grupe nintedaniba formiraju vodoni¢ne veze u
zglobnom regionu ATP-vezuju¢eg mesta, §to doprinosi njegovom vezivanju za srodne receptorske
tirozin-kinaze uklju¢ene u angiogenezu [110,113].

B) O L
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Slika 1.5. Strukturne formjule A) aksitiniba i B) nintedaniba.

Krizotinib (3-[(1R)-1-(2,6-dihloro-3-fluorofenil)etoksi]-5-[1-(piperidin-4-il)-1H-pirazol-4-
il]piridin-2-amin) (Slika 1.6) je tip I inhibitor anaplasti¢ne limfomske kinaze (ALK). To je derivat
aminopiridina koji se koristi u terapiji ALK-pozitivnog NSCLC. Njegova aminopiridinska osnova
formira vodoni¢ne veze sa aminokiselinama u zglobnom regionu, dok metil grupa ulazi u hidrofobni
dzep ALK [114]. Budu¢i da krizotinib slabo prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru, njegova aktivnost
u kontroli mozdanih metastaza kod ALK-pozitivnog NSCLC je ograni¢ena [115].

Slika 1.6. Strukturna formula krizotiniba

Ruksolitinib ((3R)-3-ciklopentil-3-(4-{7H-pirolo[2,3-d|pirimidin-4-il}-1H-pirazol-1-
ipropanenitril) (Slika 1.7A), tip I inhibitor JAK1/JAK2 kinaza, je derivat pirazola sa
pirolopirimidinskom jedinicom. Odobren je za lecenje mijeloproliferativnih neoplazmi, ukljucujuci
mijelofibrozu 1 policitemiju veru. Palbociklib (6-acetil-8-ciklopentil-5-metil-2-{[S-(piperazin-1-
il)piridin-2-iljJamino}-7H,8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-on) (Slika 1.7B) je inhibitor CDK4/6
kinaza, derivat piperazin-piridopirimidina. ViSe farmakofora (piperazinski kraj, N8 ciklopentilni
prsten piridopirimidina i C5 metil/C6 acetil grupa) povecavaju njegov afinitet vezivanja za CDK4/6
kinaze. Koristi se u kombinaciji sa endokrinom terapijom za leenje HR-pozitivhog, HER2-
negativnog uznapredovalog ili metastatskog karcinoma dojke [103].

A) B)
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Slika 1.7. Strukturne formule A) ruksolitiniba 1 B) palbocikliba.

O

Vemurafenib (N-{3-[5-(4-hlorofenil)-1H-pirolo[2,3-b]piridin-3-karbonil]-2,4-
difluorofenil}propan-1-sulfonamid) i dabrafenib (N-{3-[5-(2-aminopirimidin-4-il)-2-tert-butil-
1,3-tiazol-4-il]-2-fluorofenil}-2,6-difluorobenzen-1-sulfonamid) (Slika 1.8) su tip I'2 inhibitori
BRAF serin/treonin kinaze. Oba inhibitora sadrze halogenovane aromati¢ne kao i1 sulfonamidnu
grupu. Koriste se za terapiju uznapredovalog melanoma sa onkogenom mutacijom BRAF V600E
[116,117]. Ove mutacije su naj¢eS¢e kod melanoma, karcinoma S§titaste Zlezde i pojedinih karcinoma
pluca, i predstavljaju biomarker za upotrebu vemurafeniba ili dabrafeniba.
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Slika 1.8. Strukturne formule A) vemurafeniba i B) dabrafeniba.

Everolimus ((AR,9S8,128,15R,16E,18R,19R,21R,23S,24E,26E,28E,30S,32S,35R)-1,18-
dihidroksi-12-[(2R)-1-[(1S,3R,4R)-4-(2-hidroksietoksi)-3-metoksicikloheksil|propan-2-il|-
19,30-dimetoksi-15,17,21,23,29,35-heksametil-11,36-dioksa-4-
azatriciklo[30.3.1.0%,°Theksatriakonta-16,24,26,28-tetraen-2,3,10,14,20-penton) (Slika 1.9) je
alosterni inhibitor mMTORC1 kompleksa iz grupe rapaloga, odnosno analoga rapamicina (sirolimusa)
i pripada tipu III inhibitora. Predstavlja 40-O-(2-hidroksietil) derivat makrociklicnog laktona
rapamicina, sa poboljSanim farmakokinetickim osobinama. Mehanizam delovanja zasniva se na
vezivanju za intracelularni protein FKBP12, pri ¢emu nastali kompleks inhibira mTORCI
signalizaciju. Hiperaktivacija PI3K/AKT/mTOR signalnog puta povezana je sa razvojem i
progresijom razli¢itih tumora, ukljucujuéi neuroendokrine tumore, karcinom bubrega 1 hormonski
receptor-pozitivni karcinom dojke. Everolimus takode poseduje imunosupresivna svojstva i odobren
je 1 za sprecavanje odbacivanja transplantata [118,119].

O~on

Slika 1.9. Strukturna formula everolimusa.
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Fasudil (5-(1,4-diazepan-1-sulfonil)izohinolin) (Slika 1.10) je tip I inhibitor ROCK kinaze, iz grupe
izohinolinsulfonamida sa 1,4-diazepanskom grupom. U Evropskoj uniji je u januaru 2022. dobio
status ,,orphan® leka (lek namenjen lecenju retkih bolesti, za koje Cesto ne postoji odgovarajuca
terapijska alternativa) za leCenje amiotroficne lateralne skleroze, ali jo§S nije odobren. Povecana
aktivnost ROCK signalizacije dovodi se u vezu sa neuroinflamacijom i neurodegenerativnim
procesima [120,121]. U literaturi su opisane inhalacione/liposomalne formulacije fasudila za pluénu
arterijsku hipertenziju, sa ciljem produzenog i pretezno pulmonalnog vazodilatatornog efekta [122].

HNj
<\hlj
0=5=0

Ry

N
Slika 1.10. Strukturna formula fasudila.
1.3. Lipidne kinaze

Lipidne kinaze predstavljaju heterogenu, ali funkcionalno povezanu grupu enzima koji katalizuju
fosforilaciju razli¢itih hidrofobnih lipidnih molekula. Za razliku od protein kinaza, ¢iji su supstrati
rastvorljivi proteini, lipidne kinaze uglavnom deluju na supstrate lokalizovane u bioloskim
membranama, $to zahteva specifi¢ne strukturne karakteristike katalitickog domena, kao i preciznu
regulaciju subcelijske lokalizacije 1 dostupnosti supstrata. Fosforilacijom lipida generisu se bioaktivni
lipidni medijatori koji ucestvuju u regulaciji brojnih signalnih puteva, ukljucujuc¢i kontrolu
proliferacije, diferencijacije, migracije, preZivljavanja ¢elija i inflamatornih procesa [123,124].

U lipidne kinaze spadaju sledece glavne enzimske klase:
e Fosfatidilinozitol-kinaze (engl. phosphatidylinositol kinases, PIK)

PIK katalizuju fosforilaciju fosfatidilinozitola (PI) i njegovih fosforilisanih derivata, ¢ime se
generiSu fosfoinozitidi koji imaju centralnu ulogu u intracelularnoj signalizaciji 1
membranskom transportu [123]. Ovi enzimi ¢ine najdetaljnije proucenu podgrupu lipidnih
kinaza i mogu se uopSteno podeliti u tri glavna tipa enzima: fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K),
fosfatidilinozitol-4-kinaze (PI4K) 1 fosfatidilinozitol-fosfat kinaze (PIP kinaze), koje
obuhvataju PIP5K 1 PIP4K porodice. Oni katalizuju fosforilaciju razli€itih hidroksilnih grupa
inozitolnog prstena i time stvaraju strukturno i funkcionalno raznovrsne fosfoinozitide,
klju¢ne za regulaciju razli€itih ¢elijskih signalnih puteva;

e Sfingozin-kinaze (engl. sphingosine kinases, SPHK)

SPHK fosforilisu sfingozin do sfingozin-1-fosfata (S1P), bioaktivnog lipida koji regulise
proliferaciju, migraciju 1 preZivljavanje Ccelija, naroCito u kontekstu imunoloskih 1
inflamatornih odgovora [125]. Dve izoforme sfingozin-kinaze, SPHK1 i SPHK2, sintetiSu
S1P fosforilacijom sfingozina. SPHKI1 je preteZzno citoplazmatska, dok je SPHK2
lokalizovana u jedru, endoplazmaticnom retikulumu i mitohondrijama, gde signalni put
SPHK?2/S1P reguliSe transkripciju, odrZzavanje telomera i mitohondrijalnu respiraciju. Zbog
ovih funkcija, SPHK2 se ispituje u terapiji karcinoma, mozdanog udara i neurodegenerativnih
poremecaja [126].
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e Ceramid-kinaze (engl. ceramide kinases, CERK)

CERK katalizuju konverziju ceramida u ceramid- 1-fosfat (C1P). CERK 1 C1P su povezani sa
aktivacijom proinflamatornih signalnih puteva i time uti¢u na razvoj i odrzavanje razli¢itih
hroni¢nih inflamatornih bolesti [127];

e Acilglicerol-kinaze (engl. acylglycerol kinases, AGK)

AGK fosforiliSu monoacilglicerole (MAG) 1 diacilglicerole (DAG), pri ¢emu nastaju
lizofosfatidna kiselina (LPA) i fosfatidna kiselina (PA), lipidi sa znaCajnom ulogom u
signalizaciji, metabolizmu i regulaciji razvoja T-Celija [124,128]. Kod sisara je identifikovano
deset razlic¢itih izoformi diacilglicerol-kinaza (engl. diacylglycerol kinases, DGK): DGKa,
DGKp, DGKYy, DGKo, DGKe, DGK{, DGKn, DGKO, DGK1 i DGKx, koje su na osnovu
sli¢nosti u primarnoj aminokiselinskoj sekvenci grupisane u pet podtipova.

Lipidne kinaze ne deluju samo kao metaboli¢ki enzimi, ve¢ imaju centralnu ulogu u ¢elijskoj
signalizaciji, jer njihovi produkti sluze kao sekundarni glasnici ili platforme za regrutaciju signalnih
proteina sa specifi¢nim lipid-vezuju¢im domenima. Na taj nacin, lipidna fosforilacija predstavlja
klju¢ni regulator prostorne i vremenske organizacije signalnih puteva u celiji [123,124].

1.4. Fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K)

PI3K predstavljaju lipidne kinaze koje reguliSu mnoge ¢elijske procese poput proliferacije, ¢elijskog
metabolizma, pokretljivosti, apoptoze i drugih. Ovaj enzim katalizuje reakciju fosforilacije
inozitolnih fosfolipida na poziciji 3 inozitola kao odgovor na ekstracelijski stimulus, pri ¢emu nastaje
fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat (PIP3) (Slika 1.11) [129-131].

Kod sisara je identifikovano osam PI3K enzima, koji se na osnovu strukture i supstratne specifi¢nosti
dele u tri klase: klasu I, koju ¢ine PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky i PI3K9; klasu II, koja obuhvata PI3K-C2a,
PI3K-C2p 1 PI3K-C2y; i klasu III, koju predstavlja VPS34 [123].

PI3K enzimi klase I se dalje dele na podklase IA 1 IB na osnovu mehanizama regulacije [129]. Klasa
IA PI3K ¢ini grupu heterodimera sacinjenu od kataliti¢ke subjedinice p110 i regulatorne subjedinice
p85. Postoje tri kataliticke izoforme (p110a, p110p 1 p1109), koje kodiraju geni PIK3CA, PIK3CB 1
PIK3CD, a one se mogu udruziti sa razli¢itim regulatornim varijantama: p85a (i njene krac¢e forme
pS5aip50a, koje kodira gen PIK3R1), p85p (PIK3R2) 1 p55y (PIK3R3). Sve ove regulatorne jedinice
se zajedno nazivaju p85-tip subjedinica. Klasa IB PI3K je gradena drugacije — sastoji se od kataliti¢ke
subjedinice p110y (kodirane genom PIK3CG) i regulatornih izoformi p101 (gen PIK3RSY) ili p87/p84
(poznata i kao p87PIKAP, gen PIK3R6).

PI(4,5)P, PI(3,4,5)P,
R = —(CH,),CH=CH(CH,},CH,

Slika 1.11. Hemijski prikaz reakcije katalizovane klasom I PI3K enzima.
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Kataliticke izoforme PI3K klase I (p110a, p110p, p11038 i p110y) dele visoko konzerviranu domensku
organizaciju 1 proizvode isti lipidni sekundarni glasnik, ali imaju funkcionalno razli¢ite uloge u
fizioloskoj 1 patoloskoj signalizaciji [129]. Studije na genetski modifikovanim modelima miSeva su
pokazale da su pl10a i pl110p esencijalni tokom embrionalnog razvoja, ali sa razlicitim bioloskim
funkcijama: p110a ima kljucnu ulogu u rastu i prezivljavanju ¢elija, dok p110p poseduje i znac¢ajnu
kinazno-nezavisnu funkciju [132,133]. Nasuprot tome, izoforme p1105 i1 p110y, Cija je ekspresija
uglavnom ogranicena na leukocite, imaju dominantne uloge u regulaciji imunskog odgovora,
ukljucujuéi signalizaciju u limfocitima, neutrofilima i mastocitima [134,135].

Aktivacija PI3K izoformi klase I zavisi od specificnih ushodnih signala: izoforme PI3Ka i PI3Ko
primarno se aktiviraju putem receptora tirozin-kinaze (RTK) i RAS GTP-aza [136—-138], dok se
PI3Ky primarno aktivira od strane G-protein spregnutih receptora (GPCR) putem Gy podjedinica,
uz dodatnu modulaciju aktivnosti interakcijom sa RAS GTP-azama [139-141]. Izoforma PI3Kj
poseduje jedinstvenu sposobnost integracije signala iz RTK i GPCR puteva (preko Gy podjedinica),
uz dodatnu regulaciju putem RHO GTPaza RAC1/CDC42 [142-144]. Ove aktivatore direktno
pokrecu transmembranske strukture poput RTK (nakon vezivanja faktora rasta kao $to su insulin ili
EGF) i GPCR (putem hemokina i hormona), dok su GTPaze (RAS/RHO) regulisane preko PIP3-
zavisnih gvanin-nukleotidnih faktora razmene (GEF-ova) i proteina koji aktiviraju GTPaze (GAP-
ova) [145-147].

Gubitak funkcije PTEN-a (engl. phosphatase and tensin homolog, gen homologa fosfataze i tenzina),
kao centralnog negativnog regulatora PI3K signalizacije, dovodi do akumulacije PIPs i pojacane
aktivnosti PI3K nezavisno od primarnog ushodnog aktivatora [148,149]. U tom kontekstu, p110f je
najces¢e dominantna izoforma u PTEN-deficitnim tumorima, verovatno zbog svoje bazalne
aktivnosti 1 sposobnosti integracije GPCR 1 RHO GTPaza signalizacije [150,151]. Pokazano je da u
zavisnosti od tkivnog konteksta i prisustva dodatnih onkogenih dogadaja, ukljucuju¢i aktivaciju
RTK-ova ili RAS-a, pl10o moZe znacajno doprineti PI3K signalizaciji nakon gubitka PTEN-a
[152,153].

PI3K enzim je klju¢na komponenta PI3K/AKT/mTOR signalnog puta (Slika 1.12). Kod svih izoformi
PI3K klase I, u odsustvu aktivacionih signala, regulatorna subjedinica je u interakciji sa katalitickom
subjedinicom 1 inhibira njenu kinaznu aktivnost. Nakon aktivacije receptora dolazi do
konformacionih promena koje omoguc¢avaju aktivaciju kataliti¢ke subjedinice. Aktivirana kataliticka
subjedinica se potom vezuje za cCelijsku membranu 1 katalizuje fosforilaciju PIP> u PIP;. PIP3
funkcioniSe kao sekundarni glasnik tako $to stvara mesta vezivanja za proteine koji sadrze plekstrin-
homologni (engl. pleckstrin homology, PH) domen. Aktivacija ovih proteina zavisi od njihove
translokacije iz citosola ka unutrasnjoj strani ¢elijske membrane. Najpoznatiji i najviSe proucavani
PH-domen protein u PI3K signalnom putu je serin/treonin-kinaza AKT (protein kinaza B, PKB). AKT
predstavlja centralni signalni ¢vor PI3K signalnog puta i deluje na niz nishodnih efektora uklju¢enih
u regulaciju rasta, proliferacije, metabolizma i1 prezivljavanja Celije. Jedna od njegovih klju¢nih meta
je TSC2 (engl. tuberous sclerosis complex protein 2), komponenta TSC1/2 kompleksa, ¢ijom
inaktivacijom dolazi do oslobadanja aktivnosti RHEB (engl. Ras homolog enriched in brain) 1
posredne aktivacije mTORCI, §to rezultuje pojacanom sintezom proteina i rastom celije. Pored
aktivacije mTORC1, AKT inhibira GSK3 (engl. glycogen synthase kinase-3)1 FOXO (engl. forkhead
box O) transkripcione faktore, cime utice na ¢elijski metabolizam, proliferaciju i smanjenje ekspresije
proapoptotskih gena. AKT takode doprinosi progresiji ¢elijskog ciklusa inhibicijom p21 1 p27, kao 1
povecanom preZivljavanju Celije kroz antiapoptotske efekte posredovane proteinom BAD (engl. Bcl-
2-associated agonist of cell death). AKT dodatno doprinosi prezivljavanju ¢elije aktivacijom MDM2
(engl. mouse double minute 2 homolog), ¢ime se pospeSuje degradacija tumorsupresorskog proteina
p53 1 inhibira apoptotski odgovor [154].
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Slika 1.12. Sematski prikaz PI3K signalizacije i njene uloge u razvoju malignih tumora; zelene
linije oznacavaju aktivacione efekte, dok narandzaste linije oznacavaju inhibitorne efekte.
Prilagodeno na osnovu referenci [129,154,155].

Proucavanjem genetskih promena u tumorskim ¢elijama je pokazano da je PI3K signalni put jedan
od najc¢esc¢e izmenjenih puteva u humanim tumorima. Od kataliti¢kih izoformi PI3K klase I, PIK3CA
gen, koji kodira p110a subjedinicu, najé¢eS¢e je mutiran u humanim malignim tumorima, dok su
mutacije gena koji kodiraju druge kataliticke izoforme znatno rede. Pored mutacija, u razlic¢itim
tumorima zabeleZene su i druge promene PI3K puta, ukljucujuéi povecanje broja kopija, odnosno
amplifikaciju PIK3CA gena i povecanu ekspresiju pojedinih PI3K izoformi. Takode, PTEN je jedan
od najceS¢e izmenjenih tumor-supresorskih gena, a njegov gubitak funkcije dovodi do pojacane
aktivnosti PI3K/AKT/mTOR signalnog puta [129,156]. Najucestaliji tipovi malignih tumora kod
kojih su prijavljene mutacije 1/ili amplifikacija PIK3CA gena prikazani su u Tabeli 1.1.

Tabela 1.1. Prikaz procentualne ucestalosti promena PIK3CA gena u naj€es¢im tipovima malignih

tumora. Prilagodeno na osnovu reference [129].

Tip malignog

Ucestalost mutacije

Ucestalost povec¢anja broja kopija /

tumora PIK3CA amplifikacije PIK3CA
Endometrijum Do 53,0% 10,3%
Dojka Do 35,5% Do 13,4%
Jajnik 33,0% Do 39,8%
Kolorektalni Do 30,6% —
Besika Do 20,0% —
Pluc¢a Do 20,0% Do 69,6%
Grli¢ materice 13,6% Do 76,4%
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Tip malignog Ucestalost mutacije Ucestalost povecanja broja kopija /

tumora PIK3CA amplifikacije PIK3CA

Glioblastom Do 11,0% Do 12,2%

Glava i vrat — Do 100%
Limfom — Do 68.2%
Zeludac — 36,4%

Stitasta Zlezda — 30,0%
Prostata — 28.1%

Posto aktivacija ovog signalnog puta dovodi do povecane enzimske aktivnosti, ushodne regulacije
signalne kaskade i onkogenske transformacije ¢elija, a mutacije PIK3CA gena se u velikoj meri mogu
na¢i u mnogim tipovima solidnog tumora, ciljano dejstvo na PI3K enzim se pokazalo kao dobra
strategija za pronalazenje novih lekova u terapiji malignog tumora [129,156,157].

14.1. Struktura PI3K enzima

Sve kataliticke subjedinice p110 klase I PI3K sadrze pet domena: adapter-vezuju¢i domen (ABD),
Ras-vezujuéi domen (RBD), C2 domen, spiralni domen i kinazni domen. Medu njima, RBD, C2,
spiralni i kinazni domen pokazuju visoku homologiju izmedu izoformi. Regulatorna subjedinica
p85 sastoji se od pet domena: SH3 domena (engl. Src homology-3), GAP domena (GTPaza-
aktiviraju¢i protein) i dva SH2 domena (N-terminalni nSH2 i C-terminalni ¢SH2), razdvojena
inter-SH2 domenom (iSH2) (Slika 1.13) [129,131].

Slika 1.13. Trodimenzionalna struktura PI3Ka enzima - p110 subjedinica: ABD, RBD, C2, spiralni
1 kinazni domen; p85 subjedinica: nSH2 1 iSH2 domeni.

ABD domen, smesten na N-terminalnom kraju, uc¢estvuje u interakciji sa regulatornom subjedinicom
p85 [158,159]. On i RBD domen (aminokiseline 190-291 u PI3Ka izoformi) predstavljaju male
globularne domene sa o/B-sendvi¢ topologijom. Ova dva domena povezuje dugacak spojni region
sastavljen od Cetiri a-heliksa (aminokiseline 109—-189). C2 domen (aminokiseline 330—480 u PI3Ka
izoformi) ima strukturu B-sendvica formiranog od dve Cetvorostruke antiparalelne B-ploce. Spojni
region izmedu RBD i C2 domena c¢ini dugacak spiralni segment sa kra¢im heliksom na N-
terminalnom kraju (aminokiseline 292-329 u PI3Ka izoformi). C2 domen je najmanje konzerviran
medu PI3K izoformama. Spiralni domen (aminokiseline 525-696 u PI3Ka izoformi) u potpunosti
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je graden od a-heliksa. Smatra se da predstavlja jezgro enzima na koje se oslanjaju svi ostali domeni.
Kinazni domen (aminokiseline 697-1068 u PI3Ka izoformi) sadrzi kataliticko mesto enzima 1
graden je od dva reznja, karakteristi¢na za proteinske i lipidne kinaze. Manji, N-terminalni reZanj
obuhvata aminokiseline 697-851 u PI3Ka izoformi, dok veéi, C-terminalni rezanj obuhvata
aminokiseline 852—-1068 u PI3Ka izoformi. Aminokiseline ovog domena su izrazito konzervirane,
naroCito one u blizini vezivnog dzepa, koji se nalazi izmedu N- i C-terminalnog reznja. Petlje koje
poticu iz C2 i kinaznog domena ¢ine glavne strukture odgovorne za kontakt sa membranom tokom
aktivacije [158].

ATP-vezuju¢e mesto PI3K nalazi se na spoju dva reznja kinaznog domena 1 sadrzi pet klju¢nih
elemenata: zglobni region, afinitetni dZep, dZep specifi¢nosti, hidrofobni region II (ribozni dZep)
i P-petlju [131,160].

1.

Zglobni region

Aminokiselinski ostaci koji oblazu ATP-vezuju¢e mesto Cine zglobni region i mahom su
konzervirani izmedu izoformi klase I PI3K enzima, poput //e800, Tyr836, Phe930 i Met922 u
PI3Ka izoformi, a takode i aminokiseline koje se nalaze na udaljenosti pogodnoj za formiranje
vodoni¢nih veza sa adeninskim prstenom, Va/850, Val851 1 Glu849 u PI3Ka izoformi.
Prisustvo strukturnog fragmenta koji se vezuje za zglobni region predstavlja klju¢nu
karakteristiku kinaznih inhibitora. On imitira adeninski prsten ATP-a i omogucava
usidravanje inhibitora u vezivno mesto gradenjem vodoni¢nih veza sa bo¢nim lancima valina
(Val850 1 Val851 u PI3Ka izoformi). Ova interakcija je prisutna kod svih do sada opisanih
PI3K inhibitora. Za razliku od ovih konzerviranih aminokiselina, aminokiseline u
neposrednom okruzenju nisu konzervirane, §to otvara moguénost za dizajniranje inhibitora
koji ostvaruju specifi¢énu interakciju sa zglobnim regionom u cilju povecanja selektivnosti
[160].

Afinitetni dZep

Afinitetni dZep predstavlja deo vezivnog mesta koji nije dostupan ATP-u. U
PI3Ka izoformi ga okruZuju aminokiseline Ser806, Lys833, Asp841, Tyr867 1 Ala885, koje su
konzervirane medu izoformama. Produzavanje inhibitora do ovog dzepa povecava njegovu
potentnost, a moze doprineti i podeSavanju selektivnosti, iako su aminokiseline konzervirane
[131,160].

. DzZep specifi¢nosti

Dzep specificnosti je hidrofobni dZep koji se kod nekih izoformi otvara vezivanjem
odredenih tipova inhibitora, ali je kod izoforme PI3Ka blokiran mrezom vodoni¢nih veza koja
ogranicava pokretljivost P-petlje, ¢ine¢i ga nedostupnim za PI3Ka inhibitore.

Hidrofobni region II i P-petlja

Hidrofobni region II (dzep za vezivanje riboze) je jedan od dva segmenta aktivnhog mesta
gde aminokiseline nisu konzervirane medu izoformama. On obuhvata osam ostataka koji se
nalaze C-terminalno od zglobnog regiona (aminokiseline 852—-860 u a-izoformi). Specificne
interakcije inhibitora sa ovim regionom pokazale su se kao klju¢ne za razvoj selektivnih
inhibitora. Drugi segment je P-petlja (aminokiseline 768—781 u a-izoformi), koja ucestvuje
u vezivanju fosfatnih grupa ATP-a. lako pokazuje manju varijabilnost od hidrofobnog
regiona, ovaj deo se moze iskoristiti za podeSavanje selektivnosti putem specifi¢nih
interakcija [160].
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Aktivno mesto PI3K ¢ine i fleksibilne strukturne petlje koje imaju vaznu ulogu u regulaciji kataliticke
aktivnosti 1 vezivanja inhibitora. Aktivaciona petlja, koja pokazuje blagu raznolikost u sekvencama
izmedu izoformi, neuredena je u dostupnim kristalnim strukturama PI3Ka (aminokiseline 940-950).
Smatra se da ova petlja ima prvenstveno strukturnu i regulatornu ulogu, jer utice na dostupnost ATP-
vezujuceg mesta i formiranje poddzepova, a samim tim i na ostvarivanje interakcija koje doprinose
izoformnoj selektivnosti inhibitora [158,161]. Heliks aK12, koji sadrzi dve mutacije povezane sa
karcinomom, nalazi se u neposrednoj blizini aktivacione petlje i nSH2 domena p85a. Ovi strukturni
odnosi ukazuju na to da p85a reguliSe aktivnost p110a putem konformacione promene aktivacione
petlje posredovane heliksom aK12.

Nasuprot tome, kataliti¢ka petlja (aminokiseline 912-920 u PI3Ka izoformi) ima direktnu ulogu u
katalizi 1 sadrzi konzervirane ostatke neophodne za prenos fosfatne grupe sa ATP-a na PIP». Iako ima
sli¢nu konformaciju u strukturama p110a i p110y, jedan aminokiselinski ostatak je specifican: Ser919
u pl10a zamenjen je aspartatom u svim ostalim PI3K izoformama (4sp923 u p110pB, 4sp950 u p110y
1 Asp897 u p1109), Sto moze doprineti razlikama u supstratnoj specifi¢nosti i katalitickoj efikasnosti
[158].

U okviru ovog regiona nalazi se i konzerviran DFG-motiv, koji u p110a subjedinici ¢ine Asp933,
Phe934 1 GH935, smeSten u okviru kratke petlje katalitickog domena. Kod protein kinaza,
konformacione promene DFG-petlje predstavljaju osnovu za razvoj konformaciono selektivnih
inhibitora. Medutim, dosada$nja strukturna 1 biohemijska istraZivanja pokazuju da DFG-petlja PI3K
izoformi p110a i p110y ne menja konformaciju pri vezivanju supstrata ili inhibitora, i da se svi do
sada opisani PI3K inhibitori vezuju za aktivnu (DFG-unutar) konformaciju. Zbog toga jo$ uvek nije
definisano da li se ovaj segment moze efikasno iskoristiti u dizajnu PI3K inhibitora selektivnih za
odredenu izoformu [159,162].

1.4.2. PI3K inhibitori

Razvoj PI3K inhibitora predstavlja vaznu oblast u savremenoj ciljanoj terapiji, usmeren ka
farmakoloSkoj modulaciji signalnih puteva ¢ija je regulacija esto poremec¢ena u malignim bolestima.
[129]. Ovi inhibitori razvijeni su sa ciljem suzbijanja pojaCane signalizacije koja doprinosi
nekontrolisanom Celijskom rastu, produZzenom preZivljavanju celija 1 naruSavanju celijske
homeostaze [156]. Na celijskom nivou, specifi¢ni PI3K inhibitori najces¢e ispoljavaju pretezno
citostatsko dejstvo, koje se manifestuje zaustavljanjem celijskog ciklusa na prelasku G1/S, usled
inhibicije PI3K/AKT-zavisne regulacije celijske proliferacije. IzraZeniji citotoksicni efekti nisu
tipicni samo za specifi¢nu PI3K inhibiciju, ve¢ se mogu javiti u zavisnosti od strukture inhibitora,
dodatnih off-target mehanizama ili kombinovanih terapijskih pristupa [163,164].

Veliki broj potencijalnih lekova iz grupe PI3K inhibitora trenutno se nalazi u razli¢itim fazama
klini¢kih ispitivanja, dok su pojedini ve¢ registrovani za primenu u le€enju malignih oboljenja,
naroCito odredenih hematoloskih maligniteta, kod kojih PI3K signalizacija ima istaknutu ulogu u
odrZzavanju patoloSkog fenotipa ¢elija [130,156]. Pored toga, PI3K inhibitori se ispituju 1 u Sirem
onkoloskom kontekstu, ukljuc¢ujuéi pojedine solidne tumore, kao 1 u drugim patoloskim stanjima u
kojima je PI3K signalni put hroni¢no aktiviran [130]. Njihovo uvodenje u klinicku praksu doprinelo
je validaciji PI3K enzima kao terapijske mete, ali je istovremeno ukazalo na sloZenost postizanja
optimalnog balansa izmedu terapijske efikasnosti i oCuvanja fizioloskih funkcija ovog signalnog
sistema [156,165].

Zbog svoje centralne uloge u regulaciji Celijskog rasta, metabolizma 1 homeostaze, inhibicija
PI3BK/AKT/mTOR signalnog puta Cesto je prac¢ena razliCitim neZeljenim efektima koji ukljucuju
hiperglikemiju, hiperlipidemiju, supresiju koStane srzi, pneumonitis, stomatitis 1 hepatotoksi¢nost
[166]. Razlike u nezeljenim dejstvima su posledica razli€itih fizioloskih funkcija pojedinih PI3K
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izoformi u razli¢itim tkivima. Inhibicija PI3Ka izoforme, koja ima klju¢nu ulogu regulaciji
homeostaze glukoze posredovane insulinom, Cesto dovodi do hiperglikemije usled smanjenog
perifernog iskoriS¢avanja glukoze i kompenzatornog porasta nivoa insulina, S§to dodatno moze
aktivirati kompenzatorne signalne puteve [167]. Nasuprot tome, poremecaji metabolizma lipida,
narocito hiperlipidemija, najcesce se dovode u vezu sa inhibicijom mTOR-a, koji ima centralnu ulogu
u regulaciji lipogeneze i energetskog balansa. Pored metabolickih efekata, inhibicija PI3K signalnog
puta utice i na imunski sistem, §to se moze manifestovati klinicki uo¢enim nezeljenim efektima.
Kozne reakcije, poput osipa, Cesta su pojava pojedinih PI3K inhibitora, ali su rede izrazene kod
inhibitora koji deluju na PI3Kf izoformu.

Inhibitori sa ve¢im stepenom selektivnosti prema pojedinacnim komponentama PI3K/AKT/mTOR
viSe izoformi ili viSe taCaka signalnih puteva istovremeno dovodi do akumulacije neZeljenih efekata
1 znacajno ogranicava terapijski interval, Sto predstavlja jedan od klju¢nih izazova u klinickoj primeni
ovih lekova [166—168].

Terapija zasnovana na inhibiciji PI3K enzima Cesto je ogranic¢ena pojavom primarne (intrinzi¢ne) i
steCene rezistencije. Intrinzi¢na rezistencija predstavlja odsustvo znacajnog terapijskog odgovora veé
na pocetku lecenja, najceS¢e zbog prethodno postojecih funkcionalnih karakteristika tumora,
zavisnosti tumorskih ¢elija od alternativnih signalnih puteva, slabije zavisnosti tumorskih ¢elija od
signalnih puteva ciljane PI3K izoforme 1 aktivacije signalnih puteva, kao $to je RAS/RAF/MEK/ERK
put. Paralelni signalni putevi mogu ograniciti efikasnost PI3K inhibitora, naro¢ito u tumorima u
kojima su istovremeno aktivirani PI3K 1 MAPK signalizacija. Pored toga, povecana ekspresija i
aktivacija receptorskih tirozin-kinaza (RTK), kao $to su HER3, IGFIR, IR ili EGFR, moze dovesti
do odrzavanja ili reaktivacije PI3K signalizacije. Snazna aktivacija PI3K signalnog puta nishodno od
HER2, posredstvom HER3, u ERBB2-amplifikovanim karcinomima dojke dodatno ukazuje na
znacaj RTK-zavisne PI3K signalizacije u modulaciji terapijskog odgovora. Takode, u slucaju
selektivne inhibicije PI3Ka, ograni¢en terapijski odgovor moze biti povezan sa signalizacijom preko
drugih PI3K izoformi, naro¢ito PI3Kf3 u tumorima sa gubitkom PTEN-a, pri ¢emu ovaj odnos zavisi
od tumorskog 1 molekulskog konteksta [129,169].

SteCena rezistencija se razvija nakon pocetnog perioda dobrog odgovora na terapiju, ali se viemenom
ispoljava ponovnim rastom tumora i gubitkom terapijske efikasnosti. Ovaj proces moZze ukljucivati
reaktivaciju nishodnih komponenti PI3K/AKT/mTOR signalnog puta, ukljucujuéi odrzavanje
mTORCI aktivnosti, kao i1 progresivne transkripcione i metaboli¢ke adaptacije tumorskih ¢elija. U
hormonski receptor-pozitivnom karcinomu dojke znacajne su ukrStene interakcije izmedu PI3K-
AKT-mTOR signalnog puta, estrogenskog receptora (ER) i regulatora celijskog ciklusa, ukljucujuéi
ciklin D1-CDK4/6-Rb osu, $to doprinosi endokrinoj rezistenciji i predstavlja osnovu za kombinovane
terapijske pristupe. U preklini¢kim modelima karcinoma glave i vrata, aktivacija ciklin D1-CDK4/6
kompleksa povezana je sa steCenom rezistencijom na PI3Ka inhibiciju, dok kombinovana inhibicija
PI3K i CDK4/6 moze doprineti prevazilaZzenju i steCene i inherentne rezistencije [129,169-171].

U cilju prevazilazenja intrinzi¢ne 1 stecene rezistencije na PI3K inhibitore, savremeni terapijski
pristupi zasnivaju se na kombinovanim strategijama koje omogucavaju istovremenu blokadu vise
kljucnih tacaka u signalnim putevima. Vertikalna inhibicija PI3K signalnog puta, ostvarena
kombinacijom PI3K inhibitora sa mTORC1 inhibitorima ili dualnim PI3K/mTOR inhibitorima, moZze
spreciti adaptivnu reaktivaciju nishodne signalizacije. Kod tumora sa izrazenom aktivacijom
paralelnih signalnih puteva, poput RTK-MAPK signalizacije, dodatna inhibicija ovih puteva moze
spreciti zaobilazenje PI3K zavisnosti. Kod steCene rezistencije na PI3Ka inhibiciju centralnu ulogu
ima aktivacija ciklin D1-CDK4/6-Rb ose, zbog Cega kombinacija PI3K i CDK4/6 inhibitora
predstavlja efikasnu strategiju za blokadu proliferacije. U ER-pozitivnim tumorima, adaptivna
reaktivacija estrogenskog receptora opravdava primenu trojne terapije koja ukljucuje PI3K inhibitor,
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endokrinu terapiju i CDK4/6 inhibitor, ¢ime se istovremeno cilja signalizacija rasta, hormonska
regulacija 1 kontrola Ccelijskog ciklusa. Medutim, uprkos izazovima povezanim sa razvojem
rezistencije, inhibicija PI3K signalnog puta i dalje se smatra obe¢avaju¢om terapijskom strategijom,
Sto potvrduju brojna preklinicka i klinicka ispitivanja [129,169—-171].

1.4.2.1.  Tipovi PI3K inhibitora

Prvi razvijani inhibitori koji deluju na p110a subjedinicu bili su neselektivni PI3K inhibitori (pan-
PI3K inhibitori). Oni u odredenoj meri inhibiraju kataliticku aktivnost sve Cetiri izoforme PI3K
klase 1. Vortmanin ((1R,3R,5S,9R,18S)-18-(metoksimetil)-1,5-dimetil-6,11,16-triokso-13,17-
dioksapentaciklo[10.6.1.0%,'°.0%,°.0"5,”|nonadeka-2(10),12(19),14-trien-3-il acetat) (Slika 1.14A)
1 LY294002 (2-(morfolin-4-il)-8-fenil-4H-hromen-4-on) (Slika 1.14B) pripadaju prvoj generaciji
snaznih PI3K inhibitora sa Sirim spektrom dejstva. Njihova ograni¢ena primena posledica je
neselektivnosti prema pojedina¢nim PI3K izoformama, delovanja na veci broj tkiva i povecanog
rizika od toksi¢nih efekata. Kopanlisib (BAY-80-6946; 2-amino-N-{7-metoksi-8-[3-(morfolin-4-
i)propoksi]-2H,3H-imidazo[1,2-c]hinazolin-5-il} pirimidin-5-karboksamid) (Slika 1.14C) je
predstavljao klinicki znacajan primer pan-PI3K inhibitora, ranije odobrenog za terapiju relapsnog
folikularnog limfoma, pri ¢emu su medu cCestim nezeljenim efektima opisani hiperglikemija i
mucnina. Medutim, odobrenje je kasnije dobrovoljno povuceno, jer obavezna postmarketinSka
studija nije potvrdila o¢ekivanu klini¢ku korist [130,172,173].
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Slika 1.14. Sturkturne formule A) vormtanina, B) LY294002 i C) kopanlisiba.

Drugu grupu predstavljaju dualni pan-PI3K/mTOR inhibitori. Razvoj ove grupe inhibitora zasniva
se na strukturnoj sli¢nosti katalitickih domena p110 subjedinica PI3K i mTOR-a, $to omogucava
dizajn ATP-kompetitivnih molekula sposobnih da istovremeno inhibiraju obe kinaze [174]. Za razliku
od rapaloga, koji pretezno inhibiraju mTORCI, dualni PI3K/mTOR inhibitori ciljaju sve kataliti¢ke
izoforme PI3K klase I, kao 1 mTOR u okviru kompleksa mTORC1 1 mTORC2. Time se postiZe
potpunija blokada PI3K/AKT/mTOR signalnog puta i moze se ograniCiti povratna aktivacija
signalizacije koja se javlja pri izolovanoj inhibiciji mMTORCI. Ipak, zbog istovremenog delovanja na
viSe klju¢nih komponenti signalnog puta, ova grupa inhibitora mozZe biti povezana sa izrazenijom
toksi¢nos$¢u 1 uzom terapijskom Sirinom [175,176]. Primeri dualnih PI3K/mTOR inhibitora ukljucuju
daktolisib (NVP-BEZ235; 2-metil-2-{4-[3-metil-2-0kso-8-(hinolin-3-il)-1H,2H,3H-imidazo[4,5-
c]hinolin-1-il]fenil}propanenitril), gedatolisib (PF-05212384/PKI-587; 1-{4-|4,6-bis(morfolin-4-
il)-1,3,5-triazin-2-il] fenil}-3-{4-[4-(dimetilamino)piperidin-1-karbonil]fenil}urea), i samotolisib
(LY3023414; 8-[5-(2-hidroksipropan-2-il)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoksipropil]-3-metil-
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1H,2H,3H-imidazo[4,5-c]hinolin-2-on) (Slika 1.15) [177—-179]. Medu njima je gedatolisib najdalje
odmakao u klinickim ispitivanjima i trenutno je u fazi III ispitivanja kod HR+/HER2-
uznapredovalog karcinoma dojke [180].
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Slika 1.15. Strukturne formule A) daktolisiba, B) gedatolisiba i C) samotolisiba.

Tre¢a vrsta inhibitora su PI3K inhibitori selektivni za odredenu izoformu enzima
[130,156,172,181,182]. Za razliku od pan-PI3K inhibitora, kod selektivnih inhibitora se ocekuje
manje off-target efekata. Osim toga, pored inhibicije odredene izoforme PI3K enzima, manja je
mogucnost pojave nezeljenih efekata koji su posledica inhibicije ostalih PI3K izoformi. Na primer
idelalisib (GS-1101; 5-fluoro-3-fenil-2-[(1S)-1-[(9H-purin-6-il)amino]propil]-3,4-
dihidrohinazolin-4-on) — PI3KJ inhibitor i duvelisib (IPI-145; 8-hloro-2-fenil-3-[(1S)-1-[(9H-
purin-6-il)amino]etil]-1,2-dihidroizohinolin-1-on) — dualni PI3K6 1 PI3KYy inhibitor (Slika 1.16),
su registrovani lekovi koji se u terapiji relapsne ili refraktorne hroni¢ne limfocitne leukemije. PI3Ko
izoforma ima veliku ulogu u malignitetima B limfocita, a pokazalo se da dualna inhibicija PI3Ky 1
PI3KS$ izoforme efikasnije suzbija tumorogenezu.
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Slika 1.16. Strukturne formule A) idelalisiba i B) duvelisiba.
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Medutim, medu izoformno selektivnim pristupima posebno se izdvaja selektivna inhibicija PI3Ka,
budu¢i da je p110a izoforma Cesto direktno uklju¢ena u onkogenu signalizaciju solidnih tumora,
narocito u prisustvu aktiviraju¢ih PIK3CA mutacija.

1.4.2.2.  PI3Ka selektivni inhibitori

Selektivna inhibicija PI3Ka izoforme predstavlja vaznu terapijsku prednost u odnosu na neselektivne
(pan-PI3K) inhibitore, jer omogucava ciljano suzbijanje signalizacije u tumorima sa aktivirajuéim
mutacijama u PIK3CA genu, uz smanjenje toksi¢nih efekata. Usmeravanje terapije ka PI3Ka
omogucava efikasnije inhibiranje patoloske signalizacije u tumorima zavisnim od ove izoforme, dok
se istovremeno posteduju druge PI3K izoforme, posebno PI3K6 i PI3Ky, koje imaju klju¢nu ulogu u
imunskom sistemu. Time se smanjuje ucestalost nezeljenih efekata poput imunosupresije i
inflamatornih poremecaja, Sto poboljSava terapijski indeks i podnosljivost leCenja, naroCito u
dugotrajnoj terapiji i u kombinaciji sa drugim hormonskim ili ciljano deluju¢im lekovima [129,156].
Dodatno, PI3Ka predstavlja jedinu izoformu klase IA ¢ija je aktivnost neophodna za angiogeni razvoj
krvnih sudova, kao glavna izoforma uklju¢ena u VEGF-zavisnu migraciju endotelnih celija i
formiranje novih krvnih sudova, te njena selektivna inhibicija mozZe istovremeno ograniciti rast
tumora i formiranje tumorske vaskulature [183].

Selektivna inhibicija PI3Ka zasniva se na malim strukturnim razlikama u ATP-vezivhom mestu, pri
¢emu se kljuéne nekonzervirane aminokiselinske razlike grupisu u dva regiona: hidrofobni region II
i P-petlja [160,184,185]. Za razliku od visoko konzerviranog zglobnog regiona i afinitetnog dzepa,
ovi regioni sadrze a-specificne aminokiselinske ostatke koji omogucéavaju ostvarivanje izoformske
selektivnosti bez negativnog uticaja na potentnost inhibitora.

Hidrofobni region II obuhvata aminokiseline C-terminalno od zglobnog regiona i predstavlja jednu
od najznacajnijih determinanti selektivnosti. Interakcije sa ostacima kao $to su aG/n859, aSer854 i
aHis855 mogu doprineti selektivnom vezivanju inhibitora u odnosu na ostale izoforme [185]. P-petlja
utiCe, kako na direktne interakcije sa inhibitorima, tako 1 na konformacionu plasticnost ovog
segmenta. Razlike u aminokiselinskom sastavu, ukljucujuéi aSer773, adrg770 1 aTrp780, mogu
doprineti negativnoj selekciji prema PI3K[ 1 PI3K6 [185,186].

Za razliku od PI3KP i1 PI3Ko, kod PI3Ka otvaranje dzepa selektivnosti zahteva izrazenije
konformacione promene, usled stabilizuju¢e mreZe vodoni¢nih veza koja ograni¢ava konformacionu
plasti¢nost P-petlje i stabilizuje polozaj aZrp780 [186]. Ovakva strukturna ograni¢enja smanjuju
energetsku dostupnost ovog dzepa i objaSnjavaju zaSto inhibitori propelerskog oblika (engl.
propeller-shaped), koji ostvaruju interakcije u otvorenom dZepu selektivnosti, najce$¢e pokazuju nizi
afinitet 1 selektivnost prema PI3Ka u poredenju sa PI3Kf 1 PI3K$. Zbog toga se selektivnost prema
PI3Ka ceSce postize optimizacijom lokalnih interakcija u hidrofobnom regionu II 1 P-petlji, dok
modifikacije u afinitetnom dZepu preteZzno doprinose povecanju potentnosti, a rede izoformskoj
selektivnosti [160,185,186].

Prvi FDA-odobreni lek koji deluje kao selektivni inhibitor PI3Ka izoforme je alpelisib (BYL719;
(2S)-N'-{4-metil-5-[2-(1,1,1-trifluoro-2-metilpropan-2-il)piridin-4-il]-1,3-tiazol-2-il} pirolidin-

1,2-dikarboksamid) (Slika 1.17), koji predstavlja tiazolni derivat [ 187]. Alpelisib pokazuje izrazenu
selektivnost prema PI3Ka, pri cemu je priblizno 50 puta selektivniji u odnosu na PI3Ky, 63 puta u
odnosu na PI3Kd 1 260 puta u odnosu na PI3Kp. Alpelisib je odobren 2019. godine za primenu u
kombinaciji sa fulvestrantom, selektivnim agensom za degradaciju estrogenih receptora (engl.
Selective Estrogen Receptor Degraders, SERD), kod pacijenata sa HR+/HER2— uznapredovalim ili
metastatskim karcinomom dojke sa PIK3CA mutacijama. Godine 2022. je odobren za lecenje
pacijenata sa PIK3CA-povezanim spektrom sindroma prekomernog rasta (engl. PI3K-related
overgrowth spectrum, PROS), kod kojih je indikovana sistemska terapija, pri cemu se primenjuje kao
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monoterapija. Alpelisib moZze izazvati hiperglikemiju kao nezeljeno dejstvo usled inhibicije PI3Ka,
ali u poredenju sa pan-PI3K inhibitorima ima povoljniji bezbednosni profil. Nezeljeni efekti poput
hiperglikemije, osipa i dijareje obi¢no se mogu kontrolisati uz adekvatno pracenje [130,172,187,188].
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Slika 1.17. Strukturna formula alpelisiba
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Taselisib (GDC-0032; 2-metil-2-(4-{4-[3-metil-1-(propan-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-il]-9-oksa-3,6-
diazatriciklo[8.4.0.0,°|tetradeka-1(14),2,4,10,12-pentaen-12-il}-1H-pirazol-1-il)propanamid)

(Slika 1.18), derivat benzoksazepina, predstavlja inhibitor sa smanjenom aktivno$éu prema PI3Kf3
izoformi (engl. p-sparing), dok pokazuje aktivnost prema PI3Ka, PI3Ky 1 PI3Kd izoformama.
Medutim, zbog umerene efikasnosti i izrazene toksic¢nosti, klinicka ispitivanja su obustavljena [189].
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Slika 1.18. Strukturna formula taselisiba.

Inavolisib (GDC-0077; (2S)-2-({4-[(4S)-4-(difluorometil)-2-okso-1,3-oksazolidin-3-il]-9-oksa-
3,6-diazatriciklo[8.4.0.0%°|tetradeka-1(14),2,4,10,12-pentaen-12-il}amino)propanamid) (Slika
1.19), takode derivat benzoksazepina, predstavlja noviju generaciju PI3Ka inhibitora sa pove¢anom
selektivnoSéu prema PI3Ka 1 sposobno$¢u indukovane degradacije mutiranog pl10a proteina.
Odobren je 2024. godine u kombinaciji sa palbociklibom (CDK4/6 inhibitor) i fulvestrantom (SERD)
za leCenje odraslih pacijenata sa endokrino-rezistentnim, PIK3CA-mutiranim, ER-pozitivnim,
HER2-negativnim, lokalno uznapredovalim ili metastatskim karcinomom dojke [190]. Ovaj inhibitor
pokazuje povecanu selektivnost prema PI3Ka u poredenju sa ranijim benzoksazepinskim derivatima,
kao 1 dejstvo na mutiranim oblicima. NeZeljene reakcije ukljucuju osip, suvu kozu, smanjen apetit i
infekcije urinarnog trakta, ali su generalno blaze nego kod alpelisiba [191].
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Slika 1.19. Strukturna formula inavolisiba.
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Pored ovih klini¢ki najznacajnijih primera, noviji pravac razvoja obuhvata mutant-selektivne PI3Ka
inhibitore, kao Sto su RLY-2608, STX-478 1 LOXO-783, koji su dizajnirani da selektivnije ciljaju
onkogene PIK3CA mutante uz potencijalno manji uticaj na fizioloSku funkciju nemutirane PI3Ka
izoforme [192—-194].

Uprkos napretku selektivnih inhibitora PI3Ka, postojeca terapija je ogranic¢ena razli¢itim stepenom
selektivnosti 1 nezeljenim efektima. Nezeljeni efekti, poput gastrointestinalnih smetnji usled
inhibicije PI3Ko [191] ili hiperglikemije i1 hiperinsulinemije kao on-target efekata, predstavljaju
glavna ogranicenja doze za PI3Ka inhibitore [169]. Pored toga, mnogi inhibitori pokazuju
suboptimalnu efikasnost ili toksi¢nost u klinickim ispitivanjima [195]. Klini¢ki odgovori na terapiju
¢esto su umereni i nedovoljni da opravdaju nastavak studija zbog izrazenih toksi¢nosti. Zbog toga je
identifikacija 1 dizajn novih inhibitora PI3Ka sa poboljsanom selektivnos¢u 1 povoljnijim odnosom
efikasnosti 1 bezbednosti od velikog znafaja. Savremeni pristup razvoju novih kandidata ne
podrazumeva samo optimizaciju afiniteta prema ciljanoj izoformi, ve¢ i sveobuhvatnije sagledavanje
osobina koje mogu uticati na potencijalnu primenu ovakvih jedinjenja. Takva ispitivanja ukljuc¢uju
ranu procenu farmakokineticki relevantnih karakteristika, sposobnosti prolaska kroz bioloske
barijere, kao i dodatnu eksperimentalnu karakterizaciju svojstava koja mogu doprineti boljem
razumevanju njihovog ponaSanja u bioloSkim sistemima. Ovakav integrisani pristup omogucava
racionalniju selekciju obecavajucih struktura i predstavlja vazan korak ka razvoju novih inhibitora sa
povoljnijim terapijskim profilom.

1.5.  Dizajn kinaznih inhibitora ra¢unarskim metodama

S obzirom na brojnost kinaza i njihovu ulogu u klju¢nim signalnim putevima, poremecaj regulacije
kinazne aktivnosti predstavlja jedan od najvaznijih mehanizama u onkogenezi, ali i u patogenezi
drugih oboljenja. Od odobrenja imatiniba kao prvog kinaznog inhibitora, kinaze su postale jedan od
centralnih terapijskih ciljeva farmaceutske industrije [25,196]. Opste je poznato da napredak u
dizajnu novih lekova sve manje pociva isklju¢ivo na pristupu zasnovanom na ponavljanoj sintezi
veceg broja jedinjenja i njihovom ispitivanju (,,trial and error*), ve¢ u zna¢ajnoj meri proistice iz
sistemati¢nijeg, racionalnog vodenja procesa, pri ¢emu su in silico pristupi postali jedan od klju¢nih
pokretaca razvoja, Sto se jasno odraZava i u oblasti kinaznih inhibitora [197]. Njihov znacaj se
posebno vidi u ranijim fazama otkric¢a 1 optimizacije, gde omogucavaju da se potencijalni pravci
hemijske optimizacije rangiraju i usmere pre nego $to se ude u opsezne eksperimentalne probe. Time
se skracuju procesi otkrica “hif” jedinjenja (jedinjenja sa potvrdenom reproduktivnom aktivnoSéu
iznad unapred definisanog praga), prelaska iz “hit” u “lead” (jedinjenja koje ispunjavaju unapred
definisane minimalne kriterijume za dalju optimizaciju strukture 1 aktivnosti; engl. “hit-to-lead”), 1
optimizacije “lead” jedinjenja, uz smanjenje broja koraka koji ne doprinose stvarnom napretku u
otkrivanju jedinjenja sa poboljSanim svojstvima [198,199].

Doprinos rac¢unarskih pristupa u ovoj oblasti je vazan ne samo zbog povecanja potentnosti, vec i zbog
reSavanja drugih poteskoca u razvoju kinaznih inhibitora. Pre svega, kinaze ¢ine veliku 1 strukturno
srodnu superfamiliju, pa je postizanje adekvatne selektivnosti unutar kinoma ¢esto jednako izazovno
kao 1 postizanje same aktivnosti. Iz tog razloga in silico metode imaju znacaj u objaSnjavanju razlika
u profilu vezivanja inhibitora za odgovarajuce ciljno mesto i samim tim omogucavaju usmeravanje
optimizacije ka kandidatima za koje je verovatnije da ¢e pokazati povoljan balans izmedu aktivnosti
1 selektivnosti. Pored toga, literatura sve ceSCe istice 1 znafaj razumevanja 1 kontrolisanja
polifarmakologije, odnosno Sireg spektra potencijalnih interakcija sa srodnim ciljnim mestima, §to
direktno uti¢e na efikasnost i bezbednosni profil kandidata [200,201].

Dodatnu sloZenost predstavlja Cinjenica da je efikasnost terapije kinaznim inhibitorima cesto

ograni¢ena pojavom rezistencije, pri ¢emu razumevanje strukturnih i1 funkcionalnih faktora koji uticu
na sposobnost vezivanja inhibitora za ciljno mesto moze biti od presudnog znacaja za racionalno
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usmeravanje daljih modifikacija. 1z tog razloga, in silico pristupi imaju poseban znacaj u
objasnjavanju razloga zbog kojih odredene strukturne modifikacije dovode do smanjenja aktivnosti
u bioloski relevantnim uslovima, kao i u dizajnu kandidata koji mogu zadrzati efikasnost i u prisustvu
mutacija ili drugih adaptivnih promena [200,201].

Razvoj sve vecih baza podataka, zajedno sa napretkom metoda za obradu i analizu podataka i
vestacke inteligencije (engl. data science/artificial intelligence), dodatno je proSirio moguénosti
racunarskog dizajna kinaznih inhibitora. Ovi pristupi omogucavaju da se prethodno ispitane serije
jedinjenja bolje iskoriste kao osnova za dizajn novih kandidata i da se ranije prepoznaju strukture sa
ve¢im potencijalom za dalja ispitivanja. U novijoj literaturi se zato racunarske metode sve vise
posmatraju kao neizostavna podrska eksperimentalnom radu, kroz iterativne cikluse u kojima se
hipoteze najpre oblikuju racunarski, a zatim ciljano proveravaju eksperimentalno [202,203].

Dizajn lekova primenom racunarskih metoda (engl. Computer-Aided Drug Design, CADD)
predstavlja vazan deo savremenog procesa otkrivanja i razvoja novih lekova. CADD pristupi se
koriste u identifikaciji, karakterizaciji i optimizaciji potencijalnih kandidata za lekove, pri cemu mogu
doprineti racionalnijem izboru molekula za dalja eksperimentalna ispitivanja i brzoj i efikasnijoj
selekciji kandidata u ranoj fazi razvoja leka [204,205]. U zavisnosti od toga da li se koriste
informacije o trodimenzionalnoj strukturi ciljnog mesta dejstva, CADD metode se najces¢e dele na
dizajn lekova zasnovan na strukturi ciljnog mesta dejstva, odnosno strukturno-zasnovani
dizajn lekova i dizajn lekova zasnovan na strukturi liganada (engl. ligand-based drug design,
LBDD), odnosno ligand-zasnovani dizajn lekova. SBDD koristi 3D strukturu bioloske mete ili
njenog vezujueg mesta za identifikaciju 1 optimizaciju molekula koji mogu ostvariti povoljne
interakcije sa ciljem, dok se LBDD zasniva na podacima o poznatim aktivnim jedinjenjima i odnosu
izmedu njihove strukture i1 bioloske aktivnosti [204,206].

Iako se SBDD i LBDD zasnivaju na razli¢itim vrstama podataka, u savremenom dizajnu lekova oni
se pre svega posmatraju kao komplementarni pristupi [205,207]. SBDD omogucava direktnije
proucavanje interakcija izmedu liganda i ciljnog mesta, ali njegova primena moze biti oteZana kod
fleksibilnih proteina, promenljivih vezujuéih mesta ili u situacijama kada pouzdana 3D struktura mete
nije dostupna. Nasuprot tome, LBDD polazi od poznatih aktivnih jedinjenja i moZe da prepozna veze
izmedu strukture liganada 1 njihove bioloske aktivnosti Cak i kada strukturni podaci o meti nisu
dostupni [204,206]. Zbog toga kombinovanje ova dva pristupa moze pouzdanije usmeriti dizajn novih
jedinjenja, jer SBDD doprinosi razumevanju nac¢ina vezivanja u ciljnom mestu, dok LBDD olakSava
prepoznavanje strukturnih osobina liganada znac¢ajnih za aktivnost [205,207].

CADD zato predstavlja iterativni proces koji povezuje racunarsko modelovanje, dizajn, sintezu i
eksperimentalnu proveru aktivnosti novih jedinjenja. Polaze¢i od poznate strukture ciljnog mesta
dejstva ili prethodno dostupnih podataka o aktivnim ligandima, in silico studije se koriste za
identifikaciju i definisanje prioritetnih potencijalnih kandidata. Nakon toga sledi sinteza odabranih
jedinjenja 1 ispitivanje njihovih bioloSkih osobina, kao §to su potentnost, afinitet i efikasnost,
primenom odgovarajucih in vitro testova. Rezultati ovih ispitivanja zatim se koriste za tumacenje
odnosa izmedu strukture 1 aktivnosti i za usmeravanje narednog ciklusa modelovanja, sinteze i
bioloske evaluacije [208,209].

1.6. Metode u dizajnu lekova bazirane na strukturi ciljnog mesta

SBDD se primenjuje kada je dostupna trodimenzionalna struktura ciljanog makromolekula
(najceSce proteina) ili kada se ona moZe pouzdano modelovati [210]. U okviru SBDD pristupa koriste
se eksperimentalno odredene ili raCunarski predvidene strukture receptora radi dizajniranja i
optimizacije liganada sa odgovaraju¢im elektrostatickim i stereohemijskim svojstvima, kao 1 visokim
afinitetom vezivanja. Analizom trodimenzionalne organizacije aktivnog mesta mogu se identifikovati
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zljebovi 1 poddzepovi mesta vezivanja, kao i prostorna raspodela naelektrisanja, $to omogucava
racionalno uvodenje strukturnih modifikacija koje poboljSavaju potentnost i/ili selektivnost.

Intenzivan razvoj strukturno-bioloskih metoda doveo je do toga da se u Svetskoj proteinskoj bazi
podataka (engl. Protein Data Bank, PDB) danas nalazi vise stotina hiljada eksperimentalno odredenih
biomolekulskih struktura [211]. Eksperimentalne metode koje se najcesce koriste za razreSavanje
trodimenzionalne strukture ciljnog mesta delovanja ukljucuju:

1) Kristalografiju zasnovanu na X-zracima [212]
2) NMR spektroskopiju [213]
3) Kriogenu elektronsku mikroskopiju [214]

Ipak, broj poznatih proteinskih sekvenci viSestruko prevazilazi broj dostupnih
eksperimentalnih struktura: baze podataka Nacionalnog Centra za Biotehnoloske Informacije (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sadrze enorman i rastuci broj zapisa proteinskih sekvenci, dok je
broj definisanih trodimenzionalnih struktura znatno manji [215]. Dodatno, odredivanje strukture
mnogih proteina ostaje eksperimentalno zahtevno, posebno za membranske proteine, zbog njihove
hidrofobne povrsine, slabije stabilnosti izvan membranskog okruzenja i poteskoca u ekspresiji,
pre¢iS¢avanju 1 kristalizaciji [216,217]. Zbog toga se u savremenom istrazivanju Siroko koriste in
silico pristupi, koji mogu obezbediti strukturne modele pogodne za SBDD kada eksperimentalna
struktura nije dostupna [218].

Postoje dve osnovne kategorije metoda predvidanja strukture proteina: modelovanje
zasnovano na Sablonu (engl. template-based modeling, TBM) 1 modelovanje bez Sablona, odnosno
slobodno modelovanje (engl. free modeling, FM), u zavisnosti od toga da 1i se tokom izgradnje
modela koriste poznate proteinske strukture kao Sabloni [219,220]. Pored toga, savremene podele
nisu potpuno stroge: neke TBM metode ukljucuju energetski vodeno usavrsavanje modela, dok deo
FM pristupa koristi fragmentno uzorkovanje i informacije iz PDB baze, ukljucuju¢i metode
masinskog ucenja [221]. U okviru ove opste podele, algoritmi se u praksi najcesc¢e razvrstavaju prema
konkretnoj strategiji izgradnje modela na:

1) Ab initio metode — ove metode pripadaju FM pristupima, jer ne koriste poznatu strukturu kao
direktan Sablon. Polaze od termodinamickog principa da nativna konformacija proteina
odgovara stanju najniZe slobodne energije i omogucavaju predvidanje novih nabora proteina,
ali su racunski zahtevne 1 ograni¢ene kod duZzih sekvenci.

2) Metodologije ugradnje sekvence i prepoznavanja nabora (engl. threading/fold
recognition) — ove metode pripadaju TBM pristupima, jer ciljnu sekvencu uklapaju u
biblioteku poznatih 3D nabora. Zasnivaju se na pretpostavci da je struktura proteina
konzerviranija od sekvence, pa mogu biti korisne 1 kada je slicnost sekvence izmedu ciljnog
proteina i dostupnih Sablona niska.

3) Homologno modelovanje — takode pripada TBM pristupima. Zasniva se na koriS¢enju
poznatih struktura homolognih proteina kao Sablona za izgradnju modela ciljnog proteina i
obi¢no daje najtacnije rezultate medu klasicnim metodama kada postoji odgovarajuci
homologni $ablon.

4) Hibridne metode — predstavljaju pristupe koji kombinuju elemente viSe metodologija,
ukljucujuéi informacije iz poznatih struktura, fragmentno uzorkovanje, viSestruka poravnanja
sekvenci 1 metode masinskog ucenja. AlphaFold i1 srodni algoritmi predstavljaju napredne
primere takvih pristupa.

Homologno modelovanje dugo je bilo jedan od standardnih pristupa za predvidanje strukture

proteina. Zasniva se na pretpostavci da proteini sa slicnom aminokiselinskom sekvencom najcesce
imaju 1 sli€nu trodimenzionalnu strukturu [222]. Pojava AlphaFold2 i drugih metoda zasnovanih na
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dubokom ucenju (engl. deep learning) znacajno je promenila ovu oblast. AlphaFold2 koristi
neuronske mreze i informacije dobijene poredenjem velikog broja srodnih proteinskih sekvenci za
predvidanje 3D strukture proteina, pri ¢emu je pokazao znatno vecu tacnost u odnosu na ranije
metode. Noviji model, AlphaFold3, dodatno proSiruje ovu primenu jer omogucava predvidanje
struktura kompleksa koji mogu ukljucivati proteine, nukleinske kiseline, male molekule, jone i
modifikovane ostatke, Sto moze biti korisno za SBDD i analizu interakcija protein—protein i protein—
ligand [223].

Ipak, vazno je istaci da, kada je dostupan Sablon sa vrlo visokim stepenom poklapanja sekvence,
homologno modelovanje i dalje moze pokazati veoma dobre, a ponekad i bolje performanse, narocito
u pogledu lokalne geometrije funkcionalnih regiona (npr. aktivnih mesta), pakovanja bo¢nih lanaca
ili u slucajevima kada Sablon odgovara istom domenu i konformacionom stanju koje se modeluje
[224-226].

Bez obzira na to da li je struktura ciljnog proteina eksperimentalno odredena ili predvidena, ona
predstavlja osnovu za SBDD, jer omogucava direktno modelovanje interakcija izmedu liganda i
mesta vezivanja, a time 1 detaljniji uvid u nacin vezivanja 1 strukturne determinante afiniteta. Za
proucavanje ovih interakcija medu najcesce korisS¢enim pristupima su molekulski doking, strukturno-
zasnovani virtuelni skrining 1 molekulska dinamika, koji se primenjuju komplementarno: virtuelni
skrining i doking omogucavaju identifikaciju i rangiranje potencijalnih kandidata na osnovu
strukturnih hipoteza o vezivanju, dok molekulska dinamika pruza dodatni uvid u stabilnost i
postojanost predlozenih interakcija u kontekstu konformacione fleksibilnosti receptora [210,227].

S obzirom na to da konformacione promene mogu menjati dostupnost i oblik pojedinih poddzepova,
kao i1 geometriju klju¢nih polja interakcija u mestu vezivanja, u praksi se Cesto razmatra viSe
reprezentativnih konformacija receptora, posebno kod slozenih ili prilagodljivih dzepova. Ovakav
pristup doprinosi realisti¢nijoj proceni afiniteta i selektivnosti, jer smanjuje rizik da se zakljucci
zasnuju na jednoj, potencijalno nereprezentativnoj staticnoj strukturi proteina [227,228].

Opisi kompleksa ligand-protein mogu posluziti za identifikaciju kljuénih medumolekulskih
interakcija, razumevanje ligand-indukovanih konformacionih promena 1 karakterizaciju
(potencijalno) alternativnih mesta vezivanja. Nakon identifikacije relevantnog kompleksa ligand-
receptor, podaci o bioloskoj aktivnosti koreliSu se sa strukturnim determinantama vezivanja, ¢ime se
omogucava usmeravanje strukturnih modifikacija liganada sa ciljem povecanja afiniteta i/ili
selektivnosti prema mestu vezivanja [210,229,230].

1.6.1. Homologno modelovanje

Homologno modelovanje je kompjuterska metoda za predvidanje 3D strukture proteina na osnovu
njegove aminokiselinske sekvence i poznate strukture srodnog proteina koja sluzi kao Sablon. Polazi
se od toga da proteini sa zna¢ajnom slicnos¢u sekvence najces¢e imaju i vrlo sli¢nu trodimenzionalnu
strukturu, jer se ona tokom evolucije cuva viSe nego sama sekvenca [231]. Kada postoji adekvatan
Sablon i poravnanje je dobro, homologno modelovanje daje pouzdane modele uz relativno kratko
vreme izraCunavanja u odnosu na metode bez Sablona [231,232].

Iako su metode poput AlphaFold-a znacajno unapredile predikciju globalnog proteinskog nabora
(engl. global protein fold), homologno modelovanje i dalje ima prakticnu vrednost kada postoji
Sablon u odgovaraju¢em konformacionom stanju, kao i1 kada je potrebno dosledno modelovati
varijante proteina, ukljuujué¢i mutante, izoforme, insercije i delecije. Ovaj pristup je posebno
koristan kada se lokalni regioni od funkcionalnog znacaja, kao $to su vezujuca mesta i petlje, moraju
ciljano modelovati, optimizovati i validirati kroz jasno definisan tok rada [231-233]
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Metoda homolognog modelovanja se sastoji od nekoliko koraka:
1. Identifikacija i selekcija Sablona

U prvom koraku sekvenca proteina (target) se koristi da se u bazama eksperimentalnih struktura
(najces¢e PDB) pronade odgovarajuéa Sablon struktura [234]. Za pretragu se ¢esto koriste BLAST
(engl. Basic Local Alignment Search Tool) i psi-BLAST (engl. position-specific-BLAST) alati, koji
omogucavaju poredenje i poravnanje sekvenci [235]. Kod udaljene homologije, kada BLAST nije
dovoljno osetljiv, koriste se napredniji pristupi zasnovani na profilima i HMM-HMM (engl. Hidden
Markov Models) poravnanjima, kao $to je HHblits (engl. HMM-HMM--based lightning-fast iterative
sequence search) [236].

Nakon pretrage potrebno je izabrati najpogodniji Sablon. Pri tome se ne gleda samo procenat
identi¢nosti/sli¢nosti sekvence, ve¢ i1 kvalitet Sablon strukture (rezolucija, kompletiranost), kao i
prisustvo liganda, kofaktora i konformaciono stanje (npr. aktivno/neaktivno), jer sve ovo moze uticati
na lokalnu geometriju i funkcionalnu interpretaciju modela [231-233].

2. Poravnanje sekvenci i korekcije

Kada je Sablon izabran, radi se poravnanje target-sekvence i Sablon-sekvence. Kvalitet poravnanja je
kljuc¢an, jer greske u poravnanju vode ka pogreSnom mapiranju rezidua u prostoru i posle se prenose
na polipeptidnu okosnicu, petlje i bocne lance [231]. Zbog toga se poravnanje Cesto dodatno koriguje,
narocito u regionima insercija/delecija i oko funkcionalno bitnih motiva, uz oslanjanje na informacije
o sekundarnoj strukturi ili upotrebu viSe Sablona [232,233].

3. Gradenje modela

Postoje razlicite metode za formiranje 3D modela za target na osnovu Sablona. Po metodologiji one
se mogu podeliti na metode spajanje rigidnih tela, metode podudaranja segmenata, metoda prostornog
ogranicavanja i metode vestacke evolucije.

Metoda spajanja rigidnih tela (engl. rigid body assembly) koristi Sablonsku proteinsku strukturu koja
se razlaze na osnovne konzervirane regione, petlje i bo¢ne lance. Zatim se, na osnovu poravnanja
sekvenci Sablona 1 ciljnog (target) proteina, sklapaju odgovarajuci delovi u celinu. Ovakav pristup
koristi SWISS-MODEL program [237].

U metodi poklapanja segmenata (engl. segment matching) koristi se skup atomskih polozaja dobijenih
iz Sablonskih struktura kao “vodece tacke” (okvir), na koje se zatim uklapaju segmenti preuzeti iz
baze poznatih struktura. Izbor segmenata se zasniva na slicnosti sekvence, geometriji 1 proceni
energije. Ceo model se generiSe koriS¢enjem vodece strukture kao osnove na koju se nadovezuju
odabrani segmenti [238].

Kod metode prostornih ogranicenja (engl. spatial restraints) model se formira tako Sto se, nakon
poravnanja Sablonske strukture i target sekvence, iz Sablona preuzimaju ogranicenja definisana
duzinama veza, uglovima izmedu veza, diedarskim uglovima 1 sternim (van der Waals-ovim)
kontaktnim distancama, koja zatim usmeravaju optimizaciju modela ciljne sekvence. Ovaj pristup
koristt MODELLER program [239].

Metoda vestacke evolucije (engl. artificial evolution) istovremeno koristi ideju sklapanja
konzerviranih delova i postepene “evolutivne” izmene Sablonske strukture (uvodenje mutacija, kao i
insercija/delecija u skladu sa poravnanjem), sve dok Sablon prakticno ne postane ekvivalentan target
sekvenci [240].
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Kada je sli¢nost sekvenci visoka i poravnanje je pouzdano, razli¢ite metode cesto daju slicne rezultate
na nivou globalnog proteinskog nabora dok se razlike najesce vide u varijabilnim regionima,
posebno u petljama i kod umetnutih segmenata [232].

4. Modelovanje petlji

Pored a-heliksa i B-ploca, u strukturi proteina su prisutne i petlje. One ¢esto imaju ulogu u funkeiji
(npr. pristup aktivnom mestu, specificnost interakcija), ali su ujedno i regioni koji su slabije

Najcesce se koriste dva pristupa: pretraga baza (empirijski zasnovana) i pretraga konformacija (de
novo). Pod pretragom baza podrazumeva se pronalazenje slicnih segmenata u postojecim
strukturama. Ova pretraga se vrs$i za petlje duzine od 4 do 7 rezidua. Pretraga konformacija generise
1 ocenjuje konformacije petlje i moze se izvesti razliitim metodama kao §to su Monte Carlo
simulacija, genetski algoritmi i molekulska dinamika. Vreme racunanja obicno brzo raste sa duZinom

.....

[232,233].
5. Modelovanje bocnih lanaca

Boc¢ni lanci se dodaju na ve¢ izgraden skelet koris¢enjem rotamerskih biblioteka, funkcije procene
energije (engl. scoring functions) 1 pretrage prostora rotamera, jer polozaji bo¢nih lanaca snazno uti¢u
na lokalnu geometriju, polarne kontakte i potencijalne interakcije (npr. protein—ligand ili protein—
protein) [232,233].

6. Optimizacija modela

Optimizacija se obi¢no zapoc€inje energetskom minimizacijom radi uklanjanja sternih smetnji 1
ociglednih geometrijskih nepravilnosti. Po potrebi se primenjuje kontrolisana optimizacija (npr.
lokalna relaksacija petlji ili bo¢nih lanaca, kratke simulacije), u zavisnosti od cilja modelovanja. Pri
tome je vazno izbeci preteranu optimizaciju koja moze pogorsati realisticnost modela u odnosu na
eksperimentalno relevantno stanje [232,233].

7. Validacija modela

Validacija je neophodna pre potencijalne primene modela, jer upotrebljivost direktno zavisi od
stereohemijske ispravnosti i fizicke uverljivosti strukture. Standardna kontrola stereohemije obuhvata
analizu Ramachandran-ovog grafika, koji prikazuje raspored aminokiselina u zavisnosti od njihovih
konformacija na osnovu torzionih uglova ¢ 1y, kao i procenu geometrijskih parametara, pri ¢emu se
¢esto koristit PROCHECK [241]. Za brzu 1 integrisanu procenu kvaliteta homolognih modela moze
se koristiti i ERRAT, alat koji procenjuje verovatnocu greSaka u modelu na osnovu statistike
nevezivnih (engl. non-bonded) interakcija izmedu razlicitih tipova atoma [242]. Dodatno, globalna i
lokalna pouzdanost modela moze se proceniti alatima kao S§to je ProSA-web, koji pomaze u
identifikaciji problematicnih regiona pogodnih za doradu [243]. Kombinovanje ovih alata
omogucava detekciju greSaka koje najcesce poticu od loSeg poravnanja, nekorektno modelovanih
petlji ili pogresno postavljenih bo¢nih lanaca [232,233].

1.6.2. Molekulski doking

Molekulski doking predstavlja jednu od najcesc¢e koriS¢enih ra¢unarskih metoda u okviru strukturno
zasnovanog dizajna lekova, jer omogucava predvidanje moguceg nacina vezivanja malih molekula
za ciljne biomolekule na osnovu njihovih trodimenzionalnih struktura. Njegova primena obuhvata
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identifikaciju novih potencijalnih liganada, razumevanje eksperimentalno dobijenih aktivnosti i
usmeravanje optimizacije vodec¢ih jedinjenja. lako rezultati dokinga predstavljaju raCunarsku
aproksimaciju stvarnog nacina vezivanja, ova metoda pruza veoma znacajan uvid u potencijalne
interakcije izmedu liganda i receptora i Cesto sluzi kao polazna osnova za dalja racunarska i
eksperimentalna ispitivanja [227,244,245].

Ve¢ina doking protokola moze se opisati kroz dve funkcionalne celine: pretragu prostora
poza/konformacija i skoring funkciju. Pretraga generiSe veliki broj kandidatnih poza menjajuci
translaciju, rotaciju i konformaciju liganda (a ponekad i lokalnu fleksibilnost receptora), dok skor
funkcija rangira dobijene poze prema procenjenoj povoljnosti interakcije. Kao kompromis izmedu
brzine i tacnosti, moderni algoritmi cesto kombinuju grublje filtere u ranoj fazi sa naknadnom
lokalnom optimizacijom najboljih kandidata [244—246].

Za pretragu poza koriste se dve glavne grupe algoritama - sistematski pristupi i stohasticki pristupi
[245].

Sistematske metode pretrage vrSe male promene u konformaciji. Ova grupa ukljucuje algoritme
iscrpne pretrage (engl. exhaustive search), fragmentacije (engl. fragmentation) 1 udruZivanje
konformacija (engl. conformational ensemble). U ovu grupu spada i pristup primenjen u programu
Glide, koji koristi sistematsku pretragu zasnovanu na mrezi i hijerarhijsko filtriranje moguéih poza
liganda [247]. Njihov nedostatak je moguc¢nost lociranja unutar lokalnog minimuma. Stohasti¢ke
metode nasumi¢no modifikuju konformaciju liganda. Ovim je moguce izbe¢i da program lokalni
minimum da kao krajnji rezultat, odnosno vece su Sanse pronalaska globalnog minimuma. U ovu
grupu spadaju Monte Karlo simulacija, genetski algoritmi (GA) i1 simulirano kaljenje [245]. GA je
jedan od stohastickih pristupa pretrage koji je pronaSao primenu u doking programima kao $to su
AutoDock i GOLD [248,249]. GA predstavlja racunarski algoritam koji simulira principe teorije
evolucije 1 prirodne selekcije pri ¢emu se moze pronaci najbolja konformacija kao i orijentacija
liganda u vezuju¢em mestu.

Scoring funkcije u molekulskom dokingu sluze za rangiranje generisanih poza liganda i razlikovanje
verovatnih nativnih poza od pogresnih reSenja, pri ¢emu je uvek potrebno napraviti kompromis
izmedu brzine 1 tacnosti. Dobijeni skor, u zavisnosti od primenjene funkcije, moze odraZavati
aproksimaciju slobodne energije vezivanja ili relativnu meru afiniteta. NajceSc¢e se dele na funkcije
zasnovane na polju sila (engl. force field-based), empirijske funkcije (engl. empirical), funkcije
zasnovane na znanju (engl. knowledge-based) i funkcije zasnovane na masinskom ucenju (engl.
machine learning-based) [246,250].

Funkcije zasnovane na polju sila procenjuju vezivanje na osnovu fizickih energetskih komponenti,
pre svega elektrostatiCkih i van der Waals-ovih interakcija; u ovu grupu spada GOLDScore, odnosno
skoring funkcija programa GOLD [246,249]. Empirijske funkcije sabiraju doprinose kao §to su
vodoni¢ne veze, jonske 1 hidrofobne interakcije, pri cemu se koeficijenti fituju na eksperimentalno
odredene afinitete pa njihov skor predstavlja aproksimaciju slobodne energije vezivanja. AutoDock
score 1 Vina score pripadaju ovoj grupi [248,251]. Funkcija GlideScore, implementirana u programu
Glide u okviru paketa Schrodinger, obi¢no se smatra hibridnom funkcijom, jer kombinuje elemente
funkcija zasnovanih na polju sila i empirijskih funkcija [247]. Funkcije zasnovane na znanju
zasnivaju se na statisti¢ki izvedenim potencijalima iz poznatih struktura kompleksa, dok funkcije
zasnovane na masinskom ucenju koriste algoritme masinskog ucenja za povezivanje strukturnih
deskriptora sa afinitetom vezivanja [246,250]. Cesto se za rangiranje koristi kombinacija vise
skorova.

Zbog pojednostavljenog procesa desolvatacije, entropijskih doprinosa 1 fleksibilnosti receptora,
molekulski doking je naj¢eS¢e pouzdaniji za predikciju vezujuce poze liganda nego za preciznu
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kvantifikaciju afiniteta vezivanja. Zbog toga se docking score vrednosti mogu koristiti za rangiranje
poza istog jedinjenja kao 1 za preliminarno poredenje jedinjenja u okviru iste ili strukturno bliske
serije, ali ih ne treba tumaciti kao direktnu zamenu za eksperimentalno odredene afinitete vezivanja
[244,245].

vvvvv

eksplicitno razmatra na strani liganda. Medutim, konformacija vezuju¢eg mesta moze zavisiti od
liganda, pa zanemarivanje fleksibilnosti receptora moze negativno uticati na rezultat. Zbog toga se
koriste pristupi koji delimi¢no ukljucuju fleksibilnost receptora, kao $to su selektivna fleksibilnost
boc¢nih lanaca, lokalna relaksacija vezujuc¢eg mesta i doking nad ansamblom konformacija proteina
(engl. ensemble docking), pri cemu se doking izvodi na viSe konformacija ciljanog proteina, dobijenih
iz razliCitih kristalnih struktura ili iz molekulske dinamike. Ovi pristupi povecavaju prostor pretrage
1 racunsku slozenost, pa ne garantuju uvek bolji ishod, ali mogu biti posebno korisni kod sistema u
kojima je izrazena indukovana prilagodljivost vezujuceg mesta [244].

Pouzdanost metodologije dokinga u velikoj meri zavisi od izbora odgovaraju¢e trodimenzionalne
strukture proteina, pravilne pripreme sistema i1 validacije primenjenog protokola. Razlicite
eksperimentalne strukture istog proteina mogu predstavljati razli¢ita konformaciona stanja vezujuceg
mesta, pa izbor receptora treba uskladiti sa prirodom ispitivanih jedinjenja i ciljem studije. Pri tome
je vazno voditi ra¢una o tipu ko-kristalisanog liganda i konformacionom stanju koje on stabilizuje,
jer razliciti ligandi mogu indukovati ili stabilizovati razli¢ite polozaje bo¢nih lanaca, petlji ili vec¢ih
strukturnih elemenata u vezuju¢em mestu. Kod receptora se to ¢esto odnosi na aktivna i neaktivna
stanja stabilizovana agonistima ili antagonistima. Pored toga, znacajna je i hemijska priroda liganda
prisutnog u odabranoj strukturi, posto strukture ko-kristalisane sa jedinjenjima sli¢ne veli¢ine, oblika
ili tipa interakcija Cesto predstavljaju pogodniju osnovu za doking hemijski srodnih ispitivanih
molekula.

Na rezultate dokinga znac¢ajno utice 1 paZzljiva priprema proteina, Sto obuhvata pravilno odredivanje
protonacionih i tautomernih stanja, odgovarajuci protokol pripreme kofaktora i metalnih jona, kao i
procenu koje molekule vode treba zadrzati zbog njihove strukturne ili funkcionalne uloge u
vezujuéem mestu. Jednako je vazna i priprema liganda, pri ¢emu treba definisati odgovarajuci
jonizacioni 1 tautomerni oblik, kao i proveriti stereohemiju ispitivanih struktura. Pravilno definisanje
vezujuceg dZepa i1 eventualnih ograni¢enja vezivanja (engl. constraints), kao 1 validacija celokupnog
doking protokola, dodatno uti¢u na pouzdanost dobijenih rezultata.

Validacija doking protokola se ¢esto sprovodi izvodenjem doking postupka liganda preuzetog iz
eksperimentalne 3D strukture (engl. redocking). Osnovna pretpostavka ovakve validacije jeste da
primenjeni protokol moze da reprodukuje eksperimentalno utvrdenu pozu ko-kristalisanog liganda i
da je rangira medu najpovoljnijim reSenjima. Kada je cilj preciznije razlikovanje jedinjenja prema
afinitetu, na primer u fazi hit-fo-lead optimizacije, doking poza se Cesto koristi kao pocetna hipoteza,
nakon Cega se mogu primeniti racunski zahtevnije metode, poput procena relativnih slobodnih
energija dobijenih iz simulacija molekulske dinamike, radi pouzdanije procene relativnog afiniteta
[244,252,253].

Uspesnost protokola procenjuje se izraCunavanjem korena srednje kvadratne devijacije (engl. root-
mean-square deviation, RMSD) izmedu predvidene 1 eksperimentalne (inicijalne) konformacije.
RMSD kvantifikuje prostorno odstupanje odgovaraju¢ih atoma u dve konformacije prema sledecoj
jednacini:

1 n
RMSD(a,b) = ;Z ((xi,a - xi,b)z + (Via — yi,b)z + (20— Zi,b)z) (D

=1
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gde je n broj odgovarajuc¢ih atoma koji se porede, dok x, y i z predstavljaju njihove prostorne
koordinate u predvidenoj pozi a i eksperimentalnoj, odnosno referentnoj, pozi b. RMSD vrednost
manja od priblizno 2 A najéesce se koristi kao prag za uspesno reprodukovanje eksperimentalne poze
liganda [254].

Primena molekulskog dokinga u razvoju lekova obuhvata predvidanje vezujuce poze liganda, analizu
interakcija sa ciljnim mestom, virtuelni skrining i podrSku optimizaciji liganada. Doking poza pruza
strukturnu hipotezu za racionalne modifikacije liganda, na primer radi pove¢anja komplementarnosti
sa vezujuéim mestom, poboljSanja selektivnosti ili podesavanja fizickohemijskih svojstava uz
ocuvanje afiniteta. U virtuelnom skriningu veliki broj jedinjenja se dokuje u ciljnu strukturu, zatim
se rangira na osnovu docking score vrednosti i dodatnih kriterijuma, nakon ¢ega se izdvaja hemijski
raznovrstan podskup za eksperimentalno testiranje. Savremeni trendovi ukljucuju primenu sve vec¢ih
biblioteka jedinjenja i kombinovanje dokinga sa dodatnim filterima, kao $§to su farmakoforni,
fizickohemijski ili ADMET kriterijumi [244,245].

1.6.3. Molekulska dinamika

U najveéem broju slucajeva tokom vezivanja liganda za biomolekul dolazi do konformacionih
promena obe strukture, pa je pri proucavanju njihovih interakcija neophodno uzeti u obzir
fleksibilnost formiranog kompleksa. Molekulska dinamika (MD) predstavlja racunarsku simulacionu
tehniku kojom se prati kretanje atoma 1 molekula u sistemu kroz vreme pod zadatim uslovima.
Osnovni princip metode zasniva se na drugom Njutnovom zakonu, prema kome za atom i vazi:

dzrl-
m; W = Fi (2)
gde su m; masa atoma, r; njegov polozaj, a F; ukupna sila koja na njega deluje. Sile se dobijaju iz
potencijalne energije sistema kao negativni gradijent potencijala,

Fi =-V,V(r) 3)
pa je zato definisanje funkcije potencijalne energije klju¢no za samu simulaciju [255].

U klasi¢noj molekulskoj dinamici potencijalna energija sistema opisuje se odgovaraju¢im poljem sila
(engl. force field), odnosno skupom matematickih funkcija 1 parametara kojima se aproksimiraju
vezane i nevezane interakcije u sistemu. U biomolekulskim simulacijama esto se koriste porodice
polja sila kao §to su AMBER i CHARMM, dok se za male molekule 1 ligande primenjuju
generalizovani parametarski skupovi kompatibilni sa tim okruZenjima, kao Sto su GAFF (General
AMBER Force Field) u okviru AMBER-a i CGenFF (CHARMM General Force Field) u okviru
CHARMM-a [255-258].

Kao opsti prikaz, ukupna potencijalna energija moze se predstaviti kao zbir vezivnih i1 nevezivnih

doprinosa. Vezivni doprinosi obuhvataju istezanje veza, deformaciju uglova i promene diedarskih
uglova, dok nevezivni doprinosi ukljuuju van der Waals-ove i elektrostaticke interakcije:
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U ovom zapisu, 1;1 1y; predstavljaju trenutnu i ravnoteznu duzinu veze, 6;1 8; trenutnu i ravnoteznu
vrednost ugla, a k}***i k;"9“° konstante sila za deformaciju veza i uglova. U torzionom ¢lanu ¢
predstavlja diedarski ugao, k#¢%%" amplitudu torzionog potencijala, n; periodi¢nost, a &; fazni
pomak. Lennard-Jones-ovom c¢lanu, kojim se opisuju van der Waals-ove interakcije, €;; predstavlja
dubinu potencijalne jame, o;; karakteristicno rastojanje para atoma, a 7;; njihovo medusobno
rastojanje. U elektrostatiCkom ¢lanu g; 1 q; su parcijalna naelektrisanja atoma, dok je €, permitivnost

vakuuma [256].
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Slika 1.20. Prikaz vezivnih doprinosa u polju sila. Prilagodeno na osnovu reference [256].
Posto za veliki broj atoma analiticko reSavanje jednacina kretanja nije moguce, trajektorija sistema

dobija se numerickom integracijom u diskretnim vremenskim koracima At. Standardni Taylor-ov
razvoj za jednu koordinatu x ima oblik

dx(t)  1d%x(t)

— — — 2 cee

x(t + At) = x(t) + o At + ar At? + (5)
~ dx(t) 1dx(t)

x(t = A8) = x(8) =~ AL+ 5— o= AL — - (6)

Sabiranjem ova dva izraza eliminiSe se ¢lan sa brzinom i dobija se Verlet-ova relacija
x(t + At) = 2x(t) — x(t — At) + a, (t)At? (7
na kojoj se zasnivaju simple Verlet, leap-frog i velocity-Verlet integratori. Vremenski korak u

atomistickim biomolekulskim simulacijama tipi¢no iznosi 1-2 fs, pri ¢emu je njegova veli¢ina
ograni¢ena najbrzim vibracionim modovima sistema. [255,256,259].
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Za odrzavanje zadatih ograniCenja duzina veza u molekulskoj dinamici ¢esto se koriste algoritmi
SHAKE 1 RATTLE, koji uklanjaju najbrze vibracije sistema i time omogucavaju upotrebu vecih
vremenskih koraka; SHAKE se odnosi na korekciju polozaja, dok RATTLE predstavlja njegovu
verziju koja ukljucuje 1 korekciju brzina [255,256].

Biomolekulske MD simulacije naj¢es¢e se izvode uz primenu periodi¢nih granicnih uslova (engl.
Periodic Boundary Conditions, PBC), pri ¢emu se simulaciona kutija periodi¢no ponavlja u svim
pravcima kako bi se sistem bolje aproksimirao uslovima u rastvoru i smanjili povrSinski efekti. Pri
racunanju nevezanih interakcija u MD simulacijama koriste se razli¢iti parametri kojima se postize
ravnoteza izmedu tacnosti 1 racunarske efikasnosti. Grani¢na udaljenost odsecanja interakcija (engl.
cut-off) definiSe rastojanje do kojeg se van der Waals-ove interakcije, kao i kratkodometni deo
elektrostatiCkih interakcija, raCunaju direktno. Funkcija izgladivanja potencijala (engl. switching
function) omoguéava postepeno smanjivanje vrednosti potencijala u definisanom opsegu rastojanja
pre dostizanja grani¢ne udaljenosti, Cime se izbegava nagli prekid interakcija. Lista parova atoma
(engl. pair list) koristi se radi efikasnijeg raCunanja nevezanih interakcija i obuhvata parove atoma
koji se nalaze unutar unapred definisane udaljenosti, vece ili jednake grani¢noj udaljenosti odsecanja.
Pored toga, nevezane interakcije izmedu atoma razdvojenih sa tri kovalentne veze, odnosno 1-4
atomskih parova, mogu se posebno tretirati u zavisnosti od primenjenog polja sila [256,260].

Za potpuniji 1 fizicki korektan opis elektrostatike u periodicnim sistemima standardno se koristi
particle—mesh Ewald (PME) metod, odnosno njegova glatka varijanta smooth PME (SPME). U ovom
pristupu elektrostaticki potencijal razlaze se na kratkodometni deo koji se racuna u realnom prostoru
1 dugodometni deo koji se raCuna u reciprocnom prostoru pomocu brze Furijeove transformacije
(engl. fast Fourier transform, FFT) [256,261,262].

MD simulacije se mogu izvoditi u razli¢itim simulacionim ansamblima, ukljucuju¢i NVE, NVT i
NPT ansamble, pri ¢emu su oznake N, V, E, T 1 P izvedene iz engleskih termina number of particles,
volume, energy, temperature 1 pressure, odnosno oznacavaju broj Cestica, zapreminu, energiju,
temperaturu 1 pritisak, koji se u odgovarajuéem ansamblu odrzavaju konstantnim. Kontrola
temperature moZe se ostvariti reskaliranjem brzina, sprezanjem sa spoljnim kupatilom ili primenom
Langevin-ove dinamike, dok se za kontrolu pritiska koriste razliciti barostati, uklju¢ujuci Berendsen-
ov 1 Langevin—Hoover pristup [255,256].

Tipi¢an protokol biomolekulske MD simulacije obuhvata nekoliko uzastopnih faza pripreme i
izvodenja sistema. Najpre se sprovodi minimizacija energije, €iji je cilj uklanjanje nepovoljnih sternih
kontakata 1 relaksacija pocetne geometrije sistema pre pocetka same simulacije. Nakon toga sledi
postepeno zagrevanje sistema do Zeljene temperature, ¢ime se izbegavaju nagle nestabilnosti pri
prelasku iz pocetne strukture u dinamicki rezim. Sledeca faza je ekvilibracija, tokom koje se sistem
postepeno prilagodava zadatim uslovima temperature, pritiska 1 gustine, pri ¢emu se prati stabilizacija
kljuénih veli¢ina sistema pre poc€etka analize. Tek nakon toga se izvodi se faza produkcije, iz koje se

preuzima trajektorija pogodna za dalju strukturnu, dinamicku 1 energetsku analizu [263-265].
1.6.3.1.  Analiza trajektorije molekulske dinamike

Molekulska dinamika omogucava procenu stabilnosti kompleksa ligand—receptor, pracenje kljuénih
interakcija tokom vremena, analizu konformacionih promena i izdvajanje reprezentativnih stanja
sistema. Rezultati molekulske dinamike dobijaju se u obliku trajektorije, Sto omogucava kvalitativnu
1 kvantitativnu procenu stabilnosti kompleksa i promena strukture tokom simulacije [266].

U praksi se za evaluaciju MD trajektorije Cesto prate RMSD vrednosti razlicitih komponenti sistema,

uz dodatne parametre koji opisuju fleksibilnost i kompaktnost strukture. Ukupna stabilnost i
konvergencija sistema najceS¢e se procenjuju na osnovu RMSD vrednosti u odnosu na pocetnu ili
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referentnu strukturu, dok se lokalna fleksibilnost pojedinanih aminokiselinskih ostataka analizira
preko korena srednje kvadratne fluktuacije (engl. root-mean-square fluctuation, RMSF). RMSF
predstavlja relativno vremensko odstupanje polozaja atoma od njihovog prose¢nog polozaja tokom
simulacije, pa vece vrednosti ovog parametra ukazuju na pokretljivije, odnosno fleksibilnije delove
sistema; kod proteina se ova analiza naj¢esce sprovodi nad atomima proteinske ki¢me ili Ca atomima.
Dodatno, poluprec¢nik ziracije (engl. Radius of Gyration, Rg) predstavlja meru kompaktnosti
strukture, jer opisuje ponderisanu raspodelu atoma u odnosu na centar mase, pa se moze koristiti za
pracenje eventualnog zbijanja ili Sirenja proteinske strukture tokom simulacije [266].

Trajektorija se zatim koristi za pracenje klju¢nih medumolekulskih interakcija tokom vremena
simulacije, identifikaciju aminokiselinskih ostataka koji doprinose stabilizaciji vezanog stanja,
analizu promena geometrije vezujuceg mesta, prelaze izmedu alternativnih konformacionih stanja,
uocavanje vodom posredovanih interakcija i izdvajanje reprezentativnih konformacija klaster
analizom. U kontekstu dizajna lekova, ovakve analize mogu biti korisne za proveru stabilnosti poza
dobijenih dokingom i prepoznavanje novih potencijalnih interakcija u vezujuéem mestu [266].

Na osnovu ovako dobijenih trajektorija moguce je, pored strukturne analize, pristupiti i proceni
termodinamicke povoljnosti vezivanja. Afinitet vezivanja je termodinamicki povezan sa slobodnom
energijom vezivanja (AGp;nq), pa metode zasnovane na MD nastoje da iz uzorkovanih konformacija
1 energetskih doprinosa procene AGy;,4 ili bar pouzdano rangiraju srodne ligande i komplekse. U
poredenju sa molekulskim dokingom, gde skoring funkcije uglavnom daju brzu, pojednostavljenu
procenu zasnovanu na ograni¢enom uzorkovanju i aproksimiranom tretmanu rastvaraca i entropije,
pristupi zasnovani na molekulskim simulacijama koriste eksplicitnije uzorkovanje i rigorozniji
termodinamicki okvir, pa se Siroko primenjuju za predvidanje afiniteta vezivanja [267].

Metode proracuna slobodne energije vezivanja dele se na tri glavne grupe: metode Kkrajnjeg stanja,
(engl. endpoint methods), alhemijske metode (engl. alchemical methods) i metode zasnovane na
putanji (engl. pathway methods) [268].

U okviru metoda Kkrajnjeg stanja kao tipi¢ni primeri navode se MM/PBSA 1 MM/GBSA, koje
procenjuju slobodnu energiju na osnovu uzoraka vezanog i nevezanog stanja bez eksplicitnog
definisanja transformacije izmedu njih [269].

Alhemijske metode obuhvataju pristupe kao §to su slobodna energija perturbacije (engl. free energy
perturbation, FEP) 1 termodinamicka integracija (engl. thermodynamic integration, T1), pri Cemu se
slobodna energija racuna preko niza medustanja definisanih duz alhemijske transformacije [270].

Metode zasnovane na putanji (engl. pathway methods) se Koriste za ispitivanje vezivanja i
odvajanja liganda pracenjem njegovog kretanja duz reakcione koordinate ili putanje difuzije kroz
protein. Nakon odredivanja takve putanje, profil slobodne energije duz nje moZze se rekonstruisati
primenom metoda pojacanog uzorkovanja, kao §to su vodena molekulska dinamika (engl. steered
molecular dynamics, SMD), metoda ,kiSobranskog uzorkovanja” (engl. umbrella sampling) i
metadinamika (engl. metadynamics) [271].

Prethodno navedene tri glavne grupe metoda predstavljaju razli¢ite kompromise izmedu teorijske
rigoroznosti, racunskog troska i zahteva u pogledu konvergencije uzorkovanja [267,269].

1.6.3.2.  Procena slobodne energije vezivanja MM/PBSA metodom
Kao prakti¢an pristup za procenu slobodne energije vezivanja na osnovu MD trajektorija Cesto se
koriste MM/PBSA i srodna MM/GBSA metoda. Ove metode pripadaju grupi metoda krajnjeg stanja,

jer se slobodna energija vezivanja procenjuje iz slobodnih energija krajnjih stanja sistema,
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kompleksa, receptora i liganda, bez eksplicitnog prac¢enja celog alhemijskog ili fizickog puta prelaza
izmedu njih. U tom smislu, MM/PBSA 1 MM/GBSA po ra¢unskoj zahtevnosti i tatnosti zauzimaju
medupolozaj izmedu dokinga i rigoroznijih alhemijskih metoda, kao Sto su FEP 1 TI [272-274].

MM/PBSA metoda polazi od termodinamickog ciklusa i aproksimacije da se slobodna energija
vezivanja moze izraziti kao razlika slobodnih energija kompleksa, receptora 1 liganda [272,275]:

AGpina = Grompieks — Greceptor — Giigand €)
pri cemu se energija svakog stanja aproksimira izrazom:
AGping = AEym + AGsop, — TAS 9
Molekulsko-mehanicki ¢lan obuhvata unutrasnje, elektrostaticke i van der Waals-ove doprinose:

AEym = AEunutraénje + AEg e + AEyqw (10)

dok se doprinos solvatacije deli na polarni i nepolarni deo:

AGsory = AGppjgp + AGsy (11)

pri ¢emu se u MM/PBSA pristupu polarni doprinos dobija reSavanjem Poisson—Boltzmann jednacine,
a nepolarni doprinos se najcesce aproksimira kao funkcija solventom dostupne povrsine (SASA):

Entropijski ¢lan —TAS najcesce se procenjuje analizom normalnih oblika vibracija (engl. normal-
mode analysis, NMA), mada se zbog velikog racunskog troSka i znacajne varijabilnosti u mnogim
prakticnim primenama ¢esto izostavlja, naro€ito kada je cilj relativno rangiranje srodnih liganada.

Prakticna MM/PBSA procedura najeSce podrazumeva izvodenje MD simulacije protein-ligand
kompleksa u eksplicitnom rastvaracu, zatim izdvajanje reprezentativnih konformacija iz trajektorije
1 naknadno raCunanje energetskih doprinosa pomocu implicitnog modela solvatacije. U Cesto
koriS¢enom tzv. single-trajectory pristupu, konfiguracije receptora i liganda dobijaju se iz iste
trajektorije kompleksa, bez dodatnih simulacija slobodnog liganda 1 apo proteina, ¢ime se smanjuje
Sum u rezultatima; pri tome se Clan AEypytrasnje U velikoj meri poniStava izmedu kompleksa,
receptora 1 liganda. Ipak, ovakav pristup podrazumeva da se vezano i nevezano stanje ne razlikuju
drasti¢no po konformaciji, pa njegova uspesnost ostaje zavisna od sistema i izabranog protokola
[273,275].

Glavne prednosti MM/PBSA metode u okviru SBDD su relativno nizak racunski trosak, mogucénost
rescoring-a doking poza i uvid u pojedinacne energetske doprinose. Medutim, rezultati zavise od
kvaliteta uzorkovanja, duzine simulacije, izbora dielektri¢ne konstante, modela implicitne solvatacije
1 na¢ina tretiranja entropije. Zbog toga se MM/PBSA naj¢eS¢e smatra korisnom metodom srednjeg
nivoa za interpretaciju interakcija i relativno rangiranje liganada, dok vrednosti AGy,;,,4 treba tumaciti
oprezno 1, kada god je moguce, proveriti na poznatom skupu jedinjenja [272,273,276].

1.6.4. Strukturno bazirani virtuelni skrining

Virtuelni skrining (engl. virtual screening, VS) predstavlja in silico pristup za pretrazivanje velikih
hemijskih biblioteka sa ciljem identifikacije jedinjenja koja imaju najvecu verovatnocu Zeljene
bioloSke aktivnosti. U procesu otkrivanja novih lekova VS se smatra racunarskim pandanom
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eksperimentalnom visokopropusnom skriningu (engl. high-throughput screening, HTS), jer
omogucava brzo i efikasno suzavanje velikog hemijskog prostora na manji broj kandidata za dalja
bioloska i racunarska ispitivanja. UobiCajeno se razlikuju dve osnovne strategije: ligand-bazirani
virtuelni skrining (LBVS) i strukturno-bazirani virtuelni skrining (SBVS) [245].

SBVS zasniva se na molekulskom dokingu jedinjenja iz odabrane baze u vezujuce trodimenzionalne
strukture ciljanog biomolekula. Na taj nacin se, pored predvidanja moguceg nacina vezivanja,
omogucava 1 rangiranje jedinjenja, Sto predstavlja vazan kriterijum za izbor kandidata za dalja
ispitivanja. Budu¢i da molekulski doking predstavlja centralni korak SBVS postupka, priprema
proteina, priprema liganada, definisanje vezuju¢eg mesta i izbor parametara dokinga zasnivaju se na
istim principima kao i kod pojedina¢nih doking studija. SBVS se uopsteno sastoji iz sledecih koraka:
priprema ciljanog biomolekula, izbor i1 priprema baze jedinjenja, molekulski doking i analiza
dobijenih rezultata. U SBVS studijama cesto se koriste baze i biblioteke jedinjenja kao Sto su
Enamine (https://enamine.net/), Life Chemicals (https://lifechemicals.com/), ZINC
(https://zinc.docking.org/), ChemSpace (https://chem-space.com/), ChemDiv
(https://www.chemdiv.com/), dok se baze kao §to su PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/),
ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/) i DrugBank (https://go.drugbank.com/) ¢esto koriste za
izbor referentnih i poznatih bioaktivnih jedinjenja. Za pripremu struktura liganada i proteina potrebno
je uzeti u obzir sve parametre koji se razmatraju i za sam molekulski doking [245].

Za racionalnu procenu kvaliteta SBVS protokola, pre prospektivnog skrininga Cesto se sprovodi
retrospektivna validacija VS protokola koris¢enjem skupa poznatih aktivnih liganada ciljanog
biomolekula, odnosno pravih pozitivnih proba, i skupa mamac-jedinjenja (engl. decoys). Mamac-
jedinjenja su dizajnirana na osnovu struktura aktivnih jedinjenja. Strukturno su donekle sli¢na
aktivnim jedinjenjima po osnovnim fizickohemijskim osobinama (npr. molekulska masa, logP, broj
donora i akceptora vodoni¢ne veze, broj rotabilnih veza i naelektrisanje), ali istovremeno dovoljno
strukturno razlicita da je mala verovatnoca da zaista pokazuju aktivnost. Znacaj skupova mamac-
jedinjenja je u tome S§to omogucavaju procenu sposobnosti izabranog ciljanog biomolekula,
parametara dokovanja, skoring funkcije i cele SVBS procedure da rangira aktivna jedinjenja u vrhu
SBVS rang-liste, umesto da izdvaja molekule samo na osnovu fizickohemijskih razlika [277].

Dodatni izazov u SBVS predstavlja ¢injenica da su proteinski receptori ¢esto fleksibilni, pa jedna
rigidna struktura ne mora adekvatno opisati sve relevantne oblike vezujuceg mesta. Zbog toga se sve
¢esc¢e primenjuju SBVS pristupi koji ukljucuju vise konformacija receptora, dobijenih iz razli¢itih
kristalnih struktura ili iz simulacija molekulske dinamike. Razli¢ite tehnike se mogu koristiti za
uzorkovanje konformacija iz MD simulacije. Veoma cesto se vrsi klasterovanje trajektorija i
koriS¢enje centroida klastera. U literaturi se moZe naci viSe metoda poput linearne diskriminantne
analize (engl. Linear Discriminant Analysis, LDA) koje se primenjuju radi izbora onih
konformacionih stanja koja najbolje razlikuju aktivna jedinjenja od mamaca. Ovakvi SBVS protokoli
pokazuju bolje performanse od pristupa zasnovanih na jednoj rigidnoj strukturi receptora, narocito
kada fleksibilnost vezuju¢eg mesta ima vaznu ulogu u prepoznavanju liganda [278,279].

1.7. Metode u dizajnu lekova bazirane na strukturi liganada

Dizajn lekova zasnovan na strukturi liganada (engl. ligand-based drug design, LBDD) obuhvata
pristupe u kojima se novi kandidati za lek dizajniraju i biraju na osnovu informacija o strukturi i
aktivnosti poznatih liganada, ¢ak i kada 3D struktura ciljnog proteina nije dostupna ili nije dovoljno
pouzdana. Osnovna ideja ovog pristupa jeste da molekuli koji imaju sli¢nu strukturu, raspodelu
klju¢nih farmakofornih osobina ili srodna fizickohemijska svojstva €esto pokazuju 1 slican bioloski
efekat, pa se iz postojecih Ait ili lead jedinjenja mogu izvoditi zakljucci koji omogucéavaju dizajn
novih analoga, ali 1 identifikaciju jedinjenja sa novim strukturnim jezgrima (engl. scaffolds) odnosno
novih hemijskih klasa jedinjenja. Zbog toga je LBDD narocito koristan u ranim fazama otkrivanja
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lekova, kada su dostupni podaci o aktivnim jedinjenjima, ali su strukturne informacije o ciljnoj meti
ogranicene [280-282].

Najcesce metodologije koje se koriste u okviru LBDD obuhvataju kvantitativne odnose strukture 1
aktivnosti (engl. quantitative structure—activity relationships, OSAR), kvantitativne odnose strukture
1 osobina (engl. quantitative structure-property relationships, QSPR), farmakoforno modelovanje i
virtuelni skrining zasnovan na ligandima. QSAR 1 QSPR pristupi nastoje da uspostave kvantitativnu
vezu izmedu strukturnih karakteristika molekula i njihove bioloske aktivnosti ili drugih bitnih
osobina, dok farmakoforno modelovanje identifikuje prostorni raspored osobina neophodnih za
vezivanje 1 ispoljavanje aktivnosti [280—282]. Virtuelni skrining zasnovan na ligandima omogucava
pretragu velikih biblioteka jedinjenja na osnovu sli¢nosti sa poznatim aktivnim ligandima ili na
osnovu uskladenosti sa definisanim farmakofornim modelom [282,283]. U novije vreme, LBDD se
sve cesce dopunjuje metodama masSinskog i1 dubokog ucenja, koje omogucavaju efikasnije
prepoznavanje slozenih obrazaca izmedu strukture molekula i njihove aktivnosti [283].

1.7.1. OSAR i QSPR analize

QSAR analize predstavljaju racunarske metode kojima se uspostavlja kvantitativna veza izmedu
strukturnih karakteristika molekula i njihove bioloske aktivnosti. Polazi se od pretpostavke da se
promene u hemijskoj strukturi mogu odraziti na promene u intenzitetu bioloskog odgovora, tako da
se odgovaraju¢im izborom molekulskih deskriptora 1 statistickih ili maSinski zasnovanih modela
moze predvideti aktivnost novih jedinjenja. Zbog toga QSAR zauzima vazno mesto u racionalnom
dizajnu lekova, narocito u ranim fazama otkri¢a bioaktivnih molekula, kada je potrebno brzo proceniti
veliki broj struktura pre eksperimentalne provere [284].

Sa QSAR pristupom usko je povezano 1 QSPR modelovanje, koje se zasniva na istoj metodolo§koj
osnovi, ali se od njega razlikuje po prirodi izlazne promenljive. Dok je kod QSAR modela cilj
predvidanje bioloSke aktivnosti, kod QSPR pristupa modeluju se fizickohemijska i druga svojstva
jedinjenja, kao Sto su lipofilnost, rastvorljivost, permeabilnost ili stabilnost [285].

Organizacija za ekonomsku saradnju i razvoj (engl. Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD) definisala je smernice za validaciju QSAR modela kako bi se obezbedilo da
oni budu nau¢no utemeljeni, transparentni i prihvatljivi za regulatornu primenu [286]. Prema OECD
smernicama, QSAR model treba da ispunjava 5 osnovnih zahteva:

1. Definisana izlazna promenljiva
Model mora ta¢no da navede koje svojstvo predvida - na primer fizickohemijsko, biolosko ili
ekotoksikolosko svojstvo. Vazno je da bude jasno Sta se meri, u kojim uslovima i kojom
metodom, jer ista krajnja tatka moze biti odredena razli¢itim eksperimentalnim protokolima.
2. Nedvosmislen algoritam
Mora biti jasno kako model dolazi do predikcije. To znaci da treba da budu opisani algoritam,
deskriptori, softver, verzija softvera, ulazni podaci i eventualna podesavanja, tako da drugi
mogu da razumeju i po moguéstvu reprodukuju rezultat.
3. Definisan domen primenljivosti
Model mora da navede za koje supstance i u kom hemijskom/prostornom/deskriptorskom

opsegu je pouzdan. Drugim re¢ima, treba da se zna kada je neka nova supstanca ,,unutar
domena“ modela, a kada je predikcija nesigurnija ili neprimerena.
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4. Odgovarajuce mere slaganja, robusnosti i prediktivnosti

Model treba da ima prikazane pokazatelje koji govore koliko dobro opisuje podatke na kojima
je razvijen i koliko dobro predvida osobine novih supstanci, zbog ¢ega se jasno navodi podela
podataka na trening i test set podataka (u odredenim slucajevima i verifikacioni), kao i
eventualni eksterni set za nezavisnu proveru prediktivne moc¢i modela. Ovde spadaju
statisticke mere performansi, kao i informacije o sastavu i ulozi svakog od navedenih setova
podataka.

5. Mehanisticka interpretacija, ukoliko je moguca

Pozeljno je da model ima nau¢no smisleno objasnjenje zaSto odredene strukturne osobine
dovode do odredenog efekta. To znaci da veza izmedu strukture i aktivnosti ne treba da bude
samo statisticka, ve¢ i hemijski, bioloski ili toksikoloski opravdana kada je to moguce.

Bez obzira na to da li se primenjuju za QSAR ili QSPR modelovanje, izgradnja pouzdanih modela
podrazumeva viSe medusobno povezanih koraka: prikupljanje eksperimentalnih podataka,
reprezentaciju hemijske strukture, izracunavanje molekulskih deskriptora, izbor relevantnih
promenljivih, formiranje modela i njegovu internu i eksternu validaciju. Poseban znacaj imaju
procena robusnosti, prediktivne sposobnosti i domena primenljivosti, jer se vrednost modela ne
ogleda samo u dobrom uklapanju postoje¢ih podataka, ve¢ i u sposobnosti da pouzdano predvida
ponasanje novih jedinjenja [286,287].

1.7.1.1.  Tipovi modela i primenjivani deskriptori

Prema nivou strukturne reprezentacije QSAR modeli se najces¢e dele na 2D-QSAR, 3D-QSAR i
viSedimenzionalne pristupe. U 2D-QSAR modelima molekuli se opisuju pomocu deskriptora
izvedenih iz dvodimenzionalne strukture, dok 3D-QSAR ukljucuje trodimenzionalnu organizaciju
molekula 1 prostornu raspodelu osobina relevantnih za aktivnost. Dalji razvoj doveo je do
viSedimenzionalnih pristupa, ukljucuju¢i 4D-, 5D- i 6D-QSAR, kojima se nastoje prevazici
ogranicenja klasicnih 3D-QSAR modela uvodenjem dodatnih nivoa strukturne i interakcione
informacije [288,289].

Molekulski deskriptori koji se koriste u QSAR modelima mogu se klasifikovati prema
dimenzionalnosti strukturne reprezentacije iz koje se izvode, ali i prema prirodi informacija koje
opisuju [290,291]. Prema dimenzionalnosti, naj¢esce se razlikuju 0D/1D, 2D 1 3D deskriptori, dok se
u okviru viSedimenzionalnih pristupa razmatraju 1 4D, 5D i 6D nivoi opisa [289,292,293].
Najjednostavniji 0D i1 1D deskriptori obuhvataju konstitucione informacije, kao $to su molekulska
masa, broj atoma, broj pojedinih elemenata, broj veza i prisustvo funkcionalnih grupa [292,293].
Dvodimenzionalni deskriptori izvedeni su iz molekulskog grafa i obuhvataju, izmedu ostalog,
indekse povezanosti, razli¢ite topoloske indekse i strukturne fragmente, zbog cega predstavljaju
osnovu 2D-QSAR pristupa [293,294]. Trodimenzionalni deskriptori zasnivaju se na geometriji
molekula i1 prostornom rasporedu atoma, pa opisuju oblik, zapreminu, povrSinu, sterne i
elektrostatiCke karakteristike, kao 1 druge prostorno zavisne osobine molekula [293]. U literaturi su,
pored 2D i1 3D deskriptora, opisani i viSedimenzionalni nivoi molekulskog opisa, pri ¢emu su 4D
deskriptori najjasnije definisani. Oni se zasnivaju na ucestalosti pojavljivanja razli¢itih tipova atoma
u odredenim delovima prostora kroz ansambl konformacija molekula, pa pored prostorne
organizacije obuhvataju 1 njegovu konformacionu fleksibilnost. Zbog toga 4D deskriptori
predstavljaju proSirenje 3D opisa sa jedne reprezentativne konformacije na skup mogucih
trodimenzionalnih rasporeda molekula [295].
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Pored podele prema dimenzionalnosti, molekulski deskriptori mogu se klasifikovati i prema prirodi
informacija koje opisuju. U toj podeli najces¢e se izdvajaju konstitucioni, topoloski, geometrijski,
elektronski, kvantnohemijski i termodinamicki deskriptori [290,296,297]. Konstitucioni deskriptori
izrazavaju osnovni sastav molekula 1 obuhvataju jednostavne numericke pokazatelje, kao Sto su
molekulska masa, broj atoma, broj veza, broj heteroatoma i broj prstenova [292]. Topoloski
deskriptori opisuju nacin na koji su atomi medusobno povezani i kodiraju informacije o veli¢ini
molekula, obliku, grananju, prisustvu heteroatoma i visestrukih veza. Tipi¢ni primeri su Wiener-ov i
Randicev indeks, kao 1 Kier—Hall-ovi indeksi povezanosti [296,298]. U Sirem smislu, u 2D topoloske
deskriptore mogu se svrstati i deskriptori atomskih parova, jer pocivaju na najkrac¢im topoloskim
udaljenostima izmedu parova atoma; u prakticnim taksonomijama oni se ¢esto vode kao posebna
podgrupa 2D atomskih parova, pri ¢emu B deskriptori oznacavaju prisustvo/odsustvo, a F deskriptori
ucestalost datog para atoma na zadatoj topoloskoj udaljenosti [299]. CATS deskriptori mogu biti 2D,
ali 1 3D topolosko-farmakoforni deskriptori, jer opisuju parove farmakofornih tipova na definisanim
topoloskim udaljenostima [300]. Geometrijski deskriptori polaze od trodimenzionalne strukture
molekula; u ovu grupu spadaju, RDF [301], 3D-MoRSE [302], WHIM [303] i GETAWAY [304]
deskriptori. Elektronski deskriptori opisuju raspodelu naboja i parametre elektronske strukture, kao
Sto su parcijalna atomska naelektrisanja, dipolni moment, polarizabilnost, a uklju¢uju i
kvantnohemijske deskriptore kao Sto su energije HOMO i LUMO orbitala, ukupna energija i ukupna
elektronska energija molekula [305]. Termodinamicki deskriptori obuhvataju energetske i
entropijske parametre, kao Sto su standardne entalpije isparavanja, sublimacije i solvatacije, entropija
topljenja, kao i vibraciona, rotaciona i translaciona entropija i toplotni kapacitet [306].

1.7.1.2.  3D-OSAR modeli zasnovani na poljima molekulskih interakcija

Posebnu podgrupu 3D deskriptora i 3D-QSAR pristupa ¢ine metode zasnovane na poljima
molekulskih interakcija (engl. Molecular Interaction Fields, MIFs), koje opisuju raspodelu
interakcione energije izmedu jedinjenja, odnosno njegovih funkcionalnih grupa, i odgovarajuce
hemijske probe postavljene u trodimenzionalnu mreZu oko molekula. U ovim pristupima polazi se od
pretpostavke da bioloSka aktivnost ne zavisi samo od opSteg oblika i sastava molekula, ve¢ 1 od
prostornog rasporeda regiona pogodnih za sterne, elektrostaticke, hidrofobne 1 vodoni¢no-vezujuce
interakcije. MIF-ovi imaju veoma vaznu ulogu u opisivanju sposobnosti liganda da stupi u interakciju
sa makromolekulima, poput receptora ili enzima. Na ovaj nac¢in je moguce identifikovati regione
prostora koji su povoljni za odredene tipove intermolekulskih interakcija, pri ¢emu probe
predstavljaju fizickohemijske osobine zamiSljenog vezujuc¢eg mesta ispitivanog liganda [307,308].

Za analizu MIF-ova naj¢eS¢e se koriste Cetiri vrste hemijskih proba. TIP proba opisuje sterne
interakcije 1 daje informaciju o obliku jedinjenja, DRY proba karakteriSe hidrofobne interakcije, N1
proba identifikuje regione pogodne za interakciju sa donorima vodoni¢ne veze, odnosno ukazuje na
prisustvo akceptorskih centara u molekulu, dok O proba opisuje regione pogodne za interakciju sa
akceptorima vodoni¢ne veze, odnosno ukazuje na prisustvo donorskih centara [308,309].

Racunanje MIF interakcija zasniva se na primeni Lennard—Jones-ovog i Coulomb-ovog potencijala,
pri ¢emu se u pojednostavljenom prikazu interakcioni potencijal moze predstaviti jednac¢inom:

E = EVDW + EEL + EHB + S (13)
gde Eypy oznaCava van der Waals-ovu energiju, Eg; elektrostaticku energiju, Eyp energiju
vodoni¢ne veze, dok se parametar S odnosi na entropijski doprinos sistemu. Na taj nacin MIF-ovi

pruzaju detaljan trodimenzionalni opis regiona molekula koji mogu ucestvovati u razli¢itim tipovima
nekovalentnih interakcija [308].
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Na konceptu molekulskih polja zasnivaju se klasi¢ne 3D-QSAR metode zavisne od poravnanja
molekula (engl. alignment-dependent), medu kojima su najpoznatije CoMFA (engl. Comparative
Molecular Field Analysis) i CoMSIA (engl. Comparative Molecular Similarity Indices Analysis).
U CoMFA pristupu, nakon prostornog poravnanja molekula, analiziraju se sterna i elektrostaticka
polja oko zajednic¢kog skeleta, pri cemu se korelacija izmedu raspodele tih polja i bioloske aktivnosti
koristi za konstrukciju prediktivnog modela. CoMSIA zadrzava osnovni princip trodimenzionalnog
poredenja liganada, ali umesto direktne upotrebe klasi¢nih polja koristi indekse sli¢nosti i moze
obuhvatiti sterna, elektrostatiCka, hidrofobna 1 vodoni¢no-vezuju¢a svojstva. Obe metode
predstavljaju tipicne 3D-QSAR pristupe u kojima deskriptorski prostor proizlazi iz prostorne
raspodele interakcionih osobina molekula, a ne samo iz njegove 2D povezanosti [310,311].

Za razliku od ovih pristupa zavisnih od poravnanja, posebno mesto medu 3D deskriptorima
zasnovanim na molekulskim poljima zauzimaju GRIND (engl. GRid-INdependent Descriptors)
deskriptori, razvijeni kao 3D deskriptori nezavisni od poravnanja (engl. alignment-independent)
izvedeni iz molekulskih interakcionih polja. U originalnoj metodologiji, predstavljenoj uz program
ALMOND, GRIND se dobijaju kroz rac¢unanje MIF-ova, izdvajanje relevantnih regiona iz svakog
polja i kodiranje njihovih medusobnih prostornih odnosa u obliku korelograma [312]. Osnovu
GRIND deskriptora ¢ine parovi odabranih MIF ¢&vorova, odnosno karakteristicnih interakcionih
regiona izdvojenih iz istih ili razli¢itih tipova polja, pri ¢emu jedan GRIND deskriptor opisuje
odredeni par polja i njihovu medusobnu udaljenost u definisanom intervalu. Drugim re¢ima, GRIND
deskriptori kvantifikuju rastojanje izmedu parova regiona znacajnih za sterne, hidrofobne,
elektrostati¢ke ili vodoni¢no-vezujuce interakcije, ¢cime se trodimenzionalna informacija iz MIF-ova
prevodi u numericki oblik pogodan za QSAR modelovanje. U originalnoj verziji kodiranje se vrsi
postupkom maksimalne auto- i unakrsne korelacije (engl. maximum auto- and cross-correlation,
MACC, odnosno MACC-2), pri ¢emu se za svaki interval udaljenosti zadrZzava najve¢i proizvod
energija odgovarajuceg para ¢vorova, a rezultati se prikazuju u obliku auto- i cross-korelograma
[312,313].

Kasnije je razvijena unapredena varijanta ovih deskriptora, ozna¢ena kao GRIND-2, koja zadrZava
osnovni princip GRIND pristupa, ali uvodi poboljSanja u diskretizaciji MIF-ova i prakticnoj primeni
na velike i strukturno heterogene skupove jedinjenja. Klju¢na novina u tom kontekstu jeste primena
algoritma AMANDA za izdvajanje regiona najpovoljnijih interakcija iz MIF-ova (engl. hot spots).
Zarazliku od originalnog ALMOND algoritma, u kojem se iz svakog polja izdvaja unapred definisan
broj ¢vorova optimizacijom koja kombinuje intenzitet polja i medusobne udaljenosti, AMANDA
koristi energetsko predfiltriranje 1 zatim bira promenljiv broj reprezentativnih ta¢aka u zavisnosti od
lokalnih karakteristika polja. Takav pristup je brzi, ne zahteva ru¢no prilagodavanje parametara za
svaku seriju jedinjenja i pogodniji je za nesupervizovanu obradu velikih i hemijski raznorodnih
skupova, a u objavljenim poredenjima daje deskriptore slicne GRIND deskriptorima ili neSto bolje
prediktivne sposobnosti od originalnog postupka [313,314].

Na nivou kodiranja prostornih odnosa, originalni MACC pristup moze dovesti do toga da ista
varijabla u razli¢itim molekulima predstavlja razli¢ite parove reprezentativnih MIF tacaka, Sto moze
otezati interpretaciju modela. Kao odgovor na to predloZen je algoritam konzistentno visokih auto-
i unakrsnih korelacija (engl. Consistently Large Auto and Cross Correlation, CLACC), koji
zadrzava korelogramsku logiku GRIND pristupa, ali uvodi izbor parova MIF-ova i njihovo
uskladivanje, kako bi ista varijabla kroz celu seriju §to doslednije predstavljala isti par farmakofornih
karakteristika na slicnom medusobnom rastojanju [313,315]. Zbog toga su GRIND, a posebno
GRIND-2, narocito korisni kod strukturno heterogenih liganada i u situacijama kada je pozeljno
sacuvati mehanisticki interpretabilan 3D opis, a istovremeno izbe¢i ograni¢enja klasi¢nih metoda
zavisnih od poravnanja.
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1.7.2. Metode masinskog uc¢enja u QSAR i QSPR analizi

U savremenoj QSAR i QSPR analizi sve znacajniju ulogu imaju metode masinskog ucenja, jer
omogucavaju modelovanje slozenih, Cesto nelinearnih odnosa izmedu molekulskih deskriptora 1
ispitivanog odgovora jedinjenja [308,309]. Dok se QSAR fokusira na bioloske aktivnosti, kao §to su
Ka, Ki, ICs01 EDso, kao 1 na binarne klasifikacije poput aktivno/neaktivno, QSPR obuhvata hemijska
ili fizicka svojstva jedinjenja, ukljucujuéi tacku topljenja, pritisak pare, pKa, logP i druga svojstva
[310]. U osnovi, nadgledani modeli masSinskog ucenja koji se koriste u ovim analizama mogu se
formulisati kao klasifikacioni ili regresioni. Klasifikacioni modeli koriste se kada je cilj razvrstavanje
jedinjenja u diskretne kategorije, na primer na aktivna i neaktivna, toksicna i netoksicna ili
permeabilna i nepermeabilna. Nasuprot tome, regresioni modeli sluze za predvidanje kontinuiranih
numerickih vrednosti, kao Sto su /Cso/K;, odnosno njihove negativne logaritamske transformacije
pICso/pKi, kao 1logP i druga fizickohemijska, farmakokineticka ili toksikoloska svojstva. Medu Cesto
primenjivanim algoritmima u heminformatici lekova nalaze se viSestruka linearna regresija (engl.
multiple linear regression, MLR), metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (engl. partial least squares
regression, PLS), sluajna Suma (engl. random forest, RF), metoda potpornih vektora (engl. support
vector machine, SVM), odnosno regresija potpornih vektora (engl. support vector regression, SVR),
metoda k najblizih suseda (engl. k-nearest neighbors, k-NN), vestacke neuronske mreze (engl.
artificial neural networks, ANN) 1 savremeni pristupi dubokog ucenja (engl. deep learning, DL)
[197,316,317]. Kod mnogih metoda maSinskog ucenja vazan korak predstavlja podesavanje
hiperparametara, odnosno unapred zadatih parametara modela i postupka treniranja koji nisu nauceni
direktno iz podataka, ve¢ odreduju $ta i kako model moze da nauci i uticu na njegove performanse i
sposobnost generalizacije [318].

1.7.2.1.  ViSestruka linearna regresija

Visestruka linearna regresija (MLR) predstavlja jednu od osnovnih statistickih metoda za
modelovanje odnosa izmedu jedne kontinuirane zavisne promenljive 1 veceg broja nezavisnih
promenljivih, pri ¢emu se pretpostavlja da je ta veza linearna u odnosu na parametre modela [319].
Opsti oblik modela moze se predstaviti jedna¢inom:

Y=b0+b1X1+b2X2+"'+prp+€ (14)

gde je Y zavisna promenljiva, X;, X5, ..., X, skup nezavisnih promenljivih, odnosno molekulskih
deskriptora, by odseCak na ordinati, by, b, ..., by, regresioni koeficijenti, a € slu¢ajna greska modela.
Parametri modela najceSce se procenjuju metodom najmanjih kvadrata, minimizacijom odstupanja
izmedu eksperimentalno dobijenih 1 predvidenih vrednosti [319]. Zbog jednostavnosti i dobre
interpretabilnosti, MLR je jedna od klasi¢nih metoda u QSAR/QSPR analizama, narocito kada se Zeli
uspostaviti jasna matematiCka veza izmedu strukturnih deskriptora 1 bioloske aktivnosti ili
fizickohemijskih svojstava jedinjenja [320,321].

Pri izgradnji MLR modela poseban znacaj ima izbor odgovaraju¢eg podskupa deskriptora, jer
prevelik broj promenljivih moZe dovesti do prenaucenosti, nestabilnosti modela 1 problema
multikolinearnosti [320,322]. Zbog toga se Cesto primenjuju postupci selekcije promenljivih, kao Sto
su postupno uklju¢ivanje promenljivih (engl. forward selection), postupno iskljucivanje
promenljivih (engl. backward elimination) i kombinovana postupna selekcija promenljivih
(engl. stepwise regression). Kod forward postupka model se zapocinje bez prediktora, a zatim se
promenljive uvode jedna po jedna prema kriterijumu najveceg poboljSanja modela. Kod backward
postupka polazi se od pocetnog modela u koji su ukljucene sve promenljive, nakon ¢ega se najmanje
znacajne promenljive sukcesivno uklanjaju. Stepwise regresija predstavlja kombinovani pristup, pri
kojem se promenljive postepeno ukljucuju, ali se u svakom koraku istovremeno proverava da li neka
od prethodno uklju€enih promenljivih viSe ne ispunjava kriterijum za zadrzavanje u modelu. Izbor i
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zadrZavanje deskriptora u ovim postupcima najcesce se regulisu statistiCkim parametrima za ulazak
1 izbacivanje promenljivih iz modela, obi¢no zasnovanim na F-testu ili p-vrednosti. Na taj nacin se
obezbeduje da u konaénom modelu ostanu samo oni deskriptori koji znacajno doprinose objasnjenju
posmatrane zavisne promenljive [322,323]. Pored sekvencijalnih postupaka, u selekciji deskriptora
Cesto se koriste 1 heuristicke optimizacione metode, kao $to su genetski algoritmi, koje omogucavaju
pretrazivanje velikog broja mogucih kombinacija promenljivih 1 identifikaciju podskupova
deskriptora sa najboljim prediktivnim performansama [322,324].

Iako savremenije metode mogu uspesnije opisivati slozene nelinearne odnose, MLR 1 dalje ima vaznu
ulogu kao jednostavan, transparentan i interpretabilan pocetni ili referentni model u QSAR/QSPR
analizama [320,321].

1.7.2.2.  Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata

Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) predstavlja linearni multivarijantni pristup za
modelovanje odnosa izmedu matrice prediktora X i matrice odgovora Y (Slika 1.21A). Posebno je
pogodna kada skup podataka sadrzi veliki broj prediktora, kada su oni medusobno korelisani ili kada
broj prediktora prevazilazi broj posmatranja [325-327]. Zbog toga je PLS postala standardni alat u
hemometriji, a znac¢ajno mesto ima i u QSAR/QSPR analizama [325,328].

Osnovna ideja PLS metode jeste da se originalni deskriptori ne koriste direktno u regresiji, ve¢ da se
iz njih konstruiSe manji broj latentnih promenljivih, odnosno komponenti. Latentne promenljive
predstavljaju izvedene promenljive koje sazimaju informaciju sadrZzanu u originalnim prediktorima i
sluze za opisivanje odnosa izmedu matrica X 1 Y. U tom smislu, PLS trazi takve komponente koje

imaju dobru prediktivnu vezu sa odgovorom Y, a ne samo da opisuju strukturu matrice prediktora
(Slika 1.21B) [325,327].
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Slika 1.21. Organizacija podataka u PLS modelu: A) matrica X sadrzi prediktorske promenljive,
odnosno deskriptore hemijske strukture, dok matrica Y sadrzi zavisne promenljive, kao §to su
bioloska aktivnost ili drugo ispitivano svojstvo; B) podaci iz matrice X mogu se predstaviti kao
skup tacaka u viSedimenzionalnom prostoru, koje se projektuju na manji broj latentnih
promenljivih. Prilagodeno na osnovu reference [325].

Na nivou modela to znaci da se i matrica prediktora i matrica odgovora opisuju pomoc¢u manjeg broja

latentnih komponenti i1 rezidualnog, neobjasnjenog dela. Za razliku od pristupa koji komponente
biraju samo prema varijansi matrice X, poput analize glavnih komponenti (engl. Principal
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Component Analysis, PCA), kod PLS-a komponente se odreduju tako da opisuju zajednicku
strukturu, odnosno odnos izmedu X 1Y [325,327].

PLS se moze posmatrati kao linearni regresioni model zasnovan na transformisanim, sazetim
promenljivama umesto na originalnim deskriptorima. Na taj nacin problem velikog broja i
medusobne korelacije prediktora prevazilazi se projekcijom podataka u prostor manjeg broja
komponenti, nakon ¢ega se na tim komponentama uspostavlja regresioni odnos sa odgovorom.
Upravo zato je PLS posebno korisna u situacijama u kojima klasi¢na viSestruka linearna regresija
postaje nepouzdana [325,327].

Broj latentnih promenljivih predstavlja jedan od klju¢nih parametara PLS modela. Premali broj
moze dovesti do nedovoljnog opisa odnosa izmedu prediktora i odgovora, dok prevelik broj povecava
rizik od preteranog prilagodavanja modela podacima. Zbog toga se njihov broj u praksi odreduje
validacijom (najce$¢e unakrsnom), a u QSAR/QSPR studijama naglaSava se i potreba za pazljivom
procenom performansi PLS modela [325,328].

U odnosu na viSestruku linearnu regresiju, prednost PLS metode jeste u tome Sto moZe efikasno da
se primeni na skupove podataka sa izrazenom multikolinearnos$éu, velikim brojem prediktora i, po
potrebi, sa viSe odgovornih promenljivih. Zbog toga se PLS Siroko koristi u hemometriji, analitickoj
hemiji i QSAR/QSPR modelovanju [325,327,328].

1.7.2.3. Vestacke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze (ANN) predstavljaju modele maSinskog ucenja koji se mogu koristiti i za
klasifikaciono i za regresiono modelovanje. Njihov znacaj u QSAR/QSPR analizama proistice iz
sposobnosti da modeluju sloZene 1 nelinearne odnose izmedu molekulskih deskriptora i posmatranog
odgovora [329,330].

Osnovnu racunsku jedinicu ANN modela predstavlja veStacki neuron, koji ulazne vrednosti
kombinuje pomocu tezina i slobodnog €lana, a zatim rezultat transformiSe aktivacionom funkcijom
[262]. To se moze prikazati izrazima:

Z=ZWixi+b (15)
ylzi f(2) (16)

gde su x; ulazne promenljive, w; tezine, b slobodni ¢lan (engl. bias), f aktivaciona funkcija, a y izlaz
neurona. Bias se moze posmatrati kao dodatni neuron ¢ija je aktivacija stalno jednaka +1, ¢ime se
omogucava pomeranje aktivacije 1 veca fleksibilnost modela [332]. Na ovaj nacin neuron formira
ponderisanu sumu ulaznih signala, koja se zatim transformiSe aktivacionom funkcijom 1 prosleduje
ka narednom sloju mreze (Slika 1.22A). Na nivou arhitekture, ANN se najcesce sastoji od ulaznog
sloja, jednog ili viSe skrivenih slojeva i izlaznog sloja. Ulazni sloj prima deskriptore ili druge ulazne
promenljive, skriveni slojevi vr$e njihovu nelinearnu transformaciju, dok izlazni sloj daje kona¢nu
predikciju, odnosno klasu ili numeri¢ku vrednost odgovora (Slika 1.22B).
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Slika 1.22. Sematski prikaz osnovnih elemenata vestacke neuronske mreze: A) model vestatkog
neurona, u kojem se ulazne promenljive ponderiSu odgovaraju¢im tezinama, sabiraju sa bias
¢lanom, a zatim transformisu aktivacionom funkcijom dajuéi izlaz; B) primer viseslojne vestacke
neuronske mreZe sa ulaznim, skrivenim 1 izlaznim slojem.

Neke od ¢esce koriS¢enih aktivacionih funckija su:

( x identitetska funkcija, raspon: (—oo, +00)
1
1T % logisticka sigmoidna funkcija, raspon: (0,1)
eX — g%
—_— hiperbolicka t tna funkcija, (=1,+1
FO0) = | e iperboli¢ka tangentna funkcija, raspon: ( ) an
e ™ eksponencijalna funkcija, raspon: (0, +00)
sin(x) sinusna funkcija, raspon: [0,1]
) i
e 20 ausova funkcija
\\ogV2m

U QSAR/QSPR modelovanju najc¢eS¢e se koriste mreZze sa viSe slojeva perceptrona (engl.
Multilayer Perceptron, MLP) i mreZe radijalnih baznih funkcija (engl. Radial Basis Function,
RBF). Duboke neuronske mreZze (engl. Deep Neural Network, DNN) predstavljaju proSirenje ovog
pristupa i obuhvataju arhitekture sa viSe skrivenih slojeva. U QSAR studijama dugo su preovladivale
tzv. ,plitke” mreze sa jednim skrivenim slojem, dok duboke mreZe postaju vaznije sa rastom
dostupnih skupova podataka i racunarskih moguénosti [262-264].

Kada su skupovi podataka mali, jednostavniji ili plitki modeli Cesto pokazuju stabilnije performanse,
dok duboke neuronske mreze postaju konkurentnije na ve¢im skupovima podataka, gde mogu bolje
da iskoriste sloZenije obrasce u podacima. Zbog toga izbor izmedu plitkih i dubokih mreza zavisi ne
samo od prirode problema, ve¢ i od veli¢ine i raznovrsnosti koris¢enog seta podataka [264,265].

Glavne prednosti neuronskih mreza u QSAR/QSPR analizama su velika fleksibilnost, sposobnost
modelovanja izrazenih nelinearnosti 1 dobra prediktivna mo¢ kada su dostupni odgovaraju¢i podaci.
Sa druge strane, njihove glavne mane su slabija interpretabilnost u poredenju sa linearnim modelima,
osetljivost na izbor arhitekture i potreba za pazljivom optimizacijom i validacijom modela. U praksi
se performanse modela podeSavaju izborom arhitekture i hiperparametara kao Sto su broj
skrivenih slojeva, broj neurona u skrivenim slojevima, izbor aktivacione funkcije, stopa ucenja,
broj epoha i parametri regularizacije [263,264,266].
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1.7.2.4.  Potporna vektorska regresija

Metoda potpornih vektora (engl. support vector machine, SVM) predstavlja nadgledanu metodu
masinskog ucenja koja je prvobitno razvijena za klasifikacione zadatke, dok se za regresione
probleme koristi njena modifikacija poznata kao potporna vektorska regresija (engl. support vector
regression, SVR) [335,336]. U QSAR/QSPR analizama SVM i SVR imaju znac¢ajnu primenu, jer
omogucavaju modelovanje slozenih odnosa izmedu molekulskih deskriptora i ispitivanog odgovora,
ukljucujuéi 1 nelinearne zavisnosti [336—338].

Kod regresione varijante, odnosno SVR, cilj je da se pronade funkcija koja Sto bolje aproksimira
eksperimentalne vrednosti, a da pri tome ostane Sto jednostavnija, odnosno $to ,,ravnija” u prostoru
karakteristika (engl. feature space). U slucaju e-SVR pristupa, standardni optimizacioni problem
moze se zapisati na sledeci nacin [336,339]:

N
1 )
min EwTw+C;((i+(i) (18)
uz ogranicenja:
yi—wiox) +b)<e+( (19)
Wie(x)+b) -y <e+{f (20)

gde ¢lan %WTW predstavlja meru slozenosti modela, dok drugi deo izraza opisuje ukupnu kaznu za

odstupanja. Parametar C, odnosno parametar regularizacije (engl. regularization parameter;
cost/penalty parameter) odreduje kompromis izmedu tacnosti i jednostavnosti modela, odnosno
»kaznu” za tacke koje izlaze iz dozvoljene zone greske. Parametar &, odnosno Sirina &-zona
tolerancije (engl. epsilon parameter/e-insensitive tube width), definiSe Sirinu zone u kojoj se
odstupanja ne penalizuju, dok promenljive {; 1 {; predstavljaju odstupanja izvan te zone. Potporni
vektori (engl. support vectors) predstavljaju one uzorke koji imaju doprinos konacnoj regresionoj
funkciji; u e-SVR modelu to su, prakti¢no, tacke koje leZe na granici €-zona ili se nalaze izvan nje,
dok tacke unutar e-zone najces¢e ne doprinose modelu direktno.

Pored e-SVR pristupa, koristi se 1 v-SVR varijanta. Kod nje se Sirina e-zone ne zadaje unapred
direktno, ve¢ se uvodi parametar v (engl. nu parameter), kojim se kontroliSe ponaSanje modela u
pogledu broja potpornih vektora i dozvoljenih odstupanja. Preciznije, v predstavlja gornju granicu
udela greSaka i donju granicu udela potpornih vektora, a ujedno omogucava da se Sirina cevi
tolerancije prilagodi samim podacima [336,339].

Za opisivanje nelinearnih odnosa u SVM/SVR modelima se koriste funkcije jezgra (engl. kernel
functions), koje omogucavaju implicitno preslikavanje podataka u prostor obelezja vise
dimenzionalnosti, bez eksplicitnog ra¢unanja koordinata u tom prostoru [336,337]. U opStem obliku,
funkcija jezgra moze se zapisati kao:

K(x;, x;) = ¢(x) - 9(x)) (22)

U ovoj formuli x; i x; oznacavaju dva objekta predstavljena vektorima deskriptora, ¢(x) njihovo
preslikavanje u prostor obelezja, a K (x;, x;) skalarni proizvod preslikanih vektora, odnosno meru
njihove sli¢nosti u tom prostoru (Slika 1.23) [336].
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Slika 1.23. Sematski prikaz SVR modela - nelinearni odnos u originalnom prostoru preslikava se
funkcijom jezgra u prostor obelezja ¢(x), gde se modeluje linearnom regresionom funkcijom,;
isprekidane linije oznacavaju e-zonu, dok {; i {; predstavljaju odstupanja tacaka izvan dozvoljene
granice greske.

Najcesce koriséene funkcije jezgra su [336,339,340]:

X+ X; linearna funkcija jezgra

(y XX+ r)d polinomijalna funkcija jezgra

exp (—y[xl- — xjjz) RBF funkcija jezgra
tanh(y x;-x;+7)  sigmoidna funkcija jezgra

Ovde y predstavlja parametar jezgra (engl. Gamma parameter, kernel coefficient) 1 odreduje
osetljivost funkcije jezgra na medusobne razlike izmedu uzoraka, r je konstanta pomeraja, a d stepen
polinoma.

Najvazniji hiperparametri pri optimizaciji SVR modela ukljucuju parametar C, parametar € kod ¢-
SVR modela, odnosno parametar v kod v-SVR modela, kao 1 parametre izabrane funkcije jezgra. Pri
upotrebi RBF funkcije jezgra narocito je vazan parametar y, dok su kod polinomijalne funkcije jezgra
znacajni y, r i d. Izbor funkcije jezgra i vrednosti hiperparametara znacajno uti¢e na performanse
modela, pa se oni u praksi odreduju na osnovu validacionih rezultata [336,339].

Iako SVR omogucava efikasno modelovanje sloZenih i nelinearnih odnosa i moZe dati dobre
prediktivne performanse 1 u uslovima visokodimenzionalnih podataka i relativno malih uzoraka,
kvalitet modela zavisi od adekvatne optimizacije hiperparametara i moze biti osetljiv na sastav
trening seta. Dodatno, mehanisti¢ka interpretacija SVR modela naj¢e$¢e nije neposredna, posto je
doprinos pojedinacnih deskriptora obi¢no tesko protumaciti, zbog cega se ovaj pristup ubraja u slabije
interpretabilne metode [335,336].

1.7.3. Validacija

Cetvrto pravilo OECD smernica ukljuéuje i ekstenzivnu validaciju kreiranih modela. Za procenu
prediktivnosti modela koriste se razlicite statisticke metrike, ukljuujuéi R? za trening set, Q2 i koren
srednje kvadratne greSke procene (engl. Root Mean Square Error of Estimation, RMSEE) [341].
Sledece jednacine koriste se za njihovo izraCunavanje:
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. Z (Yeksp(trening) - Ypred(trening))2

R?=1 - > (24)
Z(Yeksp(training) - Ytrening)
QZ —1— Z(Yeksp(trening) - Ypred(cv—i:rening))2 (25)
Z(Yeskp(trening) - Ytrening)2
RMSEE = Z(Yeksp(trening) - Ypred(trening))2 (26)
ntrening

gde su Yersp(trening)s Yeksp(trening) 1 Ytrening redom eksperimentalne, predvidene i srednje
predvidene vrednosti ispitivane aktivnosti ili osobine trening seta jedinjenja.

Q%1 Ypred(cv_trening))Z predstavljaju parametre unakrsne validacije (engl. Cross Validation, CV).
CV predstavlja postupak interne validacije u kome se pocetni trening skup deli na deo za izgradnju
modela 1 validacioni podskup. U svakoj iteraciji jedan deo trening skupa se privremeno izostavlja,
model se gradi na preostalim uzorcima, a zatim se predvidaju izostavljeni uzorci; ukupni rezultati iz
pojedinacnih iteracija koriste se za procenu robusnosti 1 interne prediktivne sposobnosti modela. Kod
leave-one-out (LOO) validacije izostavlja se po jedan uzorak, kod leave-many-out (LMO) validacije
izostavlja se vec¢i, unapred definisan udeo uzoraka, dok se kod k-struke (engl. k-fold) unakrsne
validacije trening skup deli na k medusobno iskljucivih podskupova priblizno jednake veli€ine, pri
¢emu se svaki podskup jednom koristi za validaciju. Za razliku od opste LMO validacije, u kojoj se
mogu ponavljati razli¢ite kombinacije izostavljenih uzoraka, k-struka validacija ima unapred
definisane podskupove, tako da svaki uzorak bude u validacionom podskupu jednom [286,342].

Kao pokazatelji zadovoljavajuce interne validacije, koja ukazuje na robusnost i pouzdanost modela
unutar trening seta podataka, poZeljno je da R? ima vrednost vec¢u od 0,7, Q? ve¢u od 0,5, a RMSEE
S$to manju.

Modeli se takode mogu podvrgnuti eksternoj validaciji [341,343], kojom se procenjuje njihova
prediktivnost izracunavanjem koeficijenta determinacije za test skup (Rzz)red) 1 korena srednje
kvadratne greske predikcije (engl. Root Mean Square Error of Prediction, RMSEP):

_ Z(Yeksp(test) - Ypred(test))z

R 2 =1 — (2 7)
pred Z(Yeksp(test) - Ytrening)2
RMSEP = Z(Yeksp(test) - Ypred(test))2 (28)
Ntest

U navedenim jednaCinama, Y,ps(test)l Yprea(tesry Predstavljaju eksperimentalne i predvidene
ispitivane aktivnosti ili osobine za test skup, dok thining oznacava srednju vrednost ispitivane
aktivnosti ili osobine trening seta jedinjenja. Vrednost n..¢; predstavlja broj jedinjenja u test skupu.
Modeli sa dobrom moc¢i predvidanja eksternog seta podataka bi trebalo da imaju Rzz,red vrednost ve¢u
od 0,5, dok vrednost RMSEP treba biti manja od duple vrednosti RMSEE.

Radi dodatne procene prediktivne sposobnosti modela, mogu se izra¢unati i parametri r-metrike (1;2,

/2 TZ i Ar2) [344,345] pomoéu sledeéih jednagina:
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g =12 (1-Tr7 =1 ) (29)
12 = r? (1— |72 — 12 |) (30)
ni = M 31)
Arg = |n2 - r,{12| (32)

r?2 1 r¢ predstavljaju kvadrate koeficijenata korelacije izmedu eksperimentalno dobijenih i

predvidenih aktivnosti test skupa, sa i bez odsecka na Y osi, redom. Ta dva parametra se mogu
izraCunati koriS¢enjem sledecih jednacina:

r 2 [2 (Yeksp (test) — Yeksp (test)) (Ypred(test) - 17pred(test))] ’

= — > — > (33)
Z(Ypred(test) - Ypred(test)) X Z(Yeksp(test) - Yeksp(test))
2
2 Z(Yeksp(test) - kypred(test))
Z(Yeksp(test) - Yeksp(test))
(v —KY )
To/z -1 pred(test) = eksp(test) . (35)
Z(Ypred(test) - Ypred(test))
k i k' predstavljaju nagibe ovih prava i izraGunavaju se preko slede¢ih jednacina:
k = Z(Yeksp(test) Ypred(test)) (36)
- 2
Z(Ypred(test))
k' = Z(Yeksp(test)Ypred(test)) (37)

Z (Yeksp(test) ) ’

Za adekvatan model, vrednosti parametara 7,2, r,{LZ i 2 treba da budu veée od 0,5, dok vrednost
parametra Ar;2 treba da bude manja od 0,2. Kao jedan od kriterijuma prihvatljivosti modela, vrednosti

parametara k i k' treba da budu u intervalu 0,85-1,15.

Za proveru pouzdanosti modela moZe se izraCunati i koeficijent saglasnosti korelacije (engl.
Concordance Correlation Coefficient, CCC) [346], prema sledecoj jednacini:

n - -
2 Z i=1 (Xeksp(test),i - Xeksp(test) ) (Ypred(test),i_Ypred(test))

CcCC = m i 5 m i > i i 2
E (Xeksp(test),i _Xeksp(test) ) + E (Ypred(test),i - Ypred(test) ) + Niest (Xeksp(test) - Ypred(test))
i=1 i=1

(38)

U ovoj jednalini, Yersp(test) 1 Ypred(test) Predstavljaju eksperimentalne i predvidene vrednosti
ispitivane aktivnosti ili osobine za test skup, Ypred(test) oznacava srednju vrednost ispitivane
aktivnosti ili osobine test skupa, dok n;. predstavlja broj jedinjenja u test skupu.

54



1.7.4. Domen primenljivosti

Osnovna svrha formiranog QSAR/QSPR modela jeste da omoguci §to pouzdanije predvidanje
proucavane zavisne varijable, odnosno bioloske aktivnosti ili druge osobine od interesa za nova
jedinjenja. Zbog toga procena upotrebljivosti modela ne podrazumeva samo njegovu validaciju u
smislu dobrog slaganja, robusnosti i prediktivnosti, ve¢ i jasno definisanje domena primenljivosti
(engl. Applicability Domain, AD). Jasno definisan AD predstavlja tre¢i princip OECD smernica. On
se moze opisati kao fizickohemijski i strukturni prostor, kao i prostor predvidane zavisne varijable,
odnosno bioloski prostor u kome model daje predikcije sa odredenim stepenom pouzdanosti.
Predikcije za nova jedinjenja mogu se smatrati pouzdanijim kada ta jedinjenja pripadaju prostoru
definisanom trening skupom, jer tada predstavljaju interpolaciju, dok su predikcije izvan tog prostora
ekstrapolacije 1 zbog toga su manje pouzdane [347-349].

Za odredivanje AD razvijen je veci broj pristupa. U Sirem smislu, strategije za definisanje AD mogu
se zasnivati na fiziCkohemijskom, strukturnom i odzivhom domenu, kao i integrisanim metodama
[348]. Kada se AD razmatra u prostoru fiziCkohemijskih deskriptora, najcesée se razlikuju metode
zasnovane na opsegu vrednosti (engl. range-based methods), geometrijske metode (engl.
geometrical-based methods), metode zasnovane na udaljenosti (engl. distance-based methods) i
metode zasnovane na raspodeli gustine verovatnoce (engl. probability density distribution-based
methods). Posto nijedna od ovih metoda nije univerzalno najbolja, za potpuniju procenu domena
primenljivosti ¢esto se preporucuje kombinovanje vise komplementarnih pristupa [348-350].

Jedan od Cesto primenjivanih metoda za definisanje domena primenljivosti je leverage metoda, koja
pripada metodama zasnovanim na udaljenosti i ¢esto se primenjuje kod regresionih QSAR modela
[349-351]. Leverage vrednost predstavlja meru udaljenosti posmatranog jedinjenja od centra trening
skupa u prostoru deskriptora, pri c¢emu su leverage vrednosti dijagonalni elementi tzv. hat matrice

(H):
H=XX"x)"1xT (39)

gde je X matrica deskriptora trening skupa. Za pojedina¢no jedinjenje leverage vrednost (h;) se moze
izraziti jednacinom:

hy = x{ (XTX)™"x; (40)

gde je x; vektor vrednosti deskriptora za i-to jedinjenje, a X matrica modelskih deskriptora za trening
skup. Na taj nacin leverage kvantifikuje koliko je posmatrano jedinjenje udaljeno od centra X-
prostora, odnosno koliko mozZe biti uticajno pri izgradnji modela.

Granicna /everage vrednost (h*) se koristi kao prag za procenu da li se jedinjenje nalazi unutar
domena primenljivosti QSAR modela. Ako je n broj jedinjenja iz trening skupa, a p broj nezavisnih
varijabli, ta vrednost se moze se izra¢unati formulom [348,351]:

_3(p+1)
=——

h* (41)
Kada je za neko jedinjenje h; > h*, ono se smatra strukturno udaljenim od hemijskog prostora
definisanog trening skupom, pa njegova predikcija predstavlja ekstrapolaciju modela 1 mora se
tumaciti sa oprezom. Pri tome, jedinjenja iz trening skupa sa visokim /everage vrednostima mogu
snazno uticati na regresioni model, ali ne moraju nuzno biti odstupajuce tacke u prostoru odgovora
ukoliko imaju male reziduale [349,351].
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Za graficki prikaz domena primenljivosti leverage pristupa Cesto se koristi Williams-ov grafikon, u
kome se prikazuju leverage vrednosti i1 standardizovani reziduali. Ovaj grafikon omogucava
istovremenu identifikaciju jedinjenja koja odstupaju u prostoru odgovora i jedinjenja koja su
strukturno uticajna u prostoru deskriptora. Kao odstupajuce tacke u prostoru odgovora najcesce se
izdvajaju jedinjenja sa standardizovanim rezidualima ve¢im od tri standardne devijacije (R > 30),
dok se kao strukturno udaljena izdvajaju jedinjenja sa h > h*. Kombinovana analiza ova dva
kriterijuma omogucava pouzdaniju procenu AD nego samo poredenje h; i h*, jer istovremeno uzima
u obzir i polozaj jedinjenja u prostoru deskriptora i veli¢inu greske predikcije [348,351].

1.7.5. Strategije dizajniranja novih jedinjenja u okviru LBDD

U okviru dizajna lekova zasnovanog na strukturi liganada, nove bioaktivne strukture najcesce se
razvijaju polaze¢i od poznatih aktivnih jedinjenja na ciljnom biomolekulu i njihovih klju¢nih
strukturnih i farmakofornih osobina. U zavisnosti od cilja optimizacije, mogu se primenjivati razlicite
strategije, koje se razlikuju po obimu i dubini strukturnih promena. Takve promene mogu imati za
cilj fino podeSavanje afiniteta, selektivnosti 1 fizickohemijskih osobina, ali i dobijanje novih
hemijskih klasa jedinjenja sa zeljenim farmakoloSkim dejstvom. Sam process dizajniranja novih
liganada se ne smatra isklju¢ivo LBDD pristupom, jer mozZe biti zasnovan i na informacijama o
poznatim ligandima i na strukturnim podacima o receptoru. Kada su takvi strukturni podaci dostupni,
oni mogu dodatno usmeriti optimizaciju liganda, jer omogucavaju da se modifikacije planiraju u
skladu sa oblikom i klju¢nim interakcijama vezujuéeg mesta [352].

1.7.5.1.  Strukturne modifikacije i generisanje novih liganada u LBDD

U okviru LBDD, nova jedinjenja se naj¢eSc¢e dizajniraju polazeci od jednog ili viSe poznatih aktivnih
liganada, pri ¢emu se izdvajaju klju¢ne osobine odgovorne za bioloski efekat i zatim planski
modifikuju pojedini delovi molekula radi o€uvanja aktivnosti i poboljSanja afiniteta, selektivnosti,
fizickohemijskih svojstava 1 farmakokineti¢kog profila. Ove promene mogu biti manje, poput
modifikacija supstituenata, bo¢nih lanaca ili prstenova, ali 1 obimnije, uklju¢ujuci pojednostavljivanje
strukture, odnosno uklanjanje suvisnih ili neesencijalnih delova molekula uz zadrzavanje strukturnih
elemenata kljunih za aktivnost, S$to je naroCito korisno kod kompleksnih i sinteti€¢ki manje
pristupacnih /ead jedinjenja sa nepovoljnim ADMET osobinama [352,353]. U Sirem smislu, dizajn
novih struktura moZe obuhvatiti i de novo pristup, odnosno generisanje novih molekulskih struktura
na osnovu informacija o poznatim aktivnim ligandima 1/ili strukturi receptora [354].

U tom Sirem okviru znacajno mesto imaju 1 fragmentno zasnovani pristupi (engl. fragment-based
drug design, FBDD). Opsti tok FBDD obuhvata izgradnju fragmentne biblioteke, skrining
fragmenata 1 fragment-to-lead optimizaciju. U ovoj zavrS$noj fazi najceS¢e se razlikuju cetiri
strategije:

e Nadogradivanje fragmenata (engl. fragment growing), pri kome se pocetni fragment
nadograduje tako da zauzme ostatak aktivnog mesta;

e Zamena molekulskih skeleta (engl. scaffold hopping), koji podrazumeva zamenu fragmenta
pocetnog jedinjenja pogodnijim fragmentom,;

e Povezivanje fragmenata (engl. fragment linking), gde se dva ili viSe fragmenata koji se vezuju
za razli¢ite subdZepove povezuju linkerom,;

e Spajanje fragmenata (engl. fragment merging), pri ¢emu se delimi¢no preklapajuci fragmenti
objedinjuju u jedinstvenu strukturu sa potencijalno ve¢om potentnoscu.

Ove strategije mogu se koristiti pojedinacno ili u kombinaciji, u zavisnosti od konkretnog sistema 1
dostupnih strukturnih informacija. Ovaj pristup omogucéava ocuvanje kljunih osobina poznatog
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aktivnog liganda uz potencijalno generisanje novih hemijskih klasa jedinjenja sa poZeljnim
farmakoloskim profilom [352,355].

1.7.5.2.  Scaffold hopping kao strategija dizajniranja novih hemijskih klasa jedinjenja

Scaffold hopping predstavlja strategiju u kojoj se centralni deo poznatog aktivnog jedinjenja
zamenjuje novim molekulskim okvirom sli¢nog oblika i slicnog farmakofornog rasporeda, sa ciljem
ocuvanja klju¢nih osobina odgovornih za bioloSku aktivnost uz istovremeno dobijanje nove hemijske
klase jedinjenja [356]. U tom smislu, ovaj pristup se moze posmatrati kao prosirenje bioizosterne
zamene, ali sa ve¢im stepenom strukturne transformacije, jer ne menja samo pojedinacne atome ili
male grupe, ve¢ moze zahvatiti Citav centralni skelet molekula. Takva promena moze doprineti
poboljsanju afiniteta, selektivnosti, fizickohemijskih 1 farmakokinetickih svojstava, kao 1
prevazilazenju problema vezanih za toksi¢nost ili intelektualnu svojinu [356,357].

Potraga novog scaffold-a najces¢e polazi od poznatog aktivnog liganda i od identifikacije onih
strukturnih 1 farmakofornih elemenata koji moraju ostati oCuvani da bi se zadrzala aktivnost. Zbog
toga cilj nije samo generisanje strukturno razlicitog analoga, ve¢ prelazak ka novom hemijskom
prostoru koji 1 dalje moze da obezbedi odgovarajuci prostorni raspored donorskih, akceptorskih,
hidrofobnih i drugih strukturnih karakteristika [356,358].

Metode scaffold hopping-a se mogu podeliti na:

e topoloske metode (engl. topological methods)
e metode zasnovane na obliku (engl. shape-based methods)
e metode zasnovane na strukturi (engl. structure-based methods) [359].

Jedan od pristupa scaffold hopping-a zasnovanih na obliku koristi XED (engl. eXtended Electron
Distribution) polje sila. Standardna molekulsko-mehanicka polja sila €esto postavljaju pojedinacna
naelektrisanja u centrima atoma, odnosno primenjuju tzv. aproksimaciju atom-centri¢nih
naelektrisanja (engl. atom centered charge (ACC) approximation) $to pri malim rastojanjima moze
dovesti do gubitka smanjene preciznosti opisa raspodele naelektrisanja, narocito u aromati¢nim
regionima kao 1 delovima strukture gde su formirane vodoni¢ne veze. XED je razvijen radi
poboljsanja kvaliteta elektrostatickih i1 disperzionih potencijala oko povrSine molekula, pri ¢emu se
molekul najpre opisuje pomocu trodimenzionalnog molekulskog elektrostatickog potencijala (engl.
molecular electrostatic potential, MEP), a zatim se taj opis pojednostavljuje preko tacaka
molekulskog polja (engl. field points), koje odgovaraju pozitivnim, negativnim, hidrofobnim 1 van
der Waals regionima. Na taj nacin slinost se ne procenjuje samo na osnovu hemijske strukture ili
samog oblika, ve¢ 1 na osnovu rasporeda molekulskih polja. U pojedinim pristupima optimizaciji
liganada mogu se koristiti 1 informacije iz 3D strukture protein-ligand kompleksa, ukljucujuéi tacke
molekulskih polja vezuju¢eg mesta 1 okolnih aminokiselinskih ostataka. Takav pristup zato nije
iskljucivo ligand-zasnovan, ve¢ moZe imati i elemente dizajna zasnovanog na strukturi receptora
[360].

1.8.  Terapijski potencijal i izazovi kinaznih inhibitora u bolestima CNS-a

Poseban znacaj u razvoju kinaznih inhibitora ima njihova potencijalna primena kod oboljenja CNS-
a, jer terapijska efikasnost u ovim indikacijama ne zavisi samo od aktivnosti prema ciljanoj kinazi,
ve¢ 1 od sposobnosti jedinjenja da dostigne odgovarajuc¢e koncentracije u mozdanom tkivu. Ovo je
narocito vazno kod primarnih tumora CNS-a, kao $to su meduloblastom 1 multiformni glioblastom,
kao 1 kod metastaza perifernih tumora u CNS, koje predstavljaju znacajan terapijski izazov [361—
363]. Pored malignih bolesti, pojedine protein kinaze razmatraju se i kao terapijski ciljevi u
neuroinflamatornim i neurodegenerativnim poremecajima, uklju¢uju¢i mozdani udar, Parkinsonovu
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1 Alchajmerovu bolest, kao 1 amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu [26]. Zbog toga procena permeabilnosti
kinaznih inhibitora kroz KMB predstavlja vazan korak u njihovoj ranoj karakterizaciji.

U tom kontekstu, sve veci broj istrazivanja podrzava i novi koncept poznat kao ,,bolest poremecenog
¢elijskog ciklusa” (engl. Aberrant Cell Cycle Disease, ACCD), koji sugeriSe da maligni tumori i
neuroloski poremecaji mogu deliti slicne molekulske mehanizme. Klju¢na zajednic¢ka osobina ovih
stanja je ,,nepravilni ponovni ulazak u ¢elijski ciklus®, koji dovodi do prekomerne aktivacije kinaza i
onkoproteina. Kao posledica, u malignom tumoru se podsti¢e proliferacija tumorskih ¢elija, dok u
neuroloskim bolestima dolazi do progresivne smrti neurona [364,365].

Medutim, razvoj terapija usmerenih na kinaze za lecenje bolesti CNS-a i dalje predstavlja znacajan
izazov, pre svega zbog specificnih ograni¢enja povezanih sa razvojem lekova za CNS. Veéina do
sada razvijenih kinaznih inhibitora, kao i1 potencijalnih kinaznih ciljnih mesta dejstva koji su
ispitivani, odnosi se na poremecaje van CNS-a, dok indikacije za bolesti CNS-a i dalje zaostaju u
odnosu na druge terapijske oblasti, poput onkologije [361-363].

Uprkos navedenim izazovima, kinaze predstavljaju izuzetno atraktivne terapijske mete, s obzirom na
njihovu kljuénu ulogu u regulaciji celijskog ciklusa i signalnih puteva koji kontroliSu rast,
diferencijaciju i1 prezivljavanje Celija. Posebno su interesantne kinaze ukljucene u aktivaciju
mikroglije, kao §to su leucinom bogata ponavljajuca kinaza 2 (engl. Leucine-Rich Repeat Kinase 2,
LRRK?2), Abelsonova tirozin-protein-kinaza 1 (engl. Abelson Tyrosine-Protein Kinase 1, c-Abl), Src
porodicne protein-tirozin kinaze (engl. Src Family Kinases, SFKs), Ste20-sli¢na kinaza 1 sisara (engl.
Mammalian Sterile 20-Like Kinase 1, MST1) i receptorske tirozin kinaze TAM porodice (engl. 7ZAM
Family Receptor Tyrosine Kinases, TAM RTKs) [366]. Poremecaj regulacije ovih signalnih puteva
povezuje inflamatorne procese sa neurodegeneracijom, ¢ime se otvara mogucnost razvoja novih
ciljnih terapijskih strategija usmerenih ka bolestima CNS-a.

Pored neuroinflamatornih i neurodegenerativnih poremecaja, inhibicija pojedinih proteinskih tirozin-
kinaza, kao §to su ABL 1 EGFR, kao 1 lipidnih kinaza, poput PI3K, razmatra se 1 u kontekstu terapije
tumora CNS-a [361,363]. Medutim, sama bioloSka relevantnost kinaza kao terapijskih meta nije
dovoljna za uspesnu primenu inhibitora u lecenju bolesti CNS-a, jer njihov terapijski efekat zavisi 1
od sposobnosti da savladaju krvno-mozdanu barijeru i dostignu odgovaraju¢u koncentraciju u
tumorskom tkivu.

Krvno-mozdana barijera (KMB) predstavlja izuzetno selektivan sistem sastavljen od nefenestriranih
endotelnih ¢elija mozdanih kapilara koje su povezane sloZenim spojnim proteinima, kao $to su tesni
spojevi (engl. tight junctions, TJs) 1 adherentni spojevi, koji ograniavaju paracelularnu
permeabilnost (Slika 1.24). Osim endotelnih Celija, strukturni i funkcionalni integritet je dodatno
podrzan pericitima u bazalnoj membrani 1 astrocitima [367,368]. Svojim slozenim transportnim
mehanizmom, KMB reguliSe prenos hranljivih materija, jona i hormona i spreava ulazak
neurotoksina ili patogena u mozak [369,370]. Optimizacija lekova, tako da mogu da dospeju do CNS-
a predstavlja veoma izazovnu i vaznu fazu u pretklini¢kim istraZivanjima jedinjenja koja ciljaju CNS
[371]. Pri tome treba imati u vidu da je kod tumora CNS-a, narocito kod glioblastoma, integritet KMB
¢esto heterogeno izmenjen, pa se umesto samog ,,prolaska kroz KMB* €esto govori o postizanju
terapijski relevantne ekspozicije u CNS-u, odnosno tumorskom tkivu.
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Slika 1.24. Sematski prikaz KMB. Prilagodeno na osnovu reference [372].

Da prolazak kroz KMB predstavlja jedan od kljuénih kriterijuma u razvoju kinaznih inhibitora za
bolesti CNS-a, pokazuju i primeri jedinjenja sa klinickom ili eksperimentalnom primenom u
neuroonkologiji. Medu najkarakteristi¢nijim primerima izdvajaju se tovorafenib, tip II RAF inhibitor
odobren za relapsni ili refraktorni pedijatrijski gliom niskog gradusa sa fuzijom ili strukturnim
preuredenjem gena BRAF ili BRAF V600 mutacijom [373,374], dabrafenib (Slika 1.8B) u
kombinaciji sa trametinibom za pedijatrijski gliom niskog stepena sa BRAF V600E mutacijom koji
zahteva sistemsku terapiju [375,376], kao 1 everolimus za lecenje subependimalnog
gigantocelularnog astrocitoma (SEGA) povezanog sa tuberoznom sklerozom, kada se lezija ne moze
u potpunosti hirurski ukloniti 1 potrebna je terapijska intervencija [377,378]. Medu eksperimentalnim
jedinjenjima posebno se izdvajaju paksalisib (GDC-0084), oralni inhibitor PI3K/mTOR koji prodire
u mozak razvijan za glioblastom [379,380], AZD1390, ATM inhibitor optimizovan za prolazak kroz
KMB [381,382] 1 zotiraciclib (TG02), multikinazni inhibitor sa aktivno$¢u prema vise CDK kinaza,
posebno CDK9, sa preklinickim podacima o penetraciji kroz KMB 1 klinickim ispitivanjima u
rekurentnim visokogradusnim astrocitomima 1 glioblastomu [383-385].

Zbog toga se u optimizaciji kinaznih inhibitora za CNS tumore afinitet prema meti mora razmatrati
paralelno sa fizickohemijskim osobinama koje odreduju permeabilnost kroz KMB, distribuciju u
CNS-u 1 podloznost efluksnim transporterima. Metode kojima se procenjuje permeabilnost kroz
KMB se obavezno ukljucuju u ispitivanje novih jedinjenja. In vitro i in silico metode omogucéavaju
ekonomicniju 1 jednostavniju procenu mogucnosti prolaska jedinjenja kroz KMB, tako da razvoj
ovakvih metoda ima veliki znacaj u razvoju kinaznih inhibitora [386,387]. Takode, testiranje prodora
u CNS za lekove koji ciljaju periferna tkiva je neophodno da bi se izbegli neZeljeni efekti u CNS-u
[388].

1.8.1. In vitro metode za ispitivanje permeabilnosti kroz KMB

Razvoj in vitro modela krvno-mozdane barijere (KMB) proistekao je iz potrebe za pouzdanim,
reproduktivnim i visokopropusnim sistemima za proucavanje barijerne i transportne funkcije ove
strukture. S obzirom na to da priblizno 100% makromolekulskih neuroterapeutika 1 vise od 98%
malih molekula ne prolazi uspesno kroz KMB, rana eliminacija neadekvatnih kandidata predstavlja
vazan korak u razvoju terapija. In vitro modeli omogucavaju kontrolisane i ponovljive uslove
ispitivanja, zahtevaju manje koli¢ine ispitivanih supstanci i smanjuju oslanjanje na slozenije i skuplje
in vivo studije [371].
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Savremeni pristupi modelovanju KMB u in vitro uslovima mogu se podeliti u dve osnovne grupe:
necelijske modele, zasnovane na vestackim membranama 1 ¢elijske modele, zasnovane na kulturama
¢elija, koji se dalje dele na staticke i dinamicke sisteme [371,389].

Necelijski modeli obuhvataju sisteme koji imitiraju lipidnu prirodu membrane bez upotrebe zivih
¢elija. Jedan od najznacajnijih testova iz ove grupe je paralelni test permeabilnosti na veStackim
membranama (engl. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA). Ovi modeli pogodni
su za ranu fazu visokopropusnog skrininga, jer su jednostavni, jeftini i reproduktivni, ali im je
osnovno ograni¢enje to Sto ne ukljucuju transportere, enzime ni druge ¢elijske komponente KMB, pa
zato ne mogu verno opisati aktivni transport i eflluksne mehanizme [371,390].

Celijski in vitro modeli predstavljaju sloZeniji pristup, jer uklju¢uju mozdane mikrovaskularne
endotelne celije, a u naprednijim varijantama 1 druge komponente neurovaskularne jedinice, kao Sto
su astrociti i periciti. U zavisnosti od porekla ¢elija, ovi sistemi mogu biti zasnovani na primarnim
kulturama ili na immortalizovanim ¢elijskim linijama. Primarne ¢elije bolje zadrZavaju osobine sli¢ne
in vivo KMB, ali imaju ograni¢en broj pasaza, dok imortalizovane linije omogucéavaju vecu
standardizaciju, ali ¢esto pokazuju slabije barijerne osobine [371,389]. U okviru ¢elijskih modela
koriste se mozdane endotelne linije, ali i neendotelne epitelne linije odnosno surogat sistemi kao $to
su MDCK, MDCK-MDRI1 1 Caco-2 ¢elijske linije [371,391,392]. Ova grupa modela deli se na
statiCke 1 dinamicke sisteme [371,389]. Staticki sistemi se najéesée zasnivaju na Transwell sistemima
sa polupropustljivom membranom i obuhvataju monokulture, ko-kulture i sloZenije multikulturne
sisteme [393,394], dok dinamicki sistemi ukljucuju efekat protoka i sile smicanja i obuhvataju,
izmedu ostalog, sisteme sa Supljim vlaknima (DIV-KMB) i mikrofluidne KMB platforme [395,396],
¢ime omogucavaju realisti¢nije oponasanje in vivo uslova.

1.8.2. Paralelni test permeabilnosti na ve$tackim membranama

PAMPA test predstavlja in vitro, necelijski model razvijen za procenu pasivne difuzije jedinjenja
kroz razli¢ite bioloske membrane [397]. Metoda je razvijena kao visokopropusni sistem zasnovan na
mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunarica, pri cemu se svaki sastoji od dve komore medusobno odvojene
veStackom lipidnom membranom (Slika 1.25). Ova membrana se formira impregnacijom poroznog
filtera rastvorom fosfolipida u organskom rastvaracu, ¢ime se dobija tanki lipidni sloj koji simulira
barijerna svojstva bioloSkih membrana. Osnovni princip PAMPA testa zasniva se na merenju
efektivne permeabilnosti (Pe) jedinjenja kroz lipidni sloj, pri ¢emu se simulira transcelularna pasivna
difuzija. Modifikacija PAMPA metode za procenu prolaska kroz krvno-moZzdanu barijeru (PAMPA-
KMB) razvijena je sa ciljem predvidanja pasivne penetracije jedinjenja u CNS. U ovom modelu
veStaCka membrana se impregnira lipidnim ekstraktom svinjskog mozga, ¢ime se simulira lipidni
sastav endotelnih ¢elija KMB [398]. U daljem razvoju metode sprovedene su brojne optimizacije
eksperimentalnih uslova, ukljucuju¢i promene lipidnog sastava membrane, pH vrednosti, izbora
rastvaraca i vremena inkubacije, radi poboljSanja prediktivne pouzdanosti i pro§irenja primene [399].
PAMPA-KMB model se danas koristi za ranu selekciju lekova kandidata koji deluju na nivou CNS-
a, rangiranje serija jedinjenja tokom optimizacije struktura, kao i razvoj in silico QSPR modela
zasnovanih na strukturnim osobinama ispitivanih jedinjenja 1 eksperimentalno dobijenim Pe
vrednostima.
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Slika 1.25. Sematski prikaz PAMPA sistema — donorski (ispod) i akceptorski (iznad) bunari¢
odvojeni vestackom lipidnom membranom.

Glavne prednosti ove metode obuhvataju mogucénost visokopropusnog skrininga i moguénost
potpune automatizacije, kao i znatno nize troskove u poredenju sa ¢elijskim modelima, poput Caco-
2 sistema. Pored toga, metoda se odlikuje dobrom reproduktivnosc¢u i robusnos¢u eksperimentalnog
sistema, uz mogucénost prilagodavanja lipidnog sastava membrane i pH uslova u skladu sa
specificnim ciljem ispitivanja. Posebno je znaCajna dobra korelacija sa pasivhom in vivo
permeabilnoséu, narocito u slucaju transcelularne difuzije [398—400].

Sa druge strane, najvaznija ogranicenja metode odnose se na nemoguc¢nost modelovanja aktivnog
transporta i efluksnih mehanizama (npr. P-glikoproteina, P-gp), kao i nemoguénost procene
paracelularnog transporta. Dodatno, sistem ne omogucava procenu metabolickih procesa niti
interakcija sa celijskim komponentama. Kao tehni¢ko ogranicenje moze se javiti i zadrzavanje
izrazito lipofilnih jedinjenja unutar lipidne membrane, dok je pouzdanost metode smanjena za vrlo
hidrofilna jedinjenja i molekule ¢iji transport dominantno zavisi od aktivnih mehanizama [399,400].

lako PAMPA-KMB ne modeluje aktivni transport niti P-glikoproteinski (P-gp) efluks, predstavlja
ekonomican 1 pouzdan alat u ranoj fazi razvoja lekova, posebno kinaznih inhibitora, kod kojih je
kontrola penetracije kroz krvno-mozdanu barijeru od velikog znacaja - kako za postizanje terapijskog
efekta u CNS bolestima, tako i za izbegavanje neZeljenih centralnih efekata kod inhibitora
namenjenih perifernim indikacijama [401-403].

Na efektivnu permeabilnost mogu uticati sastav 1 koli¢ina lipidne faze, pH donorskog i1 akceptorskog
odeljka, vreme inkubacije, meSanje sistema, prisustvo kosolvenata ili surfaktanata, kao i izabrana
metoda detekcije. Zbog toga se P. vrednosti najpouzdanije porede unutar istog eksperimentalnog
protokola, dok direktno poredenje podataka dobijenih razli¢itim PAMPA varijantama moZe dovesti
do pogresnih zakljuc¢aka. Ovaj aspekt je posebno znacajan kod hemijski raznovrsnih serija jedinjenja,
kod kojih razlike u jonizacionom stanju, rastvorljivosti i afinitetu prema lipidnoj membrani mogu
znacajno uticati na izmerene vrednosti [404—406].

Posebnu paznju treba posvetiti i lipidnom sastavu vestacke membrane. Studije zasnovane na PAMPA
modelima sa ekstraktima prirodnih lipida pokazale su da membrana ne predstavlja samo inertnu
hidrofobnu prepreku, ve¢ da njena fosfolipidna kompozicija i povrSinski naboj mogu uticati na
permeabilnost jedinjenja razli¢itog naelektrisanja. U modelima KMB cesto se koriste polarni lipidi
mozga, jer bolje od jednostavnih hidrofobnih membrana oponasaju fizickohemijsku selektivnost
KMB. Novija ispitivanja prirodnih lipidnih ekstrakata pokazala su da neutralna 1 pozitivno
naelektrisana jedinjenja, u proseku, lakSe prolaze kroz lipidne membrane u odnosu na anjonska i
cviterjonska jedinjenja, Sto je povezano sa interakcijama jonizovanih molekula 1 nabijenih
fosfolipidnih komponenti membrane. Ovaj podatak je vazan za tumacenje PAMPA-KMB rezultata,
jer ukazuje da permeabilnost ne zavisi samo od opSte lipofilnosti, ve¢ i od odnosa izmedu
jonizacionog stanja jedinjenja i karakteristika lipidne faze [407,408].
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Vazan aspekt interpretacije PAMPA rezultata predstavlja i procena retencije jedinjenja u membrani.
Kod lipofilnih jedinjenja smanjena koncentracija u akceptorskom odeljku ne mora nuzno ukazivati
na slabu interakciju sa membranom, ve¢ moze biti posledica izrazenijeg zadrzavanja u lipidnom sloju.
Zbog toga poredenje koncentracija u pocetnom (radnom), donorskom i akceptorskom rastvoru
omogucava potpuniju procenu raspodele jedinjenja u PAMPA sistemu i smanjuje rizik od pogresnog
tumacenja niskih P. vrednosti [409,410].

U PAMPA testu analiticka metoda ima klju¢nu ulogu, jer se efektivna permeabilnost izraCunava na
osnovu koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskom i akceptorskom bunari¢u nakon definisanog
perioda inkubacije. Za odredivanje koncentracija mogu se Kkoristiti razli¢iti analiticki pristupi,
uklju¢ujuéi tecnu hromatografiju visokih performansi (engl. High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC) analizu 1 teCna hromatografija spregnuta sa tandemskom masenom
spektrometrijom (engl. Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS ), pri ¢emu
se izbor metode prilagodava hemijskim osobinama ispitivanih jedinjenja, ocekivanim
koncentracijama i sastavu uzorka [9,10]. HPLC analiza omogucava hromatografsko razdvajanje
ispitivanog jedinjenja od komponenata pufera, organskih rastvaraca, solubilizatora ili potencijalnih
necistoca, ¢ime se povecava pouzdanost odredivanja u odnosu na direktno merenje apsorbance. LC-
MS/MS se naroCito primenjuje kada se ispituju jedinjenja sa slabim UV apsorpcionim
karakteristikama, niskim koncentracijama, slabom rastvorljivoscu ili u prisustvu komponenata koje
mogu ometati odredivanje. Nakon analiti¢kog odredivanja koncentracija, vrednosti u donorskom i
akceptorskom bunaricu koriste se za izraCunavanje Pe/logP. parametara, koji predstavljaju osnovu za
procenu pasivne permeabilnosti kroz vestacku lipidnu membranu [398,411].

1.9. Kinazni inhibitori i DNK - potencijalne interakcije i bioloSki znacaj

Iako su inhibitori protein kinaza razvijeni kao ciljani lekovi, za klini¢ke kinazne inhibitore je
pokazano da €esto ispoljavaju dejstvo na vise molekulskih meta i1 da, pored primarnih kinaznih meta,
mogu ostvarivati 1 ne-kinazne off-target interakcije, Sto moze doprineti pojavi dodatnih efekata. U
okviru takve prosirene karakterizacije, DNK predstavlja relevantnu potencijalnu metu [412—414].

Ispitivanja su pokazala da pojedini kinazni inhibitori mogu ostvariti interakciju sa dvostrukim
heliksom DNK, medu kojima se posebno izdvajaju lapatinib, imatinib, dasatinib i sunitinib [415—
418]. Budu¢i da DNK ima klju¢nu ulogu u regulaciji ¢elijskih procesa, ukljucujuéi replikaciju 1 deobu
¢elija, ovakve interakcije mogu imati znacajne bioloSke posledice. Vezivanjem za DNK, mali
molekuli mogu modifikovati njenu strukturu i time uticati na funkcionalnost proteina koji se prirodno
vezuju za genetski materijal, Sto mozZe dovesti do poremecaja u transkripciji, replikaciji 1 popravci
DNK. Takvi efekti mogu doprineti antineoplasti¢noj aktivnosti inhibitora, ali 1 izazvati nezeljene
citotoksi¢ne ili genotoksicne posledice [419,420].

Poznato je da vezivanje malih molekula za DNK moZze uticati na procese u kojima DNK ucestvuje,
ukljucujuéi transkripciju 1 replikaciju, jer se vezivanjem liganda mogu promeniti svojstva DNK
relevantna za njenu funkciju i interakcije sa proteinima. U tom smislu, efekat DNK-vezivanja nije
jednoznacan: u antitumorskom kontekstu, funkcionalno ometanje procesa zavisnith od DNK moze
doprineti antiproliferativnom dejstvu, dok u drugim okolnostima isti princip moze voditi nezeljenoj
citotoksicnosti [421-423].

Savremeni pregledi DNK-ligand interakcija ukazuju da se mali molekuli mogu vezivati za DNK
kovalentno ili nekovalentno, pri ¢emu je nekovalentno vezivanje reverzibilno i ostvaruje se
kombinacijom elektrostatickih interakcija, vodoni¢nih veza i van der Walls-ovih interakcija, a
nekovalentno vezivanje liganada se najces¢e razmatraju kroz modove kao §to su interkalacija i
vezivanje u zljebove. Vazno je da se bioloske posledice ne izvode samo iz €injenice da ligand vezuje
DNK: istrazivanja mutagenosti nekovalentnih DNK-interaguju¢ih molekula pokazuju da su za ishod
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presudni nacin vezivanja, afinitet i nishodne biohemijske posledice u konkretnom bioloskom
kontekstu [424,425].

U pojedinim slu¢ajevima, direktne interakcije malih molekula sa DNK mogu biti povezane sa sledom
dogadaja koji ukljucuje strukturne promene i funkcionalno ometanje procesa zavisnih od DNK, a u
odredenim slucajevima i stabilizaciju topoizomeraza [I-DNK kompleksa (topo II “poison” efekat),
sa posledi¢nim nakupljanjem prekida DNK [426]. Odgovor na oSte¢enje DNK (engl. DNA Damage
Response, DDR) opisan je kao koordinisana mreza detekcije lezija, signalizacije 1 popravke, koja
integriSe informacije o obimu ostecenja i moze usmeriti ¢eliju ka zastoju ciklusa i popravei, ili ka
eliminacionim ishodima poput apoptoze [427].

Zbog toga je, pre detaljnog razmatranja bioloSkih posledica, korisno sistematizovati osnovne tipove
interakcija liganada sa DNK, jer nacin vezivanja u velikoj meri odreduje stabilnost kompleksa 1

verovatne funkcionalne ishode [424].

1.9.1. Tipovi interakcija liganada i molekula DNK

Lekovi mogu stupati u interakciju sa molekulom DNK putem kovalentnih i nekovalentnih veza.
Kovalentno vezivanje leka za DNK je najc¢eS¢e ireverzibilno i moze dovesti do trajne inhibicije
funkcija DNK, §to u krajnjem ishodu moze rezultirati ¢elijskom smréu. Nasuprot tome, nekovalentne
interakcije su reverzibilne i zasnivaju se na principu molekularnog prepoznavanja [428].

Nekovalentno vezivanje ostvaruje se putem razliitih tipova interakcija, kao Sto su elektrostaticke
sile, vodoni¢ne veze 1 van der Walls-ove (ukljucujuci dipol—dipol) interakcije. Stabilnost formiranog
kompleksa lek-DNK zavisi od ukupnog doprinosa i intenziteta ovih intermolekulskih sila [428].
Lekovi koji ostvaruju nekovalentne interakcije sa DNK mogu se svrstati u nekoliko grupa:

a) interkalatni agensi,

b) ligandi koji se vezuju za mali zljeb DNK,

¢) ligandi koji se vezuju za veliki Zljeb DNK i

d) ligandi koji se vezuju elektrsostatiCkim silama za spoljasSnju stranu dvolancane spirale DNK
[428].

Interkalacija predstavlja specifi¢an tip nekovalentne interakcije pri kome se planarno, najcesce
policikli¢no aromati¢no jezgro molekula umece izmedu susednih parova baza DNK, uz istovremeno
odmotavanje 1 izduZenje heliksa [429]. Primarni doprinos stabilnosti kompleksa potice od n—mn
slaganja aromati¢nih sistema liganda i baza DNK, uz istovremeno smanjenje koli¢ine povrSinski
vezane vode nakon formiranja kompleksa; nastale vodoni¢ne veze mogu biti direktne ili posredovane
molekulima vode. Umetanje planarnog molekula izmedu parova baza dovodi do lokalnih
konformacionih promena DNK, uz povecanje razmaka izmedu susednih parova baza i prilagodavanje
Se¢erno-fosfatne okosnice, odnosno delimi¢no odmotavanje [428,429].

Lekovi koji se vezuju u mali Zljeb DNK naj¢eS¢e imaju zakrivljenu, strukturu oblika polumeseca
koja je komplementarna obliku Zljeba [430,431]. Nakon vezivanja, ligand (lek) se uklapa u Supljinu
Zljeba 1 potiskuje prisutni hidratacioni sloj. Stabilnost kompleksa prvenstveno se zasniva na van der
Waals-ovim interakcijama, dok se kod pojedinih jedinjenja ostvaruju i1 vodoni¢ne veze sa bazama
(Cesto u sekvencama bogatim adenin-timin baznim parovima), direktno ili posredstvom molekula
vode. Vodom posredovani kontakti mogu biti znacajan stabilizacioni faktor. [ako se moze oc¢ekivati
da vezivanje u mali Zljeb izaziva relativno malo promena DNK, opisano je da dolazi do promena
heli¢nog uvrtanja i rotacije jedne baze radi omogucavanja vodoni¢nog vezivanja, dok van der Waals-
ove sile mogu dovesti i do ozbiljnijih odstupanja heliksa od normalne geometrije; ujedno se mogu
javiti 1 konformacione promene samog liganda radi maksimalnog broja stabilizujucih kontakata. Na
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nivou kontaktnih mesta u malom Zzljebu, u strukturnim analizama se isti¢e znacaj purinskog N3,
pirimidinskog O2, guaninskog N2 1 dezoksiriboze O4', a vodom posredovane interakcije mogu
doprineti stabilizaciji kompleksa [428,430].

Znatno je manji broj supstanci koje se vezuju za veliki Zljeb. Ovakva zastupljenost se moze povezati
sa strukturnom organizacijom velikog zljeba i ¢injenicom da on predstavlja klju¢nu oblast
sekvenciono-specifi¢nog prepoznavanja DNK od strane proteina. U velikom Zljebu atomi azota i
kiseonika baznih parova orijentisani su ka unutra$njosti samog zljeba, odnosno u smeru ose heliksa,
¢ime su pristupacni proteinima za specificne interakcije. Zbog toga se razvoj liganada koji se
selektivno vezuju za veliki zljeb Cesto razmatra u kontekstu inhibicije protein—DNK interakcija
[428,432].

Na kraju, jedinjenja koja se elektrostaticki vezuju za spoljasnju stranu DNK najc¢esce ostvaruju
nespecificne interakcije sa negativno naelektrisanom Secerno-fosfatnom okosnicom, a ovaj nacin
vezivanja se Cesto javlja kada ligand pokazuje sklonost ka samo-asocijaciji i formiranju agregata koji
se “nanizu” uz DNK radi smanjenja medusobnog elektrostatickog odbijanja liganada [428,432].

U praksi se nacin vezivanja liganda za DNK, narocito kada nisu dostupni strukturni podaci visoke
rezolucije, naj¢es¢e procenjuje indirektno, kombinovanjem viSe eksperimentalnih kriterijuma ¢ija

pouzdanost zavisi od primenjene metode [433].

1.9.2. Voltametrijsko ispitivanje interakcija kinaznih inhibitora sa DNK

Brojne tehnike se koriste za ispitivanje tipa i intenziteta interakcije lek—DNK, od klasi¢nih
spektroskopskih metoda, kao §to su UV-VIS, fluorescentna, IR/FTIR i NMR spektroskopija, preko
elektrohemijskih metoda poput voltametrije, do savremenih opti¢kih i elektrohemijskih DNK-
biosenzora [428]. Elektrohemijske metode su posebno korisne kada se ispituju elektroaktivni lekovi,
jer omogucavaju analizu oksido-redukcionog ponaSanja ispitivanog jedinjenja, ali i prac¢enje promena
elektrohemijskog odgovora DNK nakon formiranja kompleksa [434].

Zato je elektrohemijsko ispitivanje mehanizama oksidacije i redukcije inhibitora kinaza znacajno za
bolje razumevanje njihove hemijske reaktivnosti, mogucih transformacija elektroaktivnih
funkcionalnih grupa i odnosa izmedu strukture i mehanizma delovanja. Pored toga, promene u
voltametrijskim signalima leka ili elektroaktivnih baza DNK mogu pruZiti informacije o nastanku
kompleksa lek-DNK 1 jacini interakcije [434].

Voltametrija predstavlja grupu elektrohemijskih metoda koje se zasnivaju na merenju promene jaine
struje s promenom napona u elektrolitickim ¢elijama. JaCina struje odrazava brzinu difuzije analita iz
unutra$njosti rastvora do povrsine radne elektrode gde dolazi do njegove oksidacije ili redukcije, tako
da difuziona struja predstavlja analiticki signal proporcionalan koncentraciji analita [435].

Elektrohemijsku celiju €ine tri elektrode u kontaktu sa rastvorom elektrolita: radna, referentna 1i
pomoc¢na elektroda. U ovom sistemu potencijal radne elektrode kontroliSe se u odnosu na referentnu
elektrodu, dok struja proti¢e gotovo iskljucivo izmedu radne 1 pomo¢ne elektrode. Ovakav raspored
omogucava preciznu kontrolu potencijala na mestu na kome se odigrava elektrohemijska reakcija, uz
minimalan uticaj prolaska struje kroz referentnu elektrodu [436,437]. Merena struja u
elektrohemijskoj ¢eliji obuhvata faradejsku i nefaradejsku komponentu. Faradejska struja nastaje
usled oksidacije ili redukcije elektroaktivne vrste na povrsSini elektrode, dok je od nefaradejskih
procesa posebno znac¢ajna kapacitivna struja, koja potice od punjenja i praznjenja dvojnog elektri¢nog
sloja na granici elektroda—rastvor. U elektroanalitickim ispitivanjima za analizu je najznacajniji deo
signala koji potice od faradejske komponente struje analita [438,439].
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Radna elektroda je centralni element elektrohemijske Celije, jer se na njenoj povrsini odvija
oksidacija ili redukcija ispitivane vrste. U voltametrijskim merenjima potencijal radne elektrode
kontroliSe se u odnosu na referentnu elektrodu, dok se meri struja koja proti¢e izmedu radne i
pomoc¢ne elektrode, pa radna elektroda mora da obezbedi dobar odnos signal-Sum i reproduktivnost.
Materijal elektrode se bira prema redoks ponasanju analita i pozadinskoj struji u potrebnom opsegu
potencijala, dok na intenzitet signala uti¢u i geometrija elektrode, stanje njene povrsine i dizajn ¢elije.
Cvrste elektrode su &esto pogodnije od Zivine za rad pri pozitivnijim potencijalima, ali zahtevaju
pazljiv pretretman i poliranje da bi se obnovila povrsina i omogudili reproduktivni rezultati [437,440].

Elektroda od staklastog ugljenika (engl. glassy-carbon electrode, GCE) je jedna od najcesce
koriS¢enih ugljeni¢nih elektroda, dobijena termi¢kom obradom polimera na visokim temperaturama
u inertnoj atmosferi. Odlikuje se dobrom hemijskom otpornoséu, mehanickom c¢vrstinom,
moguénoscu poliranja i Sirokim radnim opsegom potencijala, zbog ¢ega se veoma cesto koristi u
elektroanalizi. Na povrSini ove elektrode lako se adsorbuju molekuli ili joni reaktanata, kao i
meduprodukti hemijskih reakcija i razliite necisto¢e iz rastvora. Zbog mogucnosti adsorpcije
organskih materija, ove elektrode se ¢esto mogu modifikovati i koristiti kao elektrohemijski senzori
1 biosenzori [437,440,441].

Potencijal radne elektrode uvek se definiSe u odnosu na referentnu elektrodu, ¢iji potencijal treba
da bude stabilan i nezavisan od elektroaktivnih vrsta u rastvoru. Uloga referentne elektrode je da
obezbedi stabilan 1 reproduktivan potencijal u odnosu na koji se meri potencijal radne elektrode. U
praksi se najcesce koristi Ag/AgCl elektroda jer je jednostavna za rukovanje i Cesto primenljiva u
vodenim sistemima. Njen potencijal je odreden ravnotezom Ag/AgCl redoks para i1 zavisi od
aktivnosti hloridnih jona [436,437,440].

Pomoéna (kontra) elektroda zatvara elektri¢no kolo i obezbeduje protok struje u celom sistemu,
tako da kroz referentnu elektrodu proti¢e zanemarljiva struja i njen potencijal ostaje stabilan. Struja
koja polarizuje radnu elektrodu tec¢e izmedu radne 1 pomoc¢ne elektrode, dok se potencijal radne meri
prema referentnoj u posebnom kolu. Materijal 1 oblik pomo¢ne elektrode mogu biti razliiti, ali se
obi¢no koristi elektroda vece povrSine od radne kako bi njena polarizacija bila $to manja. U
voltametrijskim eksperimentima najc¢eSce se koristi elektroda od platine [436,437].

1.9.2.1.  Voltametrijske tehnike

Od voltametrijskih tehnika koje se naj¢esce primenjuju u elektroanalitiCkim ispitivanjima, poseban
znacaj imaju ciklicna voltametrija (engl. Cyclic Voltammetry, CV), diferencijalno pulsna voltametrija
(engl. Differential Pulse Voltammetry, DPV) 1 voltametrija pravougaonih talasa (engl. Square-Wave
Voltammetry, SWV), jer omoguc¢avaju uvid u mehanizam elektrodnog procesa, reverzibilnost reakcije
1 osetljivo registrovanje elektrohemijskog odziva ispitivanih jedinjenja [442].

Cikli¢na voltametrija (CV) je brza elektroanaliticka potenciodinamicka tehnika koja se koristi za
kvalitativno ispitivanje elektrohemijskih reakcija. Zasniva se na merenju struje kroz elektroliticku
¢eliju dok se potencijal radne elektrode linearno menja s vremenom, najpre do zadate krajnje
vrednosti, a zatim u suprotnom smeru. Tako se dobija cikli¢ni voltamogram sa pikovima definisanim
poloZajem pika (Ej) i jaCinom struje pika (/) (Slika 1.26). PoSto se merenje izvodi u rastvoru koji se
ne mesa, voltamogram ima odvojene pikove oksidacije 1 redukcije, a posebna prednost CV je Sto
omogucava pracenje elektrohemijskog ponasanja produkata nastalih na elektrodi [440,443,444].
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Slika 1.26. Sematski prikaz cikli¢ne voltametrije: A) promena potencijala elektrode tokom vremena
sa promenom smera skeniranja; B) tipi¢an cikli¢ni voltamogram reverzibilnog redoks sistema sa
anodnim pikom oksidacije (R = O + ne") i katodnim pikom redukcije (O + ne” = R). Na slici su

oznaceni potencijali 1 struje anodnog (Ep.q 1 1.4) 1 katodnog pika (Ep.c1 I,,). Prilagodeno na osnovu
reference [436].

Analizom zavisnosti intenziteta struje pika od brzine promene potencijala moze se proceniti da li je
elektrodni proces pretezno difuziono ili adsorpciono kontrolisan. Ako struja pika raste srazmerno
kvadratnom korenu brzine promene potencijala, proces je pretezno difuziono kontrolisan, a ako struja
pika raste srazmerno samoj brzini promene potencijala, proces je pretezno adsorpciono kontrolisan.
U logaritamskom obliku ta zavisnost moZe se zapisati kao:

logl, =logk + xlogv (42)

pri ¢emu nagib blizak 0,5 ukazuje na difuziono kontrolisane, a nagib blizak 1 na adsorpciono
kontrolisane procese; meduvrednosti ukazuju na meSovite difuziono-adsorpciono kontrolisane
elektrodne procese [440,442].

Pored procene nacina transporta elektroaktivne vrste do povrsine elektrode, cikli¢na voltametrija
omogucava 1 procenu reverzibilnosti elektrodnog procesa.

Kod reverzibilnog procesa prenos elektrona je dovoljno brz da se na povrsini elektrode prakticno
odrzava Nernstova ravnoteZza. Za reverzibilan difuziono kontrolisan proces, u ciklicnom
voltamogramu su prisutni anodni 1 katodni pik, a za jednoelektronski proces razlika izmedu anodnog
1 katodnog potencijala pika iznosi priblizno:

57,0 mV
AE, = Ep,— Epc = — (43)
na 25 °C. Odnos intenziteta struja anodnog i katodnog pika je priblizno jednak jedinici:
I
A~ 1 (44)
Ipc

To znaci da je razlika izmedu pikova obrnuto srazmerna broju elektrona, pa za jednoelektronski
proces iznosi oko 57 mV, a za efektivni dvoelektronski reverzibilni proces oko 28,5 mV. Za izrazeno
reverzibilni sistem karakteristicno je da se polozaj pikova se pri promeni brzine skeniranja ne menja
[440,444].
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Za dodatnu procenu reverzibilnosti procesa i broja elektrona moze se koristiti i razlika izmedu
potencijala pika i1 potencijala na polovini visine pika. Za reverzibilan difuziono kontrolisan proces
vazi:

56,6 mV
|Ep — Ep1/2| = — (45)

gde je Epq/, potencijal na polovini visine pika, a n broj elektrona koji ucestvuje u elektrodnom
procesu [434].

Kod kvazireverzibilnog procesa kinetika prenosa elektrona visSe nije dovoljno brza za potpuno
reverzibilno ponasanje, ali ni toliko spora da bi proces bio potpuno ireverzibilan. I anodni i katodni
pik i dalje mogu biti prisutni, ali je razlika izmedu potencijala pikova veca od teorijske vrednosti za
reverzibilan sistem:

57,0
n

AE, >

(46)
pri cemu AFE, raste sa porastom brzine skeniranja. Istovremeno, anodni pik se pomera ka pozitivnijim,
a katodni ka negativnijim potencijalima, pa E, postaje zavisan od brzine promene potencijala. Zbog
toga se kvazireverzibilan proces u praksi prepoznaje po zavisnosti E,, i AE}, od brzine skeniranja i po
ponasanju koje je izmedu reverzibilnog i ireverzibilnog limita [440]. Kod kvazireverzibilnih sistema
vrednost |Ep — Epq /2| se nalazi izmedu vrednosti karakteristicnih za reverzibilne i1 ireverzibilne
procese i tumaci se zajedno sa zavisnoScu Ey, AE}, 1 I, od brzine promene potencijala [434].

Kod ireverzibilnog procesa povratni pik izostaje ili je veoma slab, jer proizvod nastao na elektrodi
ne ucestvuje u povratnoj reakciji u meri karakteristicnoj za reverzibilan sistem. U tom slucaju
potencijal pika zavisi od brzine promene potencijala 1 pomera se ka pozitivnijim vrednostima za
oksidaciju, odnosno ka negativnijim za redukciju. Za ovakve procese ne postoji jedna jednostavna
teorijska vrednost za AE}, kao kod reverzibilnog sistema; umesto toga, njithovo prepoznavanje se
zasniva na odsustvu ili izrazenom slabljenju povratnog pika i na zavisnosti Ej, od brzine promene

potencijala [440]. Kod ireverzibilnih elektrodnih procesa razlika izmedu potencijala pika i potencijala
na polovini visine pika pri 25 °C se moze opisati jednacinom:

47,7 mV

|Ep = Ep1/2| = B — (47)

gde je a koeficijent prenosa naelektrisanja ¢ija je vrednost manja od 1 (najces¢e izmedu 0,3 1 0,7).
Na osnovu ove relacije se moZe proceniti proizvod an, dok se broj elektrona moze proceniti ukoliko
je vrednost a poznata ili se uzme odgovarajuca pretpostavljena vrednost [445].

Linearna zavisnost potencijala pika od pH se moze prikazati jednacinom:

E,=a-pH+b (48)
Nagib ove zavisnosti koristi se za procenu odnosa broja protona i elektrona koji ucestvuju u
elektrodnom procesu. Prema Nernstovoj jednacini, vrednost nagiba bliska 59 mV po jedinici pH pri

25 °C ukazuje da u procesu ucestvuje jednak broj protona i elektrona.

Diferencijalno pulsna voltametrija (DPV) je pulsna tehnika u kojoj se na stepeniCasti bazni
potencijal superponiraju pulsevi konstantne amplitude, a struja se meri neposredno pre pulsa i na
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kraju pulsa (Slika 1.27). Kao analiticki signal se prikazuje njihova razlika, pa je doprinos kapacitivne

voltametrijskih tehnika i pogodna je za preciznije odredivanje poloZaja pika i procenu reverzibilnosti
procesa [442].

Za oksidaciju je potencijal pika povezan sa polutalasnim potencijalom relacijom:

AE
Ep = El/Z _7 (50)

dok se za redukciju znak menja. Sa porastom ireverzibilnosti E}, se udaljava od reverzibilne vrednosti
E1/,, Sirina pika se povecava, a visina smanjuje. Za reverzibilan proces polusirina pika (Sirina pika
na njegovoj poluvisini) se moze izraziti kao:

90,4 mV

Wy =— (51)

Sto znaci da je poluSirina pika obrnuto srazmerna broju elektrona: za jednoelektronski reverzibilan
proces iznosi oko 90,4 mV, a za dvoelektronski oko 45,2 mV. Ireverzibilni procesi obi¢no daju Sire
pikove od teorijskih reverzibilnih vrednosti [442].

Linearna zavisnost potencijala pika od pH se i ovom slu¢aju moze prikazati jednacinom:
E, =a-pH + b (52)

Nagib ove zavisnosti koristi se za procenu ucesc¢a protona; vrednosti bliske 59 mV po jedinici pH pri
25 °C ukazuju da u procesu ucestvuje jednak broj protona i elektrona [442,444].

A) B)

—T—

AE,)

potencijal
N
>
n
promena struje

vreme potencijal

Slika 1.27. Sematski prikaz diferencijalno pulsne voltametrije: A) promena potencijala elektrode
tokom vremena, sa nizom potencijalnih pulseva definisanih amplitudom pulsa (AE;), korakom
potencijala (AEs), trajanjem pulsa (#,) 1 viemnom ciklusa (7); B) karakteristi¢an signal u obliku pika
prikazan kao promena struje u funkciji potencijala, pri cemu Al, predstavlja razliku struja izmerenih
pre 1 na kraju pulsa. Prilagodeno na osnovu reference [436].

Voltametrija pravougaonih talasa (SWYV) je pulsna tehnika u kojoj se na stepenicasti potencijal
superponira kvadratni talas, a struja se meri na kraju direktnog i povratnog poluciklusa (Slika 1.28).

Neto signal dobija se kao razlika te dve vrednosti:
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gde su I direktna, a I, povratna struja. Zbog ovakvog nafina merenja SWV pokazuje veliku
osetljivost, kratko vreme analize 1 manji doprinos nefardejske struje. Direktna, povratna i neto
komponenta struje mogu se analizirati odvojeno, ali je neto signal naj¢eS¢e najkorisniji za analiticku
interpretaciju [442].

Glavna prednost SWV je mogucénost rada pri visokim efektivnim brzinama skeniranja, ¢ak do reda 1
Vs, zbog ¢ega je vreme analize kratko, a problemi sa blokiranjem povrSine elektrode manje izrazeni
nego kod DPV. Zbog toga se SWV cesto koristi za brzu i osetljivu analizu na slozenim ili
modifikovanim povrSinama [442].

A) B)

potencijal

promena struje

vreme potencijal
Slika 1.28. Sematski prikaz voltametrije pravougaonih talasa: A) promena potencijala elektrode
tokom vremena, pri ¢emu su oznaceni amplituda pulsa (AE),), trajanje pulsa (z,), vreme ciklusa (7) i
korak potencijala (AE;); B) karakteristi¢an signal u obliku pika prikazan kao promena struje u
funkciji potencijala, pri ¢emu A/, predstavlja razliku struja izmerenih u ozna¢enim tackama tokom
jednog ciklusa. Prilagodeno na osnovu reference [436].

1.9.2.2.  DNK-biosenzor i ispitivanje konstante vezivanja za DNK

Elektrohemijski DNK-biosenzor predstavlja analiti¢ki sistem u kojem je DNK imobilizovana na
povrsini elektrode i ima ulogu bioloskog elementa prepoznavanja. Elektroda u ovom sistemu
interakciju DNK sa analitom prevodi u merljiv elektriéni signal na granici elektroda-rastvor. Takvi
biosenzori se koriste za proucavanje interakcija lek-DNK, ispitivanje genotoksi¢nosti i oStecenja
genetskog materijala, kao 1 za odredivanje jedinjenja koja selektivno stupaju u interakciju sa
oligonukleotidima ili dvolancanom DNK (engl. double-stranded DNA, dsDNA) [441,442].

Imobilizacija DNK na povrsini elektrode moze se ostvariti razli¢itim pristupima, ukljucujuéi fizicku
adsorpciju DNK na elektrodnu povrSinu, uklapanje biomolekula u kompozitnu matricu, polimerni
film ili sol-gel mrezu, kao i kovalentno vezivanje preko aktiviranih funkcionalnih grupa. U
elektrohemijskim studijama interakcija lek-DNK GCE elektroda predstavlja jednu od cesto
primenjivanih elektroda, pri ¢emu se dvolanc¢ana DNK moZe imobilizovati na njenoj povrsini
fizickom adsorpcijom. U zavisnosti od nacina pripreme mogu se dobiti tanki, Siroki ili viSeslojni
DNK filmovi. Viseslojna organizacija je narocito korisna kada se Zeli potpuno prekrivanje povrSine
elektrode DNK slojem, kako bi promena signala poticala prvenstveno od interakcije ispitivanog
jedinjenja sa imobilisanom DNK, a ne od nespecificne adsorpcije slobodnog jedinjenja na golu
elektrodu [441,442].

Elektrohemijska detekcija DNK naj¢eSce se zasniva na direktnoj oksidaciji purinskih baza, pre svega
guanina i adenina, odnosno njihovih rezidua u imobilisanoj DNK. Na ugljeni¢énim elektrodama
purinske baze i1 njihovi nukleotidi i nukleozidi obi¢no daju izraZenije oksidacione signale od
pirimidinskih baza, dok na oblik, poloZaj i intenzitet pikova utiCu osobine povrSine elektrode,
adsorpcija DNK na elektrodi, sekvenca i strukturna organizacija nukleinske kiseline. Kako Secerne
komponente 1 fosfatne grupe nisu elektroaktivne, pomeranje voltametrijskih pikova nukleozida i
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nukleotida, odnosno otezan transfer elektrona, u odnosu na same baze, najverovatnije je posledica
glikozidne veze. Prisustvo fosfatne grupe dodatno smanjuje intenzitet struje pika, zbog cega
nukleotidi daju slabiji signal od nukleozida. Zbog toga promena visine i/ili polozaja oksidacionih
pikova dezoksiguanozina (dG) i dezoksiadenozina (dA) moze sluziti kao pokazatelj interakcije
liganda sa imobilisanom DNK [442,446].

U studijama interakcije lek-DNK cesto se prati smanjenje oksidacionog pika guanina ili adenina
nakon vezivanja liganda za imobilisanu DNK. Jedan od uobicajenih nacina izrazavanja promene
odziva jeste normalizovani signal, na primeru pika dA:

p—kompleks,dA

I
d(dA)% = x 100 (50)

p-DNK,dA

gde je Ip_pnkaa intenzitet struje pika dezoksiadenozina pre interakcije, a Ip_kompleks,aa intenzitet

struje pika nakon vezivanja liganda za DNK. Ovakav pristup omogucéava poredenje razli¢itih
koncentracija i vremena inkubacije preko relativne promene signala [441].

Primenom viseslojnog DNK-biosenzora moze se odrediti prividna konstanta vezivanja kompleksa
liganda sa DNK adsorbovanom na povrsini elektrode. Pri tome je koncentracija DNK koja se nanosi
na povrsinu elektrode konstantna, dok se koncentracija analita u rastvoru postepeno povecava [447].
Ravnotezna reakcija formiranja kompleksa liganda sa adsorbovanom DNK moze se predstaviti kao:

DNK,4s + n(Ligand) = (Ligand),, — DNK 4
Iz ove reakcije konstanta ravnoteze definiSe se kao:

_ [(Ligand), — DNK 4]
K= [DNK4s][Ligand]™ (51)

gde n predstavlja molarni odnos vezanog liganda prema molarnoj koli¢ini baza DNK, a ravnoteZne
koncentracije pojedina¢nih komponenti posmatraju se kao deo ukupne koncentracije u reakcionoj
smesi:

[DNKg4s] = ¢(DNKqqs) — [(Ligand), — DNKg4] (52)

[Ligand] = c(Ligand) — [(Ligand),, — DNK_ ] (53)

Na osnovu opsteg Hill-ovog modela kooperativnosti [448], uvodi se frakcija vezanog liganda f, koja
je data kao odnos koncentracije kompleksirane DNK i maksimalne moguc¢e koncentracije kompleksa:

[(Ligand)n - DNKads]

f =17 (54)
[(ngand)n - DNKads]maks
Ista frakcija moze se izraziti i preko koncentracije liganda i1 konstante disocijacije K;:
[Ligand]™
f=m T (55)
[Ligand]"+K}

pri ¢emu za konstantu vezivanja (K) vazi:
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K=K;* (56)

Posto u interakciji uéestvuju parovi baza DNK, maksimalna koncentracija kompleksa [(Ligand),, —
DNK_ 4slmaks predstavlja maksimalan broj baza DNK koje mogu biti kompleksirane, dok
[(Ligand), — DNK_ 4] predstavlja koncentraciju baza koje su kompleksirane pri datoj koncentraciji
liganda. Zato razlika izmedu ove dve vrednosti predstavlja koncentraciju slobodnih parova baza
dostupnih za vezivanje:

[DNKads] = [(Ligand)n - DNKads]maks - [(Ligand)n - DNKads] (57)

Sledec¢i korak je povezivanje koli¢ine kompleksa sa voltametrijskim signalom. Pretpostavlja se da su
struje pika proporcionalne koli¢ini elektroaktivnih mesta, pa vazi:

Ip—kompleks =K-n- [(Li.gand)n - DNKads] (58)
Ip—DNK =K-n-: [(Ligand)n - DNKads]max (59)

gde je k proporcionalna konstanta, I, _yompieks Struja pika nakon vezivanja liganda, a I,_pyg struja
pika same DNK. 1z Hill-ovog modela dobija se 1 izraz:

1fo = K" - [Ligand]" (60)
Posto se frakcija vezivanja moze izraziti preko struja pika kao:
£ = Jp-kompleks 61)
Iy—pnk
sledi:
Ip—DNK - Ip—kompleks
1-f= (62)
I'y_pNk
UvrStavanjem u prethodnu jednacinu dobija se:
Iy
p—kompleks = Kn. [Ligand]" (63)
Ip—DNK - Ip—kompleks
Logaritmovanjem obe strane dobija se linearni oblik:
Iy
log< p—kompleks ) = nlog K + nlog[Ligand] (64)
Ip—DNK - Ip—kompleks

Ova jednacina omogucava odredivanje konstante vezivanja. [z nagiba prave dobija se n, a iz odsecka
na ordinati vrednost potrebna za izraCunavanje K.

Na osnovu vrednosti konstante vezivanja, kao 1 smera pomeraja potencijala pika pri interakciji sa
DNK, moguce je orijentaciono proceniti na¢in vezivanja liganda za DNK. Vise vrednosti K ukazuju
na jaci afinitet 1 ¢esto se povezuju sa interkalacijom, dok nize vrednosti K ¢eS¢e odgovaraju vezivanju
za zljeb ili elektrostatickim interakcijama. Pomeraj signala ka pozitivnijim potencijalima obi¢no
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ukazuje na interkalaciju, dok pomeraj ka negativnijim potencijalima moZe ukazivati na
elektrostatiCku interakciju [449].

Iz odredene konstante vezivanja moze se izraCunati standardna promena Gibbs-ove slobodne
energije, 4G, koja predstavlja meru termodinamicke povoljnosti i stabilnosti formiranog kompleksa
adsorbovane DNK i analita. Standardna promena Gibbs-ove slobodne energije izraCunava se prema
jednacini:

AG = —RTInK (65)
gde je R univerzalna gasna konstanta, T apsolutna temperatura, a K konstanta vezivanja. Negativna
vrednost AG ukazuje da je proces vezivanja termodinamicki povoljan 1 spontan pod ispitivanim
uslovima, dok pozitivna vrednost 4G ukazuje na termodinamicki nepovoljan, odnosno nespontan
process [450].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Osnovni cilj ove doktorske disertacije je integrisano eksperimentalno, i heminformaticko ispitivanje
strukturnih, farmakofornih, farmakokinetickih i toksikoloskih osobina odabranih kinaznih inhibitora
1 strukturno srodnih jedinjenja, sa posebnim fokusom na procenu njihove permeabilnosti kroz krvno-
mozdanu barijeru, potencijal za interakciju sa DNK 1 racionalni dizajn novih selektivnih inhibitora
PI3Ka izoforme.

Specificni ciljevi istrazivanja obuhvataju:

1.

Procena permeacije Kkinaznih inhibitora i strukturno srodnih jedinjenja kroz krvno-
moZdanu barijeru

In vitro odredivanje pasivne permeabilnosti odabranih kinaznih inhibitora kroz KMB,
derivata hinazolina i pirimidina, kao i strukturno sli¢nih derivata hinolina, tiazola i selenazola,
primenom PAMPA-KMB testa.

Tumacenje eksperimentalno odredene permeabilnosti ispitivanih jedinjenja kroz KMB u
odnosu na dostupne klinicke podatke, uz razmatranje in silico predvidenih farmakokineti¢kih
parametara koji mogu uticati na njihov in vivo prolazak kroz KMB.

Formiranje, poredenje 1 validaciju QSPR modela za predvidanje permeabilnosti jedinjenja
kroz KMB, ukljucuju¢i MLR, ANN i SVR modele.

Procenu moguénosti primene razvijenih modela kao alata za preliminarni izbor jedinjenja sa
povoljnim profilom permeabilnosti kroz KMB.

Ispitivanje oksidoredukcionih osobina erlotiniba (inhibitora EFGR 4-anilinohinazolinskog
tipa) i njegovog potencijala za interakciju sa DNK

Elektrohemijsku karakterizaciju erlotiniba primenom voltametrijskih tehnika, sa ciljem
ispitivanja njegovih oksidoredukcionih osobina i faktora koji uti¢u na elektrodne procese.
Ispitivanje interakcije erlotiniba sa DNK, primenom elektrohemijskog DNK-biosenzora,
ukljucujuéi procenu tipa vezivanja, kao i odredivanje konstante vezivanja.

In silico ispitivanje mogucih nacina vezivanja erlotiniba za DNK primenom molekulskog
dokinga 1 simulacija molekulske dinamike, uz karakterizaciju ostvarenih interakcija i
stabilnosti formiranog kompleksa.

Poredenje eksperimentalnih 1 raCunarskih rezultata u cilju sveobuhvatnijeg tumacenja
potencijalne interakcije erlotiniba sa DNK.

Primena CADD metoda u ispitivanju selektivnih inhibitora PI3Ka

Ispitivanje nacina vezivanja selektivnih inhibitora PI3Ko, koji pripadaju derivatima
benzoksazepina 1 tiazola, sa sve cetiri PI3K izoforme - PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky i PI3K6
primenom molekulskog dokinga i simulacija molekulske dinamike.

Identifikaciju klju¢nih interakcija i strukturnih karakteristika koje doprinose afinitetu i
selektivnosti prema PI3Ka izoformi u odnosu na ostale PI3K izoforme.

Primena predvidenih bioaktivnih konformacija liganada u formiranju 3D-QSAR modela za
sve Cetiri izoforme enzima.

Validacija i mehanistic¢ka interpretacija 3D-QSAR modela radi odredivanja kljucnih sternih,
elektrostati¢kih, hidrofobnih i drugih farmakofornih karakteristika znacajnih za selektivnu
inhibiciju PI3Ka.

Uporedna analiza doking i 3D-QSAR rezultata radi formiranja strategije za dizajn novih
potencijalno selektivnih PI3Ka inhibitora.

Primenu virtuelnog skrininga zasnovanog na strukturi ciljnog mesta radi identifikacije novih
strukturno razlic¢itih jedinjenja sa potencijalnim inhibitornim dejstvom na PI3Ka.
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. Racionalni dizajn i selekcija novih potencijalno selektivnih PI3Ka inhibitora

e Primenu scaffold-hopping pristupa radi identifikacije novih osnovnih struktura koje
zadrzavaju klju¢ne farmakoforne karakteristike prethodno definisane 3D-QSAR i doking
analizama na PI3Ka, PI3K[, PI3Ky i PI3K6 izoformama.

e Dizajn novih potencijalnih PI3Ka inhibitora i procenu njihove aktivnosti, selektivnosti i
nacina vezivanja primenom prethodno razvijenih 3D-QSAR modela i molekulskog dokinga
na PI3Ka, PI3Kf, PI3KYy i PI3K6 izoformama.

e In silico karakterizaciju farmakokinetiCkih 1 toksikoloskih (ADMET) osobina
novodizajniranih jedinjenja primenom online platformi na razli¢itim racunarskim
prediktivnim pristupima.

e Procenu potencijala dizajniranih jedinjenja za prolazak kroz KMB primenom prethodno
razvijenih QSPR modela permeabilnosti.

e Procenu strukturnih karakteristika dizajniranih jedinjenja relevantnih za mogucéa buduca
elektrohemijska ispitivanja i interakcije sa bioloskim makromolekulima.

e (QOdabir najperspektivnijih kandidata na osnovu integrisane procene predvidene aktivnosti,
selektivnosti na PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky 1 PI3K6 izoformama, i ADMET profila.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1.  Opsti podaci

3.1.1. Standardi i hemikalije

Proizvoda¢ komercijalnih standarda u ovoj disertaciji je Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD i
ukljucuju:

e Afatinib

e Aksitinib

e Dabrafenib-mezilat

e Erlotinib-hidrohlorid
e Everolimus

e Fasudil

o QGefitinib

e Haloperidol

e Imatinib

e Imatinib EP necisto¢a C (N-dezmetilimatinib)
e Krizotinib

e Lapatinib-ditozilat

e Levodopa

e Nilotinib-hidrohlorid
¢ Nintedanib-esilat

e Palbociklib

e RKI-1447

e Ruksolitinib-fosfat

e Vemurafenib

Dodatna ispitivana jedinjenja 1-17 (Slika 3.1), kori§¢ena u izradi disertacije, dobijena su zahvaljujuci
saradnji sa istrazivackim grupama prof. V. Savi¢a sa Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, prof. N. Filipovi¢a sa Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu i prof. T.
Todorovi¢ sa Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Hemikalije i reagensi koriceni u disertaciji su:

e Amonijak, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Acetonitril HPLC ¢istoce (J.T. Baker, Deventer, Holandija)

e Amonijak, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Amonijum-hlorid, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Apsolutni etanol (Carlo Erba, Rodano, Italija)

e Dejonizovana voda (TKA sistem za preciS¢avanje vode, Niederelbert, Nemacka)

e Dezoksiribonukleinska kiselina iz timusa teleta, ct-DNK, natrijumova so, broj proizvoda D
1501 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Dimetil-sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Dodekan, ReagentPlus®, >99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Kalijum-dihidrogenfosfat (Merck, Darmstadt, Nemacka)

e Limunska kiselina, p.a. (Fisher Scientific, Loughborough, UK)

e Metanol HPLC disto¢e (Merck, Darmstadt, Nemacka)

e Natrijum-acetat, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Natrijum-citrat dihidrat, p.a. (Fisher Scientific, Loughborough, UK)

e Natrijum-dihidrogenfosfat, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
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Natrijum-hidrogenfosfat (Merck, Darmstadt, Nemacka)

Natrijum-hidrogenfosfat, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Natrijum-hlorid, ACS reagens, >99% (J.T. Baker, Deventer, Holandija)

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

Sirc¢etna kiselina, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Visokopreciséeni azot (Messer Tehnogas, Beograd, Srbija)

ALOs prah, veli¢ina Cestica 0,05 pm (Metrohm Autolab, Utrecht, Holandija)

3.1.2. Oprema
Oprema kori$¢ena za izvodenje eksperimentalnog dela ove doktorske disertacije obuhvatala je:

Ag/AgCl referentna elektroda (3,00 M KCI) (Metrohm, Herisau, Svajcarska)

p-Autolab analizator (Eco Chemie, Utrecht, Holandija)

Dionex UltiMate 3000 HPLC sistem (Thermo Scientific, Germering, Nemacka)

Elektroda od staklastog ugljenika, GCE, d = 3 mm (CH Instruments, Inc., Austin, TX, SAD)
PAMPA ploce sa filter membranama (MultiScreen-HV, 0.45 pum, clear, cat. no. MAHVN4510)
(Millipore, Billerica, MA, SAD)

pH metar PHM 220 sa kombinovanom pH elektrodom Radiometer GK2401B (Radiometer,
Danska)

Platinska pomoéna elektroda (Metrohm, Herisau, Svajcarska)

Poroshell 120 EC-C18 kolona, 250 x 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5 um (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, SAD)

SCALTEC SBC 32 analiticka vaga (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Nemacka)
Troelektrodna elektrohemijska ¢elija (Metrohm, Herisau, Svajcarska)

Ultrazvuéno kupatilo ,,Iskra“ UZ 4R (Sentjernej, Slovenija)

3.1.3. Racunarski programi

Racunarski programi i serveri koriS€eni za pripremu struktura, obradu podataka, molekulsko
modelovanje i in silico analize u ovoj doktorskoj disertaciji obuhvatali su:

ADMET Predictor 13.1 (Simulations Plus, https://www.simulations-
plus.com/software/admetpredictor/)

AMBIT tautomer generator (https://ambit.sourceforge.net/)

APBS 3.4.1 (https://www.poissonboltzmann.org/)

BLAST (National Center for Biotechnology Information,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
CaFE 1.0 (Calculation of Free Energy, VMD plugin,

https://github.com/HuiLiuCode/CaFE_Plugin)

CGenFF (ParamChem, https://cgenft.umaryland.edu/)

CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org/)

Cresset Spark 10.7.1 (Cresset, https://cresset-group.com/software/spark/)

DataWarrior 5.5 (OpenMolecules, https://openmolecules.org/datawarrior/)

Discovery Studio Visualizer 2021 (Dassault Systemes BIOVIA,
https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-studio/visualization)

DRAGON 6.5 (Kode srl, https://chm.kode-solutions.net/products_dragon.php)
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https://openmolecules.org/datawarrior/
https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-studio/visualization
https://chm.kode-solutions.net/products_dragon.php

e DUDE-Z server (http://dudez.docking.org/)

e ERRAT (https://saves.mbi.ucla.edu/)

e FLAP 2.2.2 (Molecular Discovery Ltd, https://www.moldiscovery.com/software/flap/)

e Gaussian 09W (Gaussian, Inc., https://gaussian.com/)

e GOLD 2022.2 (Cambridge Crystallographic Data Centre,
https://www.ccde.cam.ac.uk/solutions/software/gold/)

e GPES 4.9 (Eco Chemie/Metrohm Autolab, https://www.metrohm.com/)

e KNIME 5.1 (KNIME AG, https://www.knime.com/)

e MarvinSketch 20.8 (ChemAxon/Certara, https://www.certara.com/marvin/)

e MDAnalysis (https://www.mdanalysis.org/)

e MODELLER 10.1 (https://salilab.org/modeller/)

e NAMD 2.14 (University of Illinois, https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/)

e OpenBabel (https://openbabel.org/)

e Pentacle 1.07 (Molecular Discovery Ltd, https://www.moldiscovery.com/software/pentacle/)

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

e PROCHECK (https://saves.mbi.ucla.edu/)

e ProSA (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php)

e SPSS v.18.0 (IBM, https://www.ibm.com/products/spss-statistics)

e STATISTICA 13.6 (TIBCO Software Inc., https://www.tibco.com/products/tibco-statistica)

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

e UCSF Chimera 1.17.3 (University of  California, San Francisco,
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

e Visual = Molecular  Dynamics (VMD) 1.9.3 (University of  Illinois,
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vimd/)

3.2. PAMPA-KMB ispitivanje i QSPR modelovanje permeabilnosti kinaznih inhibitora
3.2.1. Izvodenje PAMPA testa

Efektivna permeabilnost 34 strukturno razlicita derivata ispitana je koriS¢enjem PAMPA-KMB testa
[451]. Ispitivana jedinjenja su obuhvatala 15 odobrenih inhibitora protein kinaza - afatinib, aksitinib,
erlotinib, gefitinib, imatinib, krizotinib, lapatinib, nilotinib, nintedanib, ruksolitinib, palbociklib,
dabrafenib, vemurafenib, everolimus i fasudil (Slike 1.3-1.10). Takode su ispitivani N-
dezmetilimatinib, necisto¢a imatiniba definisana u Evropskoj farmakopeji kao imatinib EP necistoc¢a
C, kao 11 RKI-1447 kao eksperimentalni ROCK inhibitor. Radi proSirenja seta podataka ispitivana
su 1 nova eksperimentalna jedinjenja, ukljucuju¢i dva sinteticka derivata aril-2-aminopiridina,
oznacena kao jedinjenja 1 1 2 [452] i petnaest piridinskih derivata tiazolil-hidrazona i selenazolil-
hidrazona, oznacena kao jedinjenja 3—17 [453,454], od kojih su neka pokazala antineoplasticnu
aktivnost, dok je za njihov strukturni skelet poznato da moZe ispoljavati inhibitornu aktivnost prema
protein kinazama (Slika 3.1).

Pocetni rastvori su pripremljeni u dimetil-sulfoksidu (DMSO) u koncentraciji od 5 mg/mL, koji su
zatim razblazeni u fizioloskom fosfatnom puferu (PBS, pH = 7.4). PBS je pripremljen rastvaranjem
8,0 g natrijum-hlorida (NaCl), 2,38 g dinatrijum-hidrogenfosfata (Na2HPO4) 1 0,19 g kalijum-
dihidrogen fosfata (KH>PO4)u 1 L vode. Tween 80 je dodat u koncentraciji od 5% radi obezbedivanja
odgovaraju¢e rastvorljivosti jedinjenja sa niskom rastvorljivos¢u u puferu [398]. Konacna
koncentracija radnih rastvora bila je 25 pg/mL, 1 takvi su koriS¢eni u PAMPA analizi. Pre izvodenja
testa je ispitana permeabilnost levodope, kao polarnog jedinjenja sa niskom permeabilnoséu, i
haloperidola, kao lipofilnijeg jedinjenja sa viSom permeabilnoS¢u, u uslovima bez dodatka 1 sa
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dodatkom Tween-a 80, radi procene uticaja ovog surfaktanta i provere primenljivosti modifikovanog
PAMPA-KMB postupka.

Vestacka membrana pripremljena je rastvaranjem 20 mg PBL-a u 1 mL dodekana. Po 4 uL ovog
rastvora naneto je na filter membrane ploc¢e sa bunari¢ima. Donorski bunari¢i napunjeni su sa po 300
uL radnih rastvora ispitivanih jedinjenja, dok je u akceptorske bunari¢e dodato po 300 pL fosfatnog
pufera sa 5% Tween-a 80. Nakon toga, akceptorska ploca je postavljena preko donorske ploce,
formirajuci sendvic-sistem, koji je zatvoren odozgo 1 obavijen parafilmom. Sistem je inkubiran tokom
18 sati na 25 °C.
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Slika 3.1. Strukturne formule dodatnih ispitivanih jedinjenja ispitivanih PAMPA testom.
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Nakon inkubacije, sendvic-sistem je pazljivo razdvojen, a koncentracije jedinjenja u pocetnim
rastvorima, kao 1 u rastvorima iz donorskih i akceptorskih bunaric¢a, odredene su primenom HPLC
analize sa UV detekcijom (HPLC-UV). Svi uzorci analizirani su u tri ponavljanja, a rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti izmerenih koncentracija. Efektivna permeabilnost ispitivanih
jedinjenja izraCunata je primenom sledecih jednacina:

VaCa(t)+VdCd(t) = vdCd(0)(1 —R) (66)
_2303Vd (1 14751 Ca(r)
e Tag) (wv) log, ll B <1 - R) Cd(0) (67)

u kojoj su:

Va — zapremina akceptorskog bunari¢a — 300 uL;

Vd — zapremina donorskog bunari¢a — 300 pL;

A — povrsina filtera — 0,28 cm?;

t — vreme inkubacije — 64 800 s;

Ca(t) — koncentracija jedinjenja u akceptorskim bunari¢ima nakon inkubacije;
Cd(t) — koncentracija jedinjenja u donorskim bunari¢ima nakon inkubacije;
Cd(0) — koncentracija jedinjenja u donorskim bunari¢ima pre inkubacije;

R — molska frakcija jedinjenja zadrzana na membrani,

rv— odnos zapremine donora (300 uL) i akceptora (300 uL) — Vd/Va=1;
Tiag — VrEme potrebno za zasi¢enje membrane (priblizno 20 min).

3.2.2. Analiza rezultata PAMPA-KMB testa primenom HPLC metode

HPLC analiza je izvedena kori$¢enjem Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Germering,
Nemacka) sistema opremljenog DAD (engl. Diode Array Detector) detektorom. Hromatografsko
razdvajanje sprovedeno je na koloni Poroshell 120 EC-C18, dimenzija 250 X 4,6 mm, sa veli¢inom
Cestica od 5 pum. Temperatura kolone odrzavana je na 30 °C, dok je temperatura autosampler bila
podesena na 10 °C. Zapremina injektovanog uzorka iznosila je 20 pL. Za veéinu jedinjenja brzina
protoka mobilne faze iznosila je 0,8 mL/min, dok je za jedinjenje 2 primenjena brzina protoka od 1,0
mL/min. UV detekcija sprovedena je na talasnim duzinama od 230, 254, 265 i1 278 nm. Kao mobilna
faza koriS¢ena je smeSa 10 mM fosfatnog pufera, pH 2,3, i acetonitrila (ACN), u razli¢itim
zapreminskim odnosima, od 30:70 do 90:10 (v/v).

3.2.3. Priprema seta podataka za PAMPA-KMB QSPR modelovanje

Strukture registrovanih kinaznih inhibitora preuzete iz baze podataka DrugBank [455] podvrgnute su
hijerarhijskom klasterovanju u programu DataWarrior 5.5 [456]. Klasterovanje je izvedeno na osnovu
FragFp molekulskih otisaka, odnosno binarnih otisaka zasnovanih na re¢niku podstrukturnih
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fragmenata, kako bi se proverilo da ispitivani set jedinjenja obuhvata razli¢ite tipove hemijskih
struktura kinaznih inhibitora koji se koriste u klini¢koj praksi.

Dominantni oblici ispitivanih jedinjenja pri fizioloskoj vrednosti pH od 7,40 odredeni su u programu
MarvinSketch 20.8. Geometrije dobijenih struktura zatim su optimizovane u programu Gaussian 09W
[457], najpre primenom semiempirijske PM3 metode (engl. Parameterized Model revision 3), a
potom Hartree-Fock metodom sa baznim setom 3-21G.

3.2.4. Racunanje molekulskih deskriptora

Softveri DRAGON 6.5 [458] i ADMET Predictor 13.1 [459] koriS¢eni su za izraCunavanje niza
razli¢itih geometrijskih, elektronskih, topoloskih i fizickohemijskih deskriptora za ispitivani set
podataka. Deskriptori sa malom ili nultom varijansom su uklonjeni. Takode su provereni na
kolinearnost, pri ¢emu su u izradi prediktivnog modela koris¢eni samo deskriptori sa interkorelacijom
manjom od 0,90. Za skaliranje deskriptora koriS¢ena je Z-score normalizacija, ¢ime je pripremljen
konacan set od 910 deskriptora.

3.2.5. OSPR modelovanje

Za razvo] QSPR modela primenjeno je nekoliko metoda modelovanja. Deskriptori ispitivanih
jedinjenja kori$¢eni su kao nezavisne varijable, dok je vrednost logP., dobijena u PAMPA-KMB
studiji, kori§¢ena kao zavisna varijabla. Za razvoj QSPR modela primenjene su tri metode masinskog
ucenja — MLR, ANN i SVR. Svi modeli razvijeni su koris¢enjem softvera STATISTICA 13.6 [460].

Za izbor varijabli u razvoju MLR modela kori§¢ena je stepwise regresija, na osnovu kriterijuma ,,F’
za ukljuc¢ivanje® = 6 1,,/" za uklanjanje* = 4. SVR 1 ANN modeli zatim su kreirani sa istim izabranim
varijablama.

SVR modelovanje sprovedeno je radi ispitivanja mogucih nelinearnih zavisnosti izmedu izabranih
deskriptora 1 vrednosti logP.. Hiperparametri ¢, C 1 y optimizovani su tokom pretrage optimalnog
modela, pri ¢emu su njihove vrednosti varirane u opsezima 10-45 za C, 0,01-0,10 za ¢ 1 0,10-1,00
za y. Kombinacije vrednosti hiperparametara iz navedenih intervala procenjivane su primenom
desetostruka unakrsne validacije (engl. /0-fold cross-validation), a optimalna kombinacija izabrana
je na osnovu najmanje validacione greSke, odnosno najboljih prediktivnih performansi modela. U
postupku optimizacije SVR modela testirane su Cetiri funkcije jezgra: linearna, polinomijalna, RBF 1
sigmoidna funkcija jezgra.

ANN modeli sastojali su se od tri sloja: ulaznog sloja, jednog skrivenog sloja 1 izlaznog sloja. Za
treniranje mreZa koriS¢en je Broyden—Fletcher—Goldfarb—Shanno (BFGS) algoritam. Sprovedena je
automatska pretraga MLP 1 RBF regresionih neuronskih mreza, pri ¢emu je trenirano ukupno 100
mreza, a najbolja mreZa je izabrana poredenjem performansi i greSaka u trening, test i validacionom
setu.. Kao funkcija greske (engl. loss function) koriS¢ena je suma kvadrata greSaka (engl. sum-of-
squares, SOS). Tokom treniranja testirane su sledece aktivacione funkcije za skrivene i izlazne
neurone: identitetska, logisti¢ka, hiperboli¢ka tangentna, eksponencijalna 1 sinusna funkcija. Interval
moguceg broja skrivenih neurona je bio izmedu 3 i 10.

Set podataka podeljen je na trening set (n = 25) i test set (n = 9) (Tabela 2.1). Trening set kori$¢en je
za izradu modela, dok je test set koriS¢en za procenu njihove prediktivne sposobnosti. Test set je
odabran tako da obuhvati razlicite tipove struktura i opseg vrednosti logP.. Za modelovanje ANN,
trening set je dodatno podeljen na podset za treniranje, validacioni podset (n = 4) 1 interni test podset
(n=5).
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Tabela 2.1. Trening i test setovi koriS¢eni za izradu QSPR modela

Trening set Test set
Afatinib Jedinjenje 2 Gefitinib
Aksitinib Jedinjenje 4  RKI-1447
Dabrafenib ~ Jedinjenje 5  Ruksolitinib

Erlotinib Jedinjenje 6  N-desmetil imatinib
Everolimus  Jedinjenje 7  Jedinjenje 1
Fasudil Jedinjenje 9 Jedinjenje 3
Imatinib Jedinjenje 11 Jedinjenje 8

Krizotinib Jedinjenje 12 Jedinjenje 10
Lapatinib Jedinjenje 14 Jedinjenje 13
Nilotinib Jedinjenje 15

Nintedanib ~ Jedinjenje 16

Palbociklib ~ Jedinjenje 17

Vemurafenib

3.2.6. Validacija QSPR modela

Interna validacija razvijenih MLR, ANN i SVR modela sprovedena je izraCunavanjem parametara
R?, Q? i RMSEE. Vrednost Q> odredena je primenom desetostruke unakrsne validacije.

Modeli su zatim podvrgnuti eksternoj validaciji [461], kojom je procenjena njihova prediktivna
pouzdanost na osnovu parametara Rzz,red 1 RMSEP. Za dodatnu procenu prediktivne sposobnosti

izradunati su i parametri r-metrike: ;2, r,{lz, 2 i Ar2 [462]. Takode je izracunat CCC parametar [463],

radi dodatne procene slaganja izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrednosti.

3.2.7. Domen primenljivosti

Za ta¢nu primenu QSAR modela neophodno je definisati njegov domen primenljivosti (AD), odreden
strukturama jedinjenja iz trening seta. Leverage pristup je primenjen u SPSS v.18.0 [464], kojim se
procenjuje da li se aktivnost strukture moZze pouzdano predvideti, odnosno da li se jedinjenja nalaze
u okviru hemijskog prostora obuhvacéenog trening setom jedinjenja.

3.3.  Elektrohemijsko i racunarsko ispitivanje erlotiniba i njegove interakcije sa DNK
3.3.1. Aparatura

Za voltametrijska merenja koriS¢en je p-Autolab analizator sa GPES 4.9 softverom (Eco Chemie,
Utrecht, Holandija). Kao radna elektroda koriS¢ena je elektroda od staklastog ugljenika (GCE, d = 3
mm, CH Instruments, Inc., Austin, TX, SAD), dok su kao referentna i pomoc¢na elektroda koriS¢ene
Ag/AgCl (3,00 M KCl) 1 Pt elektroda, u okviru troelektrodne elektrohemijske celije. Pre svakog
merenja GCE je pripremljena poliranjem na glatkoj podlozi za poliranje, sa vodenom suspenzijom
AlOs praha (veli€ina €estica 0,05 um). Nakon poliranja GCE je ultrazvu¢no tretirana po 2 minuta u
dejonizovanoj vodi i apsolutnom etanolu. Ovo je radeno u ultrazvu¢nom kupatilu ,,Iskra* UZ 4R
(Sentjernej, Slovenija). pH vrednosti su merene pomoéu PHM 220 pH-metra sa kombinovanom
elektrodom Radiometer GK2401B. Merenja mase vrSena su na SCALTEC SBC 32 vagi.
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3.3.2. Reagensi i rastvori

Dezoksiribonukleinska kiselina (natrijumova so, DNA teleta (engl. calf thymus DNA, ct-DNA), broj
proizvoda D 1501) i erlotinib-hidrohlorid nabavljeni su od proizvodaca Sigma-Aldrich. Natrijum-
citrat dihidrat i limunska kiselina (Fisher Scientific), natrijum-acetat, siréetna kiselina, natrijum-
hidrogenfosfat, natrijum-dihidrogenfosfat, amonijak i amonijum-hlorid (Sigma-Aldrich) koris¢eni su
kao hemikalije analiticke ¢istoce (p.a.).

Pocetni rastvor DNK koncentracije 73,95 ug/mL pripremljen je rastvaranjem u 0,1 M acetatnom
puferu, pH 4,6. Sastav (eventualno prisustvo drugih nukleinskih frakcija pored dvolané¢ane DNK),
Cistoca i stabilnost DNK uzorka ispitani su i potvrdeni u ranije objavljenom radu [465], primenom
agarozne gel elektroforeze, UV-VIS spektrofotometrije 1 fluorimetrijskog Qubit BR dsDNA testa.

Pocetni rastvor erlotiniba (1 x 107 M) pripremljen je u metanolu i ¢uvan na 4 °C. Krajnji rastvori
koncentracije 2 x 10™* M pripremani su razblaZivanjem pocetnog rastvora u razli¢itim puferima,
neposredno pre upotrebe. KoriS¢eni su citratni (pH 2,20 i 3,06), acetatni (pH 3,58, 4,64, 5,051 5,64),
fosfatni (pH 5,89, 6,94 1 8,05) 1 amonijacni puferi (pH 8,51 1 §,90), svi sa jonskom ja¢inom 0,10 M
(pripremljeni sa dejonizovanom vodom).

Eksperimenti su izvodeni na sobnoj temperaturi (25 °C). Radi uklanjanja rastvorenog kiseonika,
visokopreci$éeni azot je propustan kroz rastvore u ¢eliji tokom 10 minuta pre svakog merenja, kao i

iznad rastvora tokom samog merenja.

3.3.3. Priprema DNK-biosenzora

Viseslojni DNK-biosenzor je pripremljen nanosenjem tri kapi (po 5 pL) pocetnog rastvora DNK na
prethodno pripremljenu GCE, pri ¢emu je svaka kap ostavljana da se susi 30 minuta u atmosferi azota.
Nakon suSenja poslednje kapi, viSak DNK uklonjen je ispiranjem povrSine senzora dejonizovanom
vodom. Reproduktivnost odziva senzora ve¢ je ispitana i potvrdena u prethodno objavljenom
istrazivanju [465]. Ovaj nacin pripreme senzora omogucio je potpunu pokrivenost povrSine DNK i
sprecio nespecificno vezivanje erlotiniba.

3.3.4. Voltametrijska merenja

Za voltametrijska merenja koriS¢ene su CV, DPV i SWV metode:

CV je sprovedena u opsegu potencijala od —1,6 V do +1,6 V (vs Ag/AgCl, 3 M KCl), pocevsiod 0V,
ka pozitivnim 1 negativnim potencijalima, sa brzinom promene potencijala od 0,01 Vs do 0,10 V
s ' 1 korakom potencijala od 0,005 V;

DPV je izvodena sa slede¢im parametrima: korak potencijala 0,005 V, modulacija amplitude 0,05V,
vreme modulacije 0,05 s i interval 1 s;

SWYV je izvodena pod slede¢im uslovima: frekvencija 25 Hz, korak potencijala 0,001 V, efektivna
brzina promene potencijala 0,025 V s™! 1 amplituda pulsa 0,005 V.

DPV 1 SWV voltamogrami su korigovani u odnosu na baznu liniju primenom metode pokretnih
proseka sa prozorom od 0,005 V. Vrednosti vrSnih struja odredivane su iz originalnih voltamograma,
dok su za graficki prikaz pikova voltamogrami zagladivani Savitzky-Golay algoritmom (nivo 4). Sve
analize vrSene su koris¢enjem GPES 4.9 softvera.

85



3.3.5. Molekulski doking

Pored voltametrijskih studija, sprovedena je i in silico analiza interakcije erlotiniba (ERL) sa DNA.
Najpre je sproveden molekulski doking radi generisanja mogu¢eg ERL-DNK kompleksa. Sli¢na in
silico studija sprovedena je i od strane Chen i saradnika [466], gde je pokazano da se ERL vezuje za
manji zljeb. Medutim, kako bi se dodatno istrazila moguénost razlicitih na¢ina vezivanja, u okviru
ove studije molekulski doking je izvrSen i u manji zljeb i putem interkalacije. Kao referentno
jedinjenje koris¢en je lapatinib (LAP) [467], ¢ija je interakcija sa DNA ranije ispitivana voltametrijski
1 spektroskopski [468].

Pre dokovanja, geometrijska optimizacija liganada izvrSena je u programu Gaussian 09W [457],
kombinovanjem semiempirijske PM3 metode i B3LYP/6-31G(d, p) energetske minimizacije.

Za doking su koriS¢ene dve razliCite kristalne strukture dvolan¢ane DNK iz PDB baze podataka
(https://www.rcsb.org/): pdb: 1BNA za ispitivanje vezivanja za manji Zljeb 1 pdb: 2D55 za ispitivanje
interkalacije. Doking je sproveden pomocu softvera GOLD 2022.2
(https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/software/gold/). Prethodne studije (Srivastava 1 saradnici
[469]) potvrdile su pouzdanost rezultata dobijenih koris¢enjem GOLD softvera za proucavanje
kompleksa liganda i nukleinskih kiselina.

Vezivni dZep je definisan u radijusu od 8,0 A od centralnog nukleotida, a GoldScore funkcija
koriS¢ena je za rangiranje predvidenih poza. Vizualizacija rezultata izvrSena je pomocu Discovery
Studio Visualizer 2021.

3.3.6. Molekulska dinamika

Radi dodatnog ispitivanja interakcije ERL sa DNK, kompleksi dobijeni molekulskim dokingom
podvrgnuti su MD simulacijama. Generisanje ulaznih fajlova vr§eno je na CHARMM-GUI serveru
(https://www.charmm-gui.org/). Kompleksi su solvatisani u pravougaonoj simulacionoj kutiji
molekula vode TIP3P modela sa 10 A odstojanja od ivica. Natrijumovi i hloridni joni dodati su
metodom Monte Karla radi neutralizacije sistema 1 postizanja konacne koncentracije od 0,15 M.

CHARMM36m [470] polje sila je korisS¢eno za DNK molekul, a CGenFF je upotrebljen za
generisanje topologija i parametara [471] za ERL 1 LAP. Pre simulacija izvr§ena je minimizacija (10
000 koraka). Nakon toga sprovedena je NVT ekvilibracija u trajanju od 250 ps, pri ¢emu je sistem
zagrejan do 310,15 K. Zatim je sprovedena produkciona NPT simulacija u trajanju od 50 ns. Za
proracun nevezanih interakcija koriS§¢ene su grani¢na udaljenost odsecanja interakcija, udaljenost
podetka izgladivanja potencijala i udaljenost liste parova, koje su iznosile 12 A, 10 Ai 16 A, redom.
Parametri 14 interakcija primenjeni su u skladu sa koriS¢enim poljem sila.

Za simulacije su kori§¢eni PBC uslovi, dok je za obracun dugodoseznih elektrostatickih interakcija
koris¢en PME metod. Za kontrolu temperature koriS¢ena je Langevin metoda sa koeficijentom trenja
od 1 ps™', dok je za kontrolu pritiska koriS¢en Langevin-piston metod (Nosé-Hoover Langevin piston),
sa periodom klipa od 50 fs 1 vriemenom opadanja od 25 fs. Vremenski korak simulacije iznosio je 2
fs.

Simulacije su izvedene u softveru NAMD 2.14, dok je neophodna analiza izvrSena u softveru VMD
1.9.3 (https://www.ks.uiuc.edu/).

Dobijene NAMD trajektorije koriS¢ene su za izraCunavanje slobodne energije vezivanja primenom
MM/PBSA metode. Pre izvodenja proracuna, svi molekuli rastvaraca i naelektrisani joni uklonjeni
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su iz MD trajektorija. Za proracun slobodne energije vezivanja kori$¢eni su snimci iz poslednjih 1 ns
trajektorija.

Proracun je izveden pomoc¢u CaFE 1.0 dodatka [472] u VMD softveru. Metoda se sastoji iz tri
komponente — MM (molekulska mehanika za gasno-faznu energiju — AGy4s), PB (Poisson-Boltzmann

za polarnu energiju solvatacije — AG pomr) 1 SA (povrsinska oblast za nepolarnu energiju solvatacije

sol
— AG;:)OInpomr). Razlika gasno-fazne energije kompleksa i odvojenih DNA 1 liganda izraCunata je

pomoc¢u NAMD softvera, dok je za proracun polarne energije solvatacije koris¢en APBS 3.4.1 softver
(https://server.poissonboltzmann.org/apbs). Za racunanje PB komponente korisS¢ene su vrednosti
dielektricne konstante od 4 za unutrasSnju i 80 za spoljasnju sredinu. Nakon toga, nepolarna energija
solvatacije izracunata je pomoc¢u VMD softvera.

Jednacina za dobijanje slobodne energije vezivanja glasi:

AGping = AH ~TAS = {AGqs + AGES™ + AGIPOT — TAS) (68)
CaFE 1.0 softverski dodatak iskljucuje entropijski ¢lan iz prora¢una zbog neta¢nosti aproksimacija i
dugotrajnosti proracuna.

3.4. Racunarski dizajn i in silico karakterizacija potencijalno selektivnih PI3Ka
inhibitora
34.1. Priprema seta podataka i proteinskih struktura

Iz ChEMBL baze podataka (www.ebi.ac.uk/chembl/) prikupljeno je 37 inhibitora PI3Ka, sa
aktivnostima prema svakoj izoformi izrazenim kao negativni logaritam konstante inhibicije (pKi =
—logK;). Set podataka obuhvata tricikliéne derivate benzoksazepina, oznacene kao Bzo klaster,
ukljucujudi taselisib (CHEMBL2387080) [23], kao i1 derivate tiazola, oznacene kao Thz klaster [24]
(Slika 3.2). Opsezi pK; vrednosti iznosili su 5,67-10,52 za izoformu PI3Ka, 5,70-8,32 za PI3K},
5,24-9,19 za PI3Ky i1 5,44-9,92 za PI3KGJ.

Strukture ispitivanog seta jedinjenja, zajedno sa njihovim pK; vrednostima, date su u Prilozima, u
Tabelama P1.1 1 P1.2. Program MarvinSketch 24.3.2 (http://www.chemaxon.com) koriS¢en je za
odredivanje dominantnih formi jedinjenja pri fizioloskoj vrednosti pH od 7,4. Odabrane forme zatim
su podvrgnute energetskoj minimizaciji primenom PM3 metode u softveru Gaussian 09W [457].

B)
I Wy

S

R
Ro

Slika 3.2. Opste strukturne formule skeleta koji predstavljaju A) Bzo klaster 1 B) Thz klaster
inhibitora PI3Ka.
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Kristalne strukture izoformi PI3Ko, PI3Ky i PI3K$ su preuzete iz Protein Data Bank baze
(https://www.rcsb.org/) (PDB ID: 5DXH, 6FH5 i 5DXU, redom), nakon ¢ega su izdvojene
odgovaraju¢e pl10 podjedinice. Budu¢i da rendgenska struktura humane izoforme PI3K[ nije
dostupna, za p110 podjedinicu ove izoforme konstruisan je homologni model, koriS¢enjem misje
PI3Kp strukture kao Sablona (PDB ID: 2Y3A). BLAST server (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) je
koris¢en za proveru poravnanja sekvenci humane i miSje p110 podjedinice PI3Kf, kako bi se
procenila opravdanost upotrebe izabrane Sablon-strukture za homologno modelovanje.

34.2. Homologno modelovanje

Homologno modelovanje p110 subjedinice PI3Kp, kao i dodavanje neterminalnih nedostajuc¢ih
ostataka u strukturama drugih izoformi, izvedeno je u softveru MODELLER 10.1 [473], preko
Chimera 1.17.3 GUI [474] servera. KoriS¢ena su podrazumevana podeSavanja pri kojim je
omoguceno pomeranje jednog ostatka koji se nalazi neposredno uz nedostajuéi region. Za
modelovanje petlji primenjen je DOPE-HR protokol [475]. Nakon generisanja 1000 modela, za dalji
rad izabran je model sa najnizim zDOPE skorom. Validacija homolognog modela PI3K[} sprovedena
je pomocu alata PROCHECK [241], ERRAT [476] 1 ProSA [243].

Kristalne strukture PI3Ka, PI3Ky i PI3Ko, kao i homologni model PI3Kf, protonovani su pri
fizioloskoj vrednosti pH od 7,4 koris¢enjem PlayMolecule servera [477].

3.4.3. Simulacije molekulske dinamike

Molekulski doking najpre je sproveden radi dobijanja kompleksa pripremljenih izoformi PI3Ka,
PI3K, PI3Ky i PI3K$ sa reprezentativnim jedinjenjima iz oba klastera, Bzo i Thz. Kao predstavnici
ovih klastera izabrani su CHEMBL3770993 i CHEMBL2071338, odnosno derivati benzoksazepina
i tiazola sa najve¢om inhibitornom aktivnosc¢u prema PI3Ka, koji su u daljem tekstu oznaceni kao B1
1 T1. Ova dva jedinjenja dokovana su u sve Cetiri izoforme PI3K. Doking je izveden koriS¢enjem
softvera GOLD 2023.3 [478]. Tokom postupka, ligandi i aminokiseline aktivnog mesta tretirani su
kao rigidni. Vezivni dzep definisan je u radijusu od 6,0 A od liganda prisutnog u aktivnom mestu
enzima, bez primene ograni¢enja. Za rangiranje predvidenih poza koriS¢ena je ChemPLP funkcija.
Validacija postupka izvrSena je ponovnim dokovanjem kristalno vezanih liganada i poredenjem
RMSD vrednosti teSkih atoma, ¢ime je potvrdena ispravnost primenjene procedure [254].

Visestruke MD simulacije sprovedene su radi optimizacije homolognog modela PI3K, kao 1 radi
dobijanja viSe proteinskih konformacija za sve komplekse PI3K-inhibitora: PI3Ka-B1, PI3Ka-T1,
PI3KB-B1, PI3KB-T1, PI3Ky-B1, PI3Ky-T1, PI3K&-B1 1 PI3Ko-T1. Priprema simulacija izvrSena je
na CHARMM-GUTI serveru [479,480]. Kompleksi su solvatisani u pravougaonom boksu TIP3P vode,
uz rastojanje od 8 A od ivica boksa. Za neutralizaciju sistema dodati su Na* i Cl- joni Monte Karlo
metodom, do konacne koncentracije od 0,15 M. Za generisanje topologija i parametara proteina
koris¢eno je CHARMM36m polje sila [470,480], dok je za ligande koris¢en CGenFF [471].

Pre pocetka simulacija sprovedena je minimizacija u 10 000 koraka. NVT ekvilibracija trajala je 250
ps, uz zagrevanje sistema do 310,15 K. Produkciona NPT simulacija trajala je 50 Za proracun
nevezanih interakcija koriS¢ene su grani¢na udaljenost odsecanja interakcija, udaljenost pocetka
izgladivanja potencijala i udaljenost liste parova, koje su iznosile 12 A, 10 A i 16 A, redom. Parametri
1-4 interakcija primenjeni su u skladu sa koriS§¢enim poljem sila. KoriS¢eni su periodi¢ni grani¢ni
uslovi, dok je PME metod primenjen za dugodosezne elektrostatiCke interakcije. Temperatura je
kontrolisana Langevin-ovim termostatom, uz koeficijent trenja od 1 ps™', a pritisak Langevin-piston
metodom, uz period klipa od 50 fs i vreme opadanja od 25 fs. Vremenski korak simulacije iznosio je
2 fs, a snimci su ¢uvani na svakih 10 ps.
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Simulacije su izvedene u programu NAMD 2.14 [481], dok su analize sprovedene u VMD 1.9.3
softveru (https://www.ks.uiuc.edu/) 1 pomocu MDAnalysis Python biblioteke [482,483].
Konformaciona stanja enzima iz stabilnog dela produkcione faze, nakon 30 ns simulacije,
klasterovana su u programu Chimera 1.17.3 [484] na osnovu RMSD vrednosti aminokiselinskih
ostataka aktivnog mesta. Izabrani su centroidi pet najbrojnijih klastera. Dobijene konformacije
analizirane su prema ostvarenim interakcijama i koriS¢ene su za dalje ansambl doking studije.

344. Ansambl doking

Nakon MD simulacija sproveden je ansambl doking radi dobijanja kompleksa svih jedinjenja iz seta
podataka sa svim PI3K izoformama. Za ovu analizu koriS¢eni su centroidi pet najbrojnijih klastera
izdvojenih iz MD trajektorija. Ta¢nije, pet konformacija dobijenih iz simulacija kompleksa PI3Ka-
B1, PI3KB-B1, PI3Ky-B1 1 PI3K&-B1, oznacenih kao aBzol-5, BBzol-5, yBzol-5 1 dBzol-5,
koriS¢eno je za dokovanje Bzo jedinjenja (B1-B19). Na isti nacin, pet konformacija iz simulacija
kompleksa PI3Ka-T1, PI3KB-T1, PI3Ky-T1 i PI3K8-T1, oznacenih kao aThz1-5, fThz1-5, yThzl—
510Thz1-5, koriséeno je za doking Thz jedinjenja (T1-T18).

Ansambl doking izveden je u programu GOLD 2023.3 [478], pri ¢emu su ligandi i aminokiselinski
ostaci aktivnog mesta tretirani kao rigidni. Doking je sproveden bez primene ograni¢enja, uz isto
definisanje vezivnog dzepa kao u prethodno opisanom postupku. Dobijene poze rangirane su pomocu
ChemPLP funkcije.

Validacija ansambl dokovanja izvrSena je raCunanjem RMSD vrednosti teSkih atoma referentnih
liganada nakon ponovnog dokovanja. Za Bzo konformacije validacija je sprovedena dokovanjem
liganda B1 u konformacije PI3Ka-B1, PI3K(-B1, PI3Ky-B1 i PI3K3-B1, dok je za Thz konformacije
sprovedena dokovanjem liganda T1 u konformacije PI3Ka-T1, PI3KB-T1, PI3Ky-T1 i PI3Ko-T1.
Dokovane konformacije sa najvis§im skorom i polozajem koji se podudarao sa referentnim polozajem
izabrane su za analizu interakcija i naredne 3D-QSAR studije. Rezultati su vizuelizovani u programu
Discovery Studio Visualizer 2024 [485].

3.4.5. 3D-QSAR studija

3D-QSAR studije su sprovedene u programu Pentacle 1.07 [486], radi identifikacije strukturnih
karakteristika koje uticu na aktivnost jedinjenja prema svakoj PI3K izoformi. Diskretizacija MIF-ova
za izdvajanje najvaznijih regiona povoljnih interakcija izvedena je AMANDA algoritmom [314]. Za
kodiranje MIF-ova primenjena je CLACC metodologija [487]. Sirina prozora pri diskretizaciji
rastojanja podeSena je na podrazumevanu vrednost od 0,8, dok su grani¢ne vrednosti hemijskih probi
takode zadrZane na podrazumevanim vrednostima. Kombinacijom AMANDA i CLACC pristupa
dobijeni su GRIND-2 deskriptori, koji su koriS¢eni kao nezavisne varijable u 3D-QSAR
modelovanju. Za svaku PI3K izoformu formiran je poseban PLS model, pri ¢emu su kao zavisne
varijable koriS¢ene odgovarajuce in vitro pK; aktivnosti prema PI3Ka, PI3K(, PI3Ky i1 PI3K®6. Za
redukciju broja varijabli i izbor relevantnih koriS¢en je GOLPE-FFD algoritam (engl. Generating
Optimal Linear PLS Estimations — Fractional Factorial Design) [488], koji je ponavljan dok se vise
nisu mogle poboljsati R? i Q* vrednosti.

Za 3D-QSAR modele koji predvidaju aktivnost prema PI3Ka, PI3Ky 1 PI3Kd koris¢eno je svih 37
jedinjenja, dok su za PI3K koriS¢ena 34 jedinjenja, zbog nedostatka definisanih K; vrednosti za tri
jedinjenja, T3, T8 1 T13. Setovi podataka podeljeni su na trening i test set u odnosu 2/3 : 1/3. Pri
izboru test seta vodilo se rac¢una da homogeno pokrije opseg pK; vrednosti i da ukljuci jedinjenja iz
oba klastera.
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Trening set koriscen je za izgradnju PLS modela i internu validaciju, na osnovu eksperimentalnih i
predvidenih vrednosti, dok je test set koriS¢en za eksternu validaciju. Trening setovi za PI3Ka, PI3Ky
1 PI3K9 sadrzali su po 25 jedinjenja, a trening set za PI3Kf sadrzao je 23 jedinjenja. Nad istim
setovima formirano je vise modela, pri ¢emu su kao finalni izabrani modeli sa najveéim Q2
vrednostima.

3.4.6. Validacija 3D-QSAR modela

Razvijeni PLS 3D-QSAR modeli validirani su izraCunavanjem internih i eksternih validacionih
parametara. Interna validacija je sprovedena na osnovu parametara R?, Q% i RMSEE , pri ¢emu je Q?
odreden LOO metodom.

Eksterna validacija modela sprovedena je na test setu [461], a prediktivna sposobnost je procenjena

na osnovu parametara R}, i RMSEP. Dodatno su izraunati parametri r- metrike: 7,3, /2 72 i Ar2
[462], kao 1 CCC parametar [463].

34.7. Domen primenljivosti

Domen primenljivosti razvijenih 3D-QSAR modela procenjen je primenom leverage pristupa u
softveru SPSS v.18.0 [464]. Na osnovu leverage vrednosti i standardizovanih reziduala ispitano je da
li se jedinjenja nalaze u okviru hemijskog prostora obuhvacenog trening setom i da li se njihove
predikcije mogu smatrati pouzdanim.

34.8. Dizajn novih potencijalno selektivnih inhibitora PI3Ka

Rezultati MD simulacija, molekulskog dokinga i 3D-QSAR analiza za izoforme PI3Ka, PI3K},
PI3Ky i PI3K& omogucili su identifikaciju klju¢nih strukturnih karakteristika znacajnih za selektivnu
inhibiciju PI3Ka. Na osnovu dobijenih rezultata primenjeni su pristupi zamene osnovnog strukturnog
skeleta, odnosno scaffold hopping, 1 zamene R-grupa, radi modifikacije vodecih jedinjenja 1 dizajna
novih selektivnih inhibitora PI3Ka.

Pretraga novih skeleta izvedena je u Cresset Spark 10.7.1 (https://cresset-group.com/software/spark),
koji koristi XED 3 polje sila 1 ligand u definisanoj 3D konformaciji kao Sablon [489]. Uvezen je 1
proteinski model kao ,,isklju¢eni volumen* radi detekcije sternih sudara i provere uklapanja u aktivno
mesto. Struktura PI3Ka inhibitora podeljena je na tri fragmenta: centralni fragment koji se vezuje za
zglobni region, fragment koji se vezuje za afinitetni dZep 1 fragment koji doprinosi selektivnosti (Slika
3.3).

1. Pretraga alternativnih
strukturnih skeleta
2. Zamena R-grupe (Scaffold hopping) 2. Zamena R-grupe

Fragment za
vezivanje za
zglobni
region

Fragment za
vezivanje za
afinitetni
dZzep

Fragment za
selektivnost

Slika 3.3. Sematski prikaz inhibitora PI3Ka i njihovih podstruktura, sa istaknutim regionima
koris¢enim za scaffold hopping 1 naknadnu zamenu R-grupa.
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Baze ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/), SureChEMBL (https://www.surechembl.org/) 1
COD (engl. Crystallography Open Database, https://www.crystallography.net/cod/), integrisane u
Spark u obliku 3D fragmenata, pretrazene su radi pronalazenja zamena za izabrane skelete. Testirani
skelet je zatim ponovo spajan sa neizmenjenim delom Sablonskog molekula, minimizovan primenom
XED polja i analiziran pomoc¢u deskriptora tacaka polja [490]. Sli¢nost novodobijenog molekula sa
Sablonom procenjivana je na osnovu oblika i elektrostatickih osobina. Svaki novi molekul je
minimizovan, preklopljen sa Sablonom, a zatim skorovan i rangiran. Rangiranje je sprovedeno na
osnovu kombinovanog skora XED polja, koji obuhvata skor polja (engl. Field Score) i skor oblika
(engl. Shape Score), uz primenu kazni za neispunjene farmakoforne uslove ili sternih sudara sa
isklju¢enim volumenom.

Dizajnirana jedinjenja pripremljena su na isti nacin kao i jedinjenja iz pocetnog seta podataka,
odredivanjem dominantnog protomera pri fiziolo§koj vrednosti pH i minimizacijom primenom PM3
metode. Nakon toga sproveden je ansambl doking u Cetiri PI3K izoforme, radi analize interakcija 1
dobijanja bioaktivnih konformacija. Dobijene konformacije zatim su koriS¢ene za predvidanje
aktivnosti primenom razvijenih 3D-QSAR modela.

3.4.09. Strukturno zasnovan virtuelni skrining

Radi daljeg istrazivanja hemijskog prostora potencijalnih a-selektivnih inhibitora PI3K, sproveden je
SBVS u programu FLAP 2.2.2 (engl. Fingerprints for Ligands and Proteins) [491,492]. Skup
poznatih PI3Ka inhibitora preuzet je iz baze ChEMBL, pri ¢emu je za izbor najperspektivnijih
jedinjenja primenjen strozi prag aktivnosti ICso < 100 nM [493,494]. Inicijalni skup sadrzao je 387
jedinjenja i1 razlikovao se od skupa koris¢enog u 3D-QSAR i doking analizama. Ovaj skup
dominantno je obuhvatao kinazne inhibitore zasnovane na hinazolinskim, triazinskim i
benzimidazolnim strukturama, ¢esto sa heteroarilnim grupama povezanim sulfonamidom. Za ova
jedinjenja su odredeni protomeri pri fizioloskoj vrednosti pH od 7,4, a zatim su generisane i
optimizovane 3D strukture pomocu programa OpenBabel [495]. Tautomeri su generisani primenom
AMBIT generatora tautomera [496] u KNIME okruzenju [497].

Za formiranje skupa neaktivnih molekula generisane su mamac-strukture na DUDE-Z serveru
(https://tldr.docking.org/start/dudez) po 50 struktura za svako aktivno jedinjenje. Pri njihovom
generisanju uzeti su u obzir protomeri pri fiziolo§koj vrednosti pH 1 3D konformacije, uz primenu
preliminarnih filtera MW > 500 i logP < 5 [498]. Konacna baza pripremljena je u programu FLAP,
pri ¢emu su duplikati uklonjeni. Za svaki ligand zadrzano je do 25 minimizovanih konformera, uz
definisanje minimalnog medusobnog RMSD-a. Zavrsna SBVS baza sadrzala je 318 aktivnih
molekula 1 2178 mamac-struktura.

3.4.10. Linearna diskriminantna analiza — SBVS modelovanje

LDA metodologija u programu FLAP omogucava izbor viSe Sablonskih konformacija proteinskog
vezivnog mesta, ¢ime se uzima u obzir fleksibilnost enzima PI3Ka. Ovaj pristup pronalazi
kombinaciju Sablona 1 statistiCkih skorova koja najbolje razlikuje aktivne od neaktivnih molekula
[66]. U FLAP-u se mali molekuli i vezivna mesta opisuju pomocu farmakofornih otisaka, odnosno
cetvorki dobijenih iz GRID MIF-ova. KoriS¢ene su Cetiri osnovne GRID probe: H za oblik, N1 za
donore H-veze, O za akceptore H-veze i DRY za hidrofobnost, pri rezoluciji od 0,75 A.

Za generisanje LDA-SBVS modela je koriS¢eno deset centroidnih struktura PI3Ka, prethodno
identifikovanih MD analizom iz simulacija PI3Ka-B1 i PI3Ka-T1, odnosno aBzol-5 i aThz1-5. Za
LDA model je upotrebljena kombinacija tri Sablona 1 dva skora, dok je za trening skup odabrano 100
aktivnih i1 400 neaktivnih molekula. Performanse modela procenjene su konstruisanjem ROC (engl.
Receiver Operating Characteristic) krive 1 izracunavanjem AUC vrednosti, kao 1 faktora obogacenja
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ROC (engl. enrichment factor, EF), odnosno EF 1%, EF 2% i EF 5%. Nakon toga je pretrazena
Enamine kinase inhibitors library i1z Enamine baze (https://enamine.net/), koja sadrzi 64 960
kompjuterski dizajniranih potencijalnih inhibitora kinaza, radi identifikacije potencijalno aktivnih
PI3Ka inhibitora.

Deset najbolje rangiranih jedinjenja zatim je podvrgnuto ansambl dokingu i 3D-QSAR predikciji
aktivnosti prema PI3Ka, PI3K, PI3KYy i PI3K9, primenom istog postupka koji je koriS¢en za pocetni
skup podataka i dizajnirana jedinjenja.

34.11. Predikcija fizickohemijskih i ADMET karakteristika

Ispitivani set podataka, zajedno sa novodizajniranim strukturama i odabranim jedinjenjima iz SBVS
analize, dodatno je okarakterisan pomocu softvera ADMET Predictor v12.0 [67] 1 SwissADME
servera [68]. Ovi alati omogucavaju in silico fiziCkohemijsko, farmakokineticko i toksikolosko
profilisanje ispitivanih struktura, sa ciljem identifikacije najperspektivnijih kandidata koji ne
pokazuju nepovoljna farmakokineticka ili toksi¢na svojstva.

34.12. Procena permeabilnosti kroz KMB primenom PAMPA-SVR QSPR modela i dodatna
strukturna analiza dizajniranih PI3Ka inhibitora

Pasivna permeabilnost kroz KMB dizajniranih PI3K inhibitora procenjena je primenom prethodno
razvijenog PAMPA-SVR modela. Pouzdanost dobijenih predikcija je procenjena u odnosu na domen
primenljivosti modela, ¢ime je ispitano da li se analizirana jedinjenja nalaze u hemijskom prostoru
obuhvac¢enom trening setom.

Pored procene permeabilnosti kroz KMB, sprovedena je i1 dodatna strukturna analiza u cilju
preliminarne procene mogucéeg redoks ponasanja i potencijala za interakciju sa DNK. Analiza je
zasnovana na poredenju strukturnih elemenata dizajniranih PI3K inhibitora sa erlotinibom,
kompetitivnim inhibitorom EGFR tirozin-kinaze 4-anilinohinazolinskog tipa, za koji su prethodno
eksperimentalno ispitani elektrohemijsko ponaSanje 1 interakcija sa DNK. Poredenje je obuhvatilo
strukturne karakteristike koje su prisutne i kod erlotiniba 1 kod dizajniranih PI3K inhibitora,
ukljucujuéi aromaticne i heteroaromaticne sisteme, atome azota i kiseonika kao potencijalne donore
ili akceptore vodoni¢nih veza, kao i druge fragmente koji mogu biti relevantni za redoks ponaSanje i
interakcije sa DNK.

92


https://enamine.net/

4. REZULTATI I DISKUSIJA

93



4.1. Rezultati i diskusija PAMPA-KMB QSPR studije
4.1.1. Rezultati PAMPA testa

PAMPA-KMB test je najpre sproveden za levodopu i haloperidol, u uslovima bez dodatka i sa
dodatkom Tween-a 80, radi procene uticaja ovog surfaktanta na primenljivost modifikovanog
postupka. Levodopa je hidrofilno jedinjenje za koje je poznato da prolazi kroz KMB dominantno
putem aktivnog transporta, dok pasivnom difuzijom pokazuje nisku permeabilnost [499]. Nasuprot
tome, haloperidol je izrazito lipofilno jedinjenje sa visokim afinitetom prema lipidima, zbog Cega
lako prolazi kroz ¢elijske membrane, ukljuc¢ujuéi i KMB [500]. Budu¢i da levodopa nije prelazila u
akceptorske bunarice, dok je haloperidol pokazao uporedivu permeabilnost u oba ispitivana uslova,
potvrdeno je da dodatak Tween-a 80 ne naruSava primenljivost modifikovanog PAMPA-KMB
postupka koris¢enog u ovom radu.

Nakon toga, PAMPA-KMB test primenjen je radi procene efektivne permeabilnosti i pasivne difuzije
registrovanih inhibitora kinaza kroz vestacku membranu koja modeluje KMB, kao i radi procene
potencijalne permeabilnosti eksperimentalnih jedinjenja.

Na osnovu izracunatih eksperimentalnih vrednosti permeabilnosti (logP.), jedinjenja se generalno
mogu klasifikovati u Cetiri grupe: nepermeabilna jedinjenja (logP. < —6,14), jedinjenja niske
permeabilnosti (—6,14 <logP. < —5,66), jedinjenja srednje permeabilnosti (—5,66 < logP. <—5,33) i
jedinjenja visoke permeabilnosti (logP. > —5,33) [39]. Dobijeni rezultati pokazali su da se ispitivani
inhibitori kinaza razlikuju po permeabilnosti i pripadaju grupama jedinjenja niske, srednje i visoke
permeabilnosti, kao §to je prikazano u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. PAMPA-KMB rezultati za ispitivane inhibitore kinaza

Jedinjenje Pe logP.
Jedinjenje 2 1,13 x10° -595
Vemurafenib 1,17 x10¢  -5,93
Afatinib 1,47 x 10 -5,83
Nintedanib 1,60 x 10¢  -5,80
Jedinjenje 1* 1,57 x 10¢  -5,80
Jedinjenje 5 1,63 x 10¢ -5,79
Jedinjenje 16 1,63 x 10°¢  -5,79
Jedinjenje 8* 1,76 x 10 -5,75
Jedinjenje 7 1,99 x 10¢  -5,70
Jedinjenje 14 2,08 x 10 -5,68
Jedinjenje 17 2,29 x 10 -5,64
Gefitinib* 2,37 x10° -5,62
Nilotinib 2,38 x10° -5,62
Jedinjenje 10* 2,47 x 10 -5,61
Jedinjenje 11 2,52 x10° -5,60
Jedinjenje 13* 2,57 x10¢  -5,59
Jedinjenje 9 2,85 x10° -5,55
Jedinjenje 4 2,94 x10° -553
Jedinjenje 6 3,12 x10° -5,51
Jedinjenje 3* 324 x10° -549
Crizotinib 3,50 x10¢  -5,46
RKI-1447* 3,74 x 10 -5,43
Erlotinib 3,79 x 10 -5,42
Jedinjenje 12 3,85 x10¢ -5,41
Imatinib 4,73 x10¢ -5,32
Dabrafenib 4,88 x10¢ -531
Lapatinib 485x10% -531
Jedinjenje 15 531 x10°¢ -5,28
N-desmethylimatinib* 5,40 x 10¢ -5,27
Fasudil 6,72 x 10¢  -5,17
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Everolimus 7,52 x 10 -5,12
Ruxolitinib* 7,59 x 10¢  -5,12

Axitinib 1,19 x 105 -4,93
Palbociclib 2,07 x 10 -4,68

*Test set jedinjenja

Sprovedeno hijerarhijsko klasterovanje pokazalo je da vecina klastera ima reprezentativne strukture
u ispitivanom setu podataka, S$to ukazuje na to da jedinjenja koris¢ena u studiji obuhvataju Sirok
spektar strukturnih karakteristika postojecih inhibitora kinaza (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Lista kinaznih inhibitora dobijenih iz Drugbank baze podataka i njihovi reprezentativni
klasteri; inhibitori koriS¢eni u ovoj studiji su boldovani.

Naziv Broj klastera Naziv Broj klastera Naziv Broj klastera
(Rp)-cAMPS 1 Entrektinib 2 Ikotinib 3
7-Hidroksistaurosporin 1 FF-10101-01 2 Neratinib 3
Akalabrutinib 1 Fedratinib 2 Pelitinib 3
Kobimetinib 1 Flumatinib 2 Rabusertib 3
Everolimus 1 GSK-2636771 2 Spebrutinib 3
Ibrutinib 1 Gedatolisib 2 Tesevatinib 3
Larotrektinib 1 Gilteritinib 2 Vandetanib 3
Midostaurin 1 Imatinib 2 Alisertib 4
Nakotinib 1 Lorlatinib 2 Aksitinib 4
PF-06700841 1 MKC-1 2 Emodin 4
Ridaforolimus 1 Masitinib 2 Genistein 4
Ruksolitinib 1 Merestinib 2 MLN8054 4
Sirolimus 1 Momelotinib 2 Kabozantinib 5
Temsirolimus 1 Nemiralisib 2 MK-5108 5
Tofacitinib 1 Nintedanib 2 Dabrafenib 6
Upadacitinib 1 Olmutinib 2 Ilorasertib 6
Vortmanin 1 Osimertinib 2 Indirubin 6
Zanubrutinib 1 PF-03814735 2 Lapatinib 6
AKI-001 2 Palbociklib 2 Lenvatinib 6
AV-412 2 Ponatinib 2 Motesanib 6
AZD-0424 2 Kvizartinib 2 Nilotinib 6
AZD-8330 2 Rebastinib 2 Orantinib 6
Abemaciklib 2 Reversin 2 Pazopanib 6
Abivertinib 2 Ribociklib 2 RO-5126766 6
Acrizanib 2 Rimakalib 2 Regorafenib 6
Alektinib 2 Ripretinib 2 Rigosertib 6
Alvocidib 2 Rociletinib 2 Rivoceranib 6
Avapritinib 2 Sunitinib 2 SNS-314 6
Bafetinib 2 TAK-901 2 Semaksanib 6
Barasertib 2 Tepotinib 2 Sorafenib 6
Binimetinib 2 Trametinib 2 Tivozanib 6
Brigatinib 2 Vistusertib 2 Vemurafenib 6
Ceritinib 2 Voruciklib 2 Fasudil 7
Krizotinib 2 X-396 2 H-89 7
Danusertib 2 Afatinib 3 Losmapimod 8
Dasatinib 2 Bosutinib 3 Pimasertib 8
Doramapimod 2 Cediranib 3 Seliciklib 9
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Naziv Broj klastera Naziv Broj klastera Naziv Broj klastera

Dorsomorfin 2 Dakomitinib 3 Vatalanib 10
Enkorafenib 2 Erlotinib 3
Ensartinib 2 Gefitinib 3

Poredenjem klinickih podataka sa dobijenim rezultatima, uzimajuc¢i u obzir strukturne karakteristike
ovih jedinjenja, moZe se uociti odredeno slaganje (Tabela 4.1).

Dobijene logP. vrednosti za dva BCR-ABL inhibitora tirozin kinaze ukazale su na srednju
permeabilnost nilotiniba 1 visoku pasivnu permeabilnost imatiniba u PAMPA-KMB testu. U
poredenju sa nilotinibom, imatinib je pokazao vecu efektivnu permeabilnost u ovom modelu, $to
moze ukazivati na povoljniji potencijal za pasivni prolazak kroz membranu koja modeluje KMB.
Ipak, ovaj rezultat treba tumaciti uzimajuéi u obzir da in vivo prolazak kroz KMB moze biti ograni¢en
aktivnim efluksnim transporterima [501]. Niza permeabilnost nilotiniba mogla bi se delimi¢no
objasniti prisustvom voluminoznog trifluorometil supstituenta.

Medu EGFR/HER inhibitorima kinaza, lapatinib je pokazao visoku permeabilnost, §to bi se moglo
povezati sa prisustvom lipofilnog supstituenta na 4-anilinohinazolinskom fragmentu. Nintedanib, kao
VEGEFR inhibitor, klasifikovan je kao jedinjenje niske permeabilnosti, §to bi moglo biti posledica
viSe strukturnih karakteristika, ukljucuju¢i voluminozni supstituent u alfa polozaju 1H-indolinona i
prisustvo viSe amino grupa, koje mogu biti protonovane pri fizioloSkoj vrednosti pH od 7,4.

Everolimus je lek za koji je poznato da moze prolaziti kroz KMB [502], a rezultati dobijeni u ovom
radu takode su pokazali da se moze klasifikovati kao jedinjenje visoke permeabilnosti. Pored toga,
visoka permeabilnost u PAMPA-KMB testu predloZena je 1 za fasudil, za koji je pokazano da ima
dobar terapijski efekat kod neurodegenerativnih bolesti, jer poveéava aktivnost neuronskih mati¢nih
¢elija [503]. Takode je prijavljeno da fasudil smanjuje disfunkciju KMB, poboljSava neuroloske 1
klinicke ishode kod akutnog cerebralnog infarkta i ispoljava neuroprotektivne efekte [504].

Krizotinib u klinickom kontekstu pokazuje ograni¢enu penetraciju u CNS, dok su rezultati ovog rada
ukazali na njegovu umerenu pasivnu permeabilnost u PAMPA-KMB testu. Ovo neslaganje moZze se
objasniti time §to je krizotinib poznat supstrat P-gp transportera, pa njegov prolazak kroz KMB in
vivo moze biti ogranicen aktivnim efluksom [505].

PAMPA-KMB rezultati za dodatna ispitivana jedinjenja pokazali su da su aril-2-aminopiridini,
odnosno jedinjenja 1 i 2, klasifikovani kao jedinjenja niske permeabilnosti, dok su piridinski derivati
tiazolil-hidrazona 1 selenazolil-hidrazona, odnosno jedinjenja 3—17, pripadali kategorijama niske,
srednje 1 visoke permeabilnosti.

Pored eksperimentalno odredene PAMPA-KMB permeabilnosti, ADMET Predictor je koriS¢en za
predvidanje da li ispitivana jedinjenja predstavljaju supstrate P-gp transportera (Tabela 4.3). Za
dabrafenib, erlotinib, fasudil, lapatinib, nilotinib i ruksolitinib, kao i za sva eksperimentalna
jedinjenja, predvideno je da nisu Pgp supstrati. Za preostala jedinjenja iz ispitivanog seta predvideno
je da mogu biti i Pgp supstrati i Pgp inhibitori, dok je jedini izuzetak bio RKI-1447, za koji je
predvideno da je samo Pgp supstrat.

Vezivanje za proteine plazme takode je predvideno pomoéu ADMET Predictor-a, radi procene
slobodne frakcije leka u plazmi koja je potencijalno dostupna za pasivnu difuziju kroz KMB. Za sva
jedinjenja, osim fasudila, palbocikliba i ruksolitiniba, predvideno je manje od 10%, ali vise od 1%
nevezane frakcije leka. Iako se uglavnom smatra da je za transport kroz KMB najrelevantnija
slobodna, nevezana frakcija leka, studije su pokazale da i jedinjenja sa visokim stepenom vezivanja
za proteine plazme mogu dospeti u CNS. To ukazuje da se odgovarajuca koncentracija leka u CNS-
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u moze postici i kod jedinjenja sa se u visokom procentu vezuju za proteine plazme, ukoliko poseduju
odgovarajucu intrinzi¢nu pasivnu permeabilnost. U tom kontekstu, PAMPA-KMB test predstavlja
koristan alat za rani skrining pasivne permeabilnosti jedinjenja kroz KMB [506].

Tabela 4.3. ADMET predictor rezultati za ispitivani set podataka.

Nevezana frakcija u

Naziv P-gp supstrat P-gp inhibitor humanej plazmi, fup
(%)
Afatinib Da (94%) Da (97%) 9,643
Aksitinib Da (68%) Da (97%) 3,265
Krizotinib Da (78%) Da (97%) 9,493
Dabrafenib Ne (69%) Da (55%) 4,298
Erlotinib Ne (66%) Da (97%) 4,810
Everolimus Da (94%) Da 7,818
Fasudil Ne (57%) Ne (96%) 67,049
Gefitinib Da (83%) Da (97%) 4,847
Imatinib Da (83%) Da (97%) 6,413
Lapatinib Ne (59%) Da (97%) 2,447
N-dezmetil imatinib  Da (83%) Da (97%) 6,392
Nilotinib Ne (66%) Da (97%) 3,471
Nintedanib Da (94%) Da (97%) 7,913
Palbociklib Da (94%) Da (70%) 19,578
RKI-1447 Da (74%) Ne (96%) 6,531
Ruksolitinib Ne (72%) Da (53%) 18,734
Vemurafenib Ne (66%) Da 2,601
Jedinjenje 1 Ne (54%) Da (97%) 2,408
Jedinjenje 2 Ne (81%) Da (84%) 2,551
Jedinjenje 3 Ne Da 2,457
Jedinjenje 4 Ne Da 2,916
Jedinjenje 5 Ne Da 3,339
Jedinjenje 6 Ne Da 3,427
Jedinjenje 7 Ne Da 3,921
Jedinjenje 8 Ne Da 3,709
Jedinjenje 9 Ne Da 3,747
Jedinjenje 10 Ne Da 4,264
Jedinjenje 11 Ne Da 4,313
Jedinjenje 12 Ne (93%) Da (51%) 4,416
Jedinjenje 13 Ne (93%) Da (70%) 4,381
Jedinjenje 14 Ne (93%) Da (97%) 4,964
Jedinjenje 15 Ne Da 3,360
Jedinjenje 16 Ne Da 3,541
Jedinjenje 17 Ne Da 3,889

4.1.2. QSPR modelovanje

QSPR modelovanje sprovedeno je sa ciljem ispitivanja odnosa izmedu molekulskih osobina
ispitivanih inhibitora protein kinaza i srodnih jedinjenja, sa jedne strane, i njihove permeabilnosti
kroz KMB, sa druge strane. Kao ulazne promenljive koris¢eni su prethodno obradeni molekulski
deskriptori jedinjenja iz ispitivanog seta, dok je logP. vrednost, izraCunata na osnovu rezultata
PAMPA-KMB testa, koriS¢ena kao zavisna promenljiva. Na ovaj nac¢in omogucena je procena
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doprinosa pojedina¢nih molekulskih karakteristika pasivnoj permeabilnosti kroz membranu koja
modeluje KMB.

Najpre je primenjeno stepwise MLR modelovanje, radi procene linearne zavisnosti izmedu
molekulskih deskriptora i logP. vrednosti, kao i radi selekcije promenljivih sa najve¢im znacajem za
opis 1 predvidanje pasivne permeabilnosti. Na osnovu kriterijuma ,,F' za uklju¢ivanje® i ,,F za
uklanjanje, MLR model je izdvojio Cetiri deskriptora. Dobijeni model zatim je podvrgnut internoj i
eksternoj validaciji, ukljucujuci r-metriku.

Nakon toga je sprovedeno SVR modelovanje, kako bi se ispitala mogucnost opisivanja potencijalnih
nelinearnih odnosa izmedu izabranih deskriptora i logP. vrednosti. Za sve ispitivane funkcije jezgra
optimizovani su hiperparametri C, € 1 y, u slucajevima kada su bili primenljivi. Nakon poredenja
performansi dobijenih modela, za dalje modelovanje izabrana je RBF funkcija jezgra, koja je
pokazala najpovoljnije validacione parametre. Kao optimalne vrednosti hiperparametara za RBF-
SVR model izabrane su C =10, e=0,11y=0,25.

Takode su razvijani i ANN modeli. Kao neuronska mreza sa najboljim performansama tokom
treniranja izabrana je troslojna MLP mreza konac¢ne strukture 4-8-1, sa Cetiri ulazna neurona, osam
neurona u skrivenom sloju 1 jednim izlaznim neuronom. Za skrivene neurone koris¢ena je sinusoidna
aktivaciona funkcija, dok je za izlazni neuron primenjena logisti¢ka aktivaciona funkcija.

Sveobuhvatna interna 1 eksterna statistiCka validaciona analiza pokazala je da svi kreirani QSPR
modeli imaju uporedive performanse (Tabela 4.4). Ipak, blaga prednost moze se dati QSPR-SVR
modelu (Slika 4.1), koji je zadovoljio sve klju¢ne validacione parametre, $to ga ¢ini efikasnim alatom
za predvidanje permeabilnosti novih analoga unutar definisanog domena primenljivosti. ANN model
ima viSe vrednosti eksternih parametara, verovatno zbog manjeg broja jedinjenja u test setu.
Eksperimentalne logP. vrednosti, kao i vrednosti predvidene MLR, SVM i ANN modelima,
prikazane su u Prilozima, u Tabeli P1.3.

Tabela 4.4. Rezultati validacionih parametara za kreirane QSPR modele.

R? Q? RMSEE  R%.; RMSEP P . i e (S Vo € o L Ve k' CcCC
MLR 0,769 0,628 0,145 0,811 0,092 0,791 0,676 0,115 0,734 0,036 0,997 0,897
SVR 0,839 0,648 0,121 0,777 0,100 0,723 0,657 0,067 0,690 0,033 1,002 0,882
0,953 0,050 0,978 0,988 0,010 0,983 0,000 0,992 0,977
ANN 0,749 0,620 0,151
0,999*  0,095*
Limit  >0,7 >0,5 >0,5 >0,5 >0,5 <0,2 >0,5 <0,1 0,85<k'<1,15  >0,85

*Validacioni parametri verifikacionog seta

SVM modeli su korisni za izbegavanje problema preprilagodavanja, uz istovremeno obezbedivanje
taCnih rezultata i pri malom broju podataka. lako ANN modeli imaju prednost u dobrom uklapanju
setova podataka, to ponekad moze ograniciti njihove performanse. Pored toga, za razliku od SVM
modela, ANN modeli imaju tendenciju ka preprilagodavanju, ¢ime se smanjuje njihova sposobnost
generalizacije.
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Slika 4.1. Grafik zavisnosti eksperimentalno odredenih i predvidenih logP. vrednosti za QSPR-

SVM model.

Kreirani MLR, ANN i SVM modeli analizirani su radi odredivanja njihovog domena primenljivosti
koriS¢enjem izabranih molekulskih deskriptora. Grani¢na /everage vrednost je izraCunata pomocu
jednagine 10 i iznosila je h* = 0,6. Williams-ov dijagram prikazan na Slici 4.2 pokazao je da su
jedinjenja i iz trening 1 iz test seta unutar definisanog domena primenljivosti. Stoga je kreirani SVM
model pogodan za predvidanje permeabilnosti novih jedinjenja sli¢ne strukture kroz KMB. Ovo moze
biti posebno korisno pri optimizaciji novih liganada za razvoj efikasnijih 1 potentnijih jedinjenja
usmerenih ka poremecajima CNS-a ili za spre¢avanje potencijalnih nezeljenih efekata na CNS.
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Slika 4.2. Domen primenljivosti kreiranog QSPR-SVM modela.

4.1.3.

Interpretacija QSPR modela

Molekulski deskriptori imaju kljuénu ulogu u QSPR modelovanju, jer hemijsko-strukturne
karakteristike molekula prevode u numeri¢ki oblik pogodan za statisticku analizu 1 razvoj
prediktivnih modela. U tom smislu, pouzdano izraCunavanje i1 selekcija relevantnih deskriptora
predstavljaju vazne korake u formiranju QSPR modela. Kreirani i validirani MLR model analiziran
je radi tumacenja odnosa izmedu strukture jedinjenja i njthove permeabilnosti kroz KMB, pri ¢emu
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su identifikovane Cetiri promenljive sa znacajnim doprinosom opisu logP. vrednosti. Dobijena MLR
jednacina za predikciju logPe vrednosti imala je sledeci oblik:

logP = —0,121 CATS2D_09_DA + 0,171 CATS2D_04_AA + 0,170 BO4[N — S] + 0,096 FO7[C — N] — 5,496 (69)
CA

pozitivan doprinos logPe vrednosti. Pored toga, BO4[N-S] i FO7[C-N] takode su identifikovani kao
deskriptori koji pozitivno koreliSu sa pasivhom permeabilnoséu kroz KMB, dok je za
CATS2D 09 DA uocen negativan uticaj.

ANN 1 SVM regresioni modeli razvijeni su radi ispitivanja mogucih nelinearnih odnosa izmedu
izabranih deskriptora i logPe vrednosti. Relativni doprinos ulaznih deskriptora procenjen je
globalnom analizom osetljivosti. Ova analiza procenjuje znacaj pojedinacnih ulaznih promenljivih
poredenjem greske mreze kada su sve promenljive uklju¢ene sa greskom dobijenom nakon
izostavljanja pojedinacnog deskriptora. Veca osetljivost, odnosno vece povecanje greSke nakon
izostavljanja deskriptora, ukazuje na veéi relativni doprinos tog deskriptora predikciji logPe
vrednosti. Nakon analize, kreirani ANN model pokazao je slicne doprinose logPe vrednosti kao i
MLR model i CATS2D 09 DA je bio najuticajniji deskriptor na koeficijent permeacije kroz PAMPA
veStacku membranu.

Grafici odziva za deskriptore CATS2D 04 AA i FO7[C-N] (Slika 4.3) ukazali su na nelinearnu
zavisnost od logP. vrednosti u QSPR-SVM modelovanju. Preciznije opisivanje odnosa ovih
deskriptora sa zavisnom promenljivom verovatno je razlog boljih performansi ovog QSPR modela
(Slika 4.4).
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Slika 4.3. Grafici odziva za A) CATS2D 04 AA i B) FO7[C-N] deskriptore iz QSPR-SVM modela.

Jedan od deskriptora sa pozitivnim doprinosom logP. vrednosti jeste CATS2D 04 AA, koji pripada
CATS2D deskriptorima i opisuje topolosko rastojanje izmedu razliCitih farmakofornih karakteristika
[507] Ovaj deskriptor definiSe prisustvo dva akceptora vodoni¢ne veze na topoloSkom rastojanju od
4. Vecina ispitivanih jedinjenja koja su imala nizu permeabilnost imala su vrednost ovog deskriptora
0. Jedinjenja sa viSom permeabilnoscu, kao $to su palbociklib i ruksolitinib, imala su vise vrednosti.
S druge strane, koeficijent deskriptora CATS2D 09 DA imao je negativnu vrednost, §to znaci da
donor 1 akceptor vodoni¢ne veze na topoloskom rastojanju od 9 moze doprineti smanjenju logP.
vrednosti. Ovo ukazuje da bi prisustvo donora vodoni¢nih veza u ovoj grupi jedinjenja smanjilo
prolazak kroz KMB. Vemurafenib je jedno od jedinjenja iz seta podataka koje je imalo vrednost ovog
deskriptora 2 i nizu logP. vrednost.

Deskriptor atomskog para BO4[N-S] [507] definiSe prisustvo parova atoma N i S na topoloskom
rastojanju od 4. Njegov pozitivan doprinos logP. vrednosti ukazuje da odredeni prostorni, odnosno
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topoloski raspored atoma azota i sumpora u strukturi jedinjenja moze biti povezan sa povoljnijom
pasivnom permeabilnoscu kroz KMB. Aksitinib je jedno od jedinjenja sa visokom permeabilnosc¢u
koje je pokazalo ovu osobinu. Pozitivan doprinos logP. vrednosti pokazao je i deskriptor FO7[C-N],
koji opisuje frekvenciju parova atoma ugljenika i azota na topoloSkom rastojanju od 7. Vece
topolosko rastojanje izmedu atoma azota i ugljenika, opisano ovim deskriptorom, moze ukazivati na
znacaj produzenih ugljeni¢nih fragmenata ili bo¢nih lanaca povezanih sa centralnim aromati¢nim
sistemima. Takve strukturne karakteristike mogu doprineti povecanju lipofilnosti i povoljnijoj
pasivnoj permeabilnosti kroz membranu koja modeluje KMB.

[:] Donor vodoni¢ne veze HN/\

O Akceptor vodonicne veze I\/N

RKI-1447 Palbociklib
CATS2D_09 DA =2, logPe = -5,43 CATS2D 04 AA =6, logPe = -4,69
=N
C
Vemurafenib Fasudil HN
B04[N-S] =0, logPe =-5,93 FO7[C-N] =5, logPe=-5,17

Slika 4.4. Primeri ispitivanog seta jedinjenja 1 izabranih deskriptora.

Opisani deskriptori pruzaju uvid u moguce pravce optimizacije pasivne permeabilnosti inhibitora
kinaza i strukturno srodnih ispitivanih jedinjenja kroz KMB. Strukturne modifikacije usmerene ka
smanjenju broja donora vodoni¢nih veza, poput zamene slobodnih vodonika alkil grupama, ili
izosterne zamene odredenih donorskih centara akceptorima vodoni¢nih veza, na primer atomom
azota, mogu predstavljati potencijalne strategije za poboljSanje prolaska ovih struktura kroz
membranu koja modeluje KMB. Pri tome bi takve modifikacije trebalo usmeriti na delove molekula
koji nisu kljuéni za aktivnost ili selektivnost prema ciljnoj kinazi.

Kao primer takve optimizacije razmatran je derivat vemurafeniba, oznacen kao jedinjenje V1, kod
kojeg je N-metil grupa uvedena u sulfonamidni deo strukture. Vemurafenib je u ispitivanom setu
podataka imao drugu najnizu logP. vrednost, a predloZzena modifikacija smanjuje broj donora
vodoni¢nih veza, dok 7-azaindolski prsten, odgovoran za vezivanje za zglobni region aktivnog mesta
BRAF kinaze, ostaje oCuvan. Na osnovu razvijenog PAMPA-SVR modela, predvidena logP.
vrednost jedinjenja V1 iznosi —5,35, Sto se nalazi na gornjoj granici opsega karakteristicnog za
jedinjenja srednje permeabilnosti. Ovaj rezultat ukazuje da bi navedena modifikacija mogla doprineti
povecanju pasivne permeabilnosti kroz KMB.

4.1.4. Uporedna analiza rezultata studije sa podacima iz literature

Dobijeni PAMPA-KMB i1 QSPR rezultati mogu se tumaciti u okviru opstih principa koji odreduju
prolazak jedinjenja kroz KMB. Prethodne QSPR i studije CNS permeabilnosti pokazale su da ovaj
proces zavisi od viSe medusobno povezanih osobina, medu kojima su lipofilnost, polarna povrsina,
molekulska masa, sposobnost formiranja vodoni¢nih veza i jonizacione karakteristike jedinjenja.
Zhang 1 saradnici [508] su, pored lipofilnosti, polarne povrSine i osobina povezanih sa vodoni¢nim
vezivanjem, ukazali 1 na znacaj E-state i van der Waals-ovih povrSina. Sli¢no tome, Barn i saradnici
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[509] su kao vazne parametre izdvojili polarnu povrSinu, molekulsku masu, lipofilnost i broj donora
vodoni¢nih veza, dok su Wager i saradnici [510] razmatrali ulogu lipofilnosti, molekulske mase,
topoloske polarne povrSine, donora vodoni¢nih veza i pKa vrednosti u optimizaciji jedinjenja
namenjenih delovanju u CNS-u. U skladu sa tim, modeli razvijeni u ovoj studiji prate opste principe
opisane u literaturi, ali istovremeno izdvajaju i specifi¢ne topoloske i strukturne osobine koji mogu
biti znacajni za dizajn 1 optimizaciju inhibitora kinaza.

Za razliku od opstih modela CNS permeabilnosti, PAMPA-KMB QSPR modeli razvijeni u ovoj
disertaciji zasnovani su na setu strukturno raznovrsnih inhibitora kinaza i njima srodnih jedinjenja.
Zbog toga oni mogu pruziti dodatni uvid u karakteristike koje su posebno vazne za ovu grupu
struktura. Dobijeni deskriptori ukazuju da pasivna permeabilnost ne zavisi samo od prisustva polarnih
ili lipofilnih grupa, ve¢ 1 od njithovog medusobnog topoloskog rasporeda. To moze ukazati da isti tip
funkcionalnih grupa moze imati razli¢it uticaj na permeabilnost u zavisnosti od njihovog polozaja u
molekulu 1 odnosa prema drugim strukturnim centrima. Ovakvo tumacenje je posebno vazno za
kinazne inhibitore, kod kojih polarni heterocikli¢ni fragmenti cesto ucestvuju u vezivanju za aktivno
mesto enzima. Zbog toga optimizacija permeabilnosti kod ove grupe jedinjenja ne moze biti
posmatrana odvojeno od ocuvanja afiniteta i selektivnosti prema ciljanoj kinazi.

4.2. Rezultati i diskusija elektrohemijske i racunarske studije erlotiniba
4.2.1. Cikli¢na voltametrija erlotiniba na nemodifikovanoj GCE

Oksidaciono i redukciono ponaSanje ERL ispitivano je primenom CV metode u rastvorima
koncentracije 2 x 10* M, pripremljenim u acetatnom puferu pH 4,64 i fosfatnom puferu pH 6,94.
Izvedena su tri uzastopna snimanja (tri ciklusa) i zapocinjana su od potencijala 0,0 V, pri ¢emu su
koriS¢ena dva rezima skeniranja radi ispitivanja medusobne nezavisnosti oksidacionih i redukcionih
procesa. U prvom rezimu potencijal je najpre skeniran ka pozitivnoj granici od +1,6 V, a zatim ka
negativnoj granici od —1,6 V. U drugom reZimu redosled skeniranja bio je obrnut, odnosno potencijal
je najpre voden ka negativnoj, a zatim ka pozitivnoj granici.

U prvom snimanju, pri skeniranju od 0,0 V ka pozitivnim vrednostima potencijala je u rastvorima
obe pH vrednosti detektovan jedan anodni pik Ia (Slika 4.5A 1 B, crna linija). Pik Ia registrovan je na
potencijalu Epra = 1,035 V pri pH 4,64, odnosno na Epra = 0,879 V pri pH 6,94. U rastvoru pH 4,64
uocena su dva katodna pika: Ic na Epie = —0,771 V1 llc na Epne = —1,357 V (Slika 4.5A). Nasuprot
tome, pri pH 6,94 registrovan je samo katodni pik Ic, na Epic =—0,762 V (Slika 4.5B).
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1.2E-05 1.0E-05
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5.0E-06 +
4.0E-06 +
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-4.0E-06 +
-5.0E-06 +
— snimanje 1 — snimanje 1
snimanje 2 snimanje 2
llc snimanje 3 snimanje 3
-1.2E-05 e ————— -1.0E-05 ——————
-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1
E/Vvs.Ag/AgClL,3MKCl E/Vvs.Ag/AgCl,3MKCl
4.0E-06
C) D)
5.0E-06 -
1.0E-06 4
1.0E-06 +
< ' < 2.0E-06 -
— -3.0E-06 -
-7.0E-06 + snimanje 1 -5.0E-06 1 = snimanje 1
snimanje 2 snimanje 2
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-1.1E-05 + r——r—— -8.0E-06 — T
-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1

E/Vvs.Ag/AgCL,3MKCL

E/Vvs. Ag/AgCl,3M KCl

Slika 4.5. CV krive ERL koncentracije 2 x 10* M snimljene od 0,0 V u: smeru pozitivnog
potencijala pri A) pH 4,64 1 B) pH 6,94; 1 smeru negativnog potencijala pri C) pH 4,64 1 D) pH
6,94; prvo (—), drugo (—) i tre¢e (—) snimanje; v =50 mV s™".

Pri skeniranju potencijala od 0,0 V ka negativnim vrednostima E (Slika 4.5C 1 D), u prvom snimanju
su pri pH 4,64 zabeleZena dva katodna pika: Ic na Epic = —0,664 V 1 Ilc na Epne = —1,235 V (Slika
4.5C). U istom snimanju, pri ovoj pH vrednosti, detektovana su i dva anodna pika: Ia na Epa = 1,035
V 1 novi pik Ila na Epna = 0,283 V. Pri pH 6,94 (Slika 4.5D) registrovan je samo jedan katodni pik,
Ic, na Epie = —0,630 V, dok su nakon promene smera potencijala uocena dva slabo izraZzena anodna
pika na manje pozitivnim potencijalima u odnosu na kiselije uslove.

Pik Ila je u prvom CV snimanju bio prisutan samo u uslovima prikazanim na Slikama 4.5C i1 D,
odnosno kada je skeniranje najpre izvodeno ka negativnim potencijalima. Nasuprot tome, u prvom
snimanju pod uslovima prikazanim na Slikama 4.5A 1 B ovaj pik nije bio prisutan. U svim ostalim
uzastopnim snimanjima pik Ila je postojao, Sto moZe ukazivati na to da nastaje oksidacijom
redukcionog proizvoda ERL formiranog na povrsini elektrode nakon prethodne primene dovoljno
negativnog potencijala. Visina pika Ila se pri obe ispitivane pH vrednosti blago povecavala u drugom
1 tre€em snimanju.

U drugom i tre¢em snimanju mogu se uociti i svi ostali pikovi, Ia, Ic i Ilc, ali sa smanjenom strujom

pika. Na osnovu ovih rezultata moze se pretpostaviti da opisani oksidacioni i redukcioni procesi
ukljucuju adsorpciju aktivnih vrsta na povrsini elektrode. Na osnovu oblika pikova i odsustva
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odgovarajuc¢eg signala u povratnim delovima ciklusa, moze se zakljuciti da su svi navedeni
oksidacioni 1 redukcioni procesi ireverzibilni.

Radi daljeg ispitivanja oksido-redukcionih procesa ERL, voltamogrami su snimani pri razli¢itim
brzinama promene potencijala i pri dve koncentracije ERL: viSoj, 2 x 10™* M, i nizoj, 2 X 10°¢ M.
Uticaj brzine promene potencijala [447,511,512] ispitivan je pri pH 4,64 1 6,94, u opsegu od 5 do 100
mV s

Za anodni pik Ia ERL koncentracije 2 x 10~* M, pri pH 4,64 1 6,94, pracen je uticaj brzine promene
potencijala (v) na struju pika. Dobijena je linearna zavisnost Ip od v (Slika 4.6, Tabela 4.5), §to je
karakteristi¢no za procese kontrolisane adsorpcijom. Dodatno, vrednosti nagiba vece od 0,6 za
zavisnosti log/, od logv potvrduju ovaj zakljucak [511].

2.5E-06
y = 1.6E-05x + 2.9E-07
< 1.5E-06 -
S
2
~" 1.0£-06 A
>-0E-07 1 y = 7.6E-06x + 7.0E-08
r=0.9926
0.0E+00 ——————
0 0.03 0.06 0.09 0.12

v/ Vsl

Slika 4.6. Uticaj brzine promene potencijala na intenzitet struje oksidacionog pika la; pH = 4,64
(—), pH=16,94 (—).

Redukcija ERL koncentracije 2 x 10~* M pri pH 6,94 mogla je da se ispita samo u uzem opsegu brzina
skeniranja, od 10 do 80 mV s™', zbog naruSavanja oblika pikova sa pove¢anjem v. Katodni pik Ic pri
pH 4,64 ukazao je na proces sa meSovitom difuziono-adsorpcionom kontrolom. Na to ukazuju
priblizno jednako dobri linearni odnosi za obe zavisnosti, /, od v i I, od v'/2, sa koeficijentima
korelacije () oko 0,98, kao 1 nagib zavisnosti log/, od logv, koji je iznosio 0,49. Ova vrednost nagiba
poklapa se sa teorijskom vrednoS¢u od 0,5, koja predstavlja granicni kriterijum za razlikovanje
difuzione 1 adsorpcione prirode procesa [511].

Pri pH 6,94, sa druge strane, adsorpcija postaje dominantna, na $ta ukazuju linearna zavisnost I, od v
1 nagib zavisnosti logl/, od logv od 0,684. Sve navedene regresione jednacine, zajedno sa
koeficijentima korelacije, prikazane su u Tabeli 4.5, dok su odgovarajuci grafici prikazani na Slici
4.7.
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Slika 4.7. Uticaj brzine promene potencijala na intenzitet struje redukcionog pika Ic. A) Zavisnost
Lpic od v; B) Zavisnost Ipc od v'/2 pH = 4,64 (—), pH = 6,94 (—). Koncentracija ERLc =2 x 10~
M.

Radi potpunijeg razumevanja elektrohemijskog ponasanja ERL, uticaj brzine skeniranja ispitan je i
pri nizoj koncentraciji ERL od 2 x 107¢ M. Pri ovoj koncentraciji, povecanje struje pika moglo je da
se prati samo pri brzinama skeniranja manjim od 70 mV s, dok je pri viSim brzinama dolazilo do
saturacije struje. Kao §to je prikazano u Tabeli 4.5, adsorpcioni efekat potvrden je za oksidacioni pik
Ia (Slika 4.8A), dok je kod redukcionog pika Ic (Slika 4.8B) adsorpciona priroda bila nesto izrazenija
u poredenju sa viSom koncentracijom ERL.

A) B)
2.0E-7 3.0E-7
y = 3.5E-06x — 1.3E-08 o 464 y = 3.0E-06x + 8.5E-08 e 464
r=0.9926 e 6.94 6.94
< 1.5E-74 ® . <
e ~  2.0E-7-
a &
= 1.0E-7- ~ °
°
°
1.0E-7 4 (]
5.0E-8 4 -
y = 1.3E-06x — 7.3E-09 y = 1.6E-06x + 3.2E-08
(] r=0.9883 r=0.9884
0.0E+0 r . : T 0.0E+0 . ' ' r
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100
viVs? vIVs

Slika 4.8. Zavisnost /, od v za: A) oksidacioni pik Ia; B) redukcioni pik Ic pri pH = 4,64 (—) 1 pH
=6,94 (—). Koncentracija ERLc =2 x 107¢ M.

Drugi katodni pik, Ilc, javlja se samo pri pH 4,64 1 to na veoma negativnim potencijalima. Budu¢i da
je slabo izrazen i da se nalazi u blizini potencijala izdvajanja vodonika, precizno odredivanje visine
pika bilo je oteZzano. Zbog toga navedene zavisnosti nisu pokazale visoke vrednosti koeficijenta
korelacije (Tabela 4.5), ali dobijeni rezultati ipak ukazuju na to da je proces pretezno kontrolisan
difuzijom [512]. Pri niZoj koncentraciji ERL od 2 x 10¢ M, drugi katodni pik nije mogao biti
detektovan.
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Tabela 4.5. Regresione jednacine i koeficijenti korelacije linearnih zavisnosti I, = f(v), I, = f(v'/?) i
logl, = f(logv), pri pH 4,64 1 pH 6,94.

pH Konc. Pik IL/A=f@W/Vsl r L/ A=f("7?/V2s2)y ¢ log Ip = f{log v) r
M)
4,64 2x10* Ia 1,636 x 105 v+ 0,9944  Nelinearno / 0,625logv — 5,113 0,9950
2,949 x 107
Ic 7,110 x 10 v + 0,9792 2,795 x 10°v2+ 1,460 0,9828  0,489logv—5,568 0,9803
2,265 x 107 x 10
Ilc nelinearno / 1,780 x 106 v/2+ 1,492 0,9519  0,352logv—5,782 0,9536
x 107
2x10% Ia 3,473 x 10y — 0,9926  Nelinearno / 0,982logv — 5,584 00,9848
1,311 x 108
Ic 1,616 x 105 v + 0,9884 6,436 x 10°v—2,480x 0,9804 0,592logv—6,171  0,9792
3,225 x 108 108
6,96 2x10* Ia 7,600 x 10 v + 0,9926 Nelinearno / 0,667logv — 5,477 0,9814
6,976x 10
Ic 3,726 x 105 v+ 0,9982  Nelinearno / 0,684logv —4,815  0,9957
2,574 x 107
2x10% Ta 1,310 x 10 v — 0,9883  Nelinearno / 0,717logv — 6,228  0,9477
7,309 x 10°
Ic 3,025 x 10 v 0,9921 1,163 x10°v—-2,089 x  0,9851 0,539logv —5,926 0,9763
+8,488 x 108 10

Uticaj pH vrednosti sredine na redoks reakcije erlotiniba ispitan je u razli¢itim puferskim rastvorima,
u pH opsegu od 2,0 do 9,0, pra¢enjem promena struje pika (/p) i potencijala pika (Ep). Pik Ia javlja se
pri svim ispitivanim pH vrednostima, pri ¢emu se sa porastom pH njegov potencijal pomera sa +1,2
V na +0,8 V. Pikovi Ila i Ic takode se mogu detektovati pri svim pH vrednostima. Njihovi potencijali
se znacajno pomeraju u kiselim rastvorima, dok se u neutralnoj i baznoj sredini ne uocava izrazena
promena potencijala. [zostanak promene potencijala pika u ovim uslovima moZe se objasniti time $to
protoni ne ucestvuju u redoks procesima, ve¢ se odvija samo prenos elektrona. Pik Ilc javlja se u
uzem pH opsegu, od 3,0 do 6,0, uz pomeranje potencijala pika ka negativnijim vrednostima sa
porastom pH. Uticaj pH na potencijale svih CV pikova ERL prikazan je na Slici 4.9A.
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Slika 4.9. Uticaj pH na potencijale pikova ERL koncentracije 2 x 10* M dobijene pomocu A) CV i
B) DPV; e —pik Ia, ® —pik Ila, ® — pik Ic and e — pik Ilc.

Za pik Ia, nagib od 63,8 mV/pH, dobijen u celom ispitivanom pH opsegu, blizak je teorijskoj
vrednosti od 59 mV/pH [447]. Ova vrednost ukazuje na to da je u koraku koji odreduje brzinu
oksidacionog procesa ukljucen jednak broj protona i elektrona. lako je linearna zavisnost dobijena sa
visokim koeficijentom korelacije (» > 0,99), detaljnija analiza omogucava izdvajanje dva odvojena
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linearna segmenta. Vrednosti nagiba ovih segmenata, 71,5 mV/pH i 53,4 mV/pH, potvrduju ucesce
istog broja elektrona i protona u oba pH podrucja. 1z preseka ovih pravih moze se na X-osi odrediti
pKa = 5,8, koja se moze povezati sa protonovanjem/deprotonovanjem sekundarne aromati¢ne amino
grupe, Sto je u dobroj saglasnosti sa vrednoscu prijavljenom za ERL u literaturi (pKa = 5,4 [513]).

Potencijal pika Ila pokazao je pH zavisnost samo u kiseloj sredini. Pomeraj potencijala pika od 55
mV po pH jedinici ukazuje da se i u ovom oksidacionom procesu prenosi jednak broj protona i
elektrona. U neutralnim i baznim rastvorima prenos protona nije ukljucen, Sto se moze zakljuciti na
osnovu odsustva uticaja pH na Epia.

Katodni pik Ic pokazao je rezultate kvalitativno sliéne anodnom piku Ila. Nagib zavisnosti £, od pH
iznosio je 69 mV/pH pri pH < 6,0, dok pri pH > 6 nije uocen uticaj pH na potencijal pika. Ovakvo
ponasanje ponovo ukazuje na uceSce jednakog broja protona i elektrona u redukcionom procesu u
kiseloj sredini, kao i na odsustvo prenosa protona u neutralnim i alkalnim rastvorima. Rezultati
AEp/ApH ukazuju da se i u redukcionom procesu karakterisanom pikom Ilc, kao 1 u prethodnim
slu¢ajevima, trosi jednak broj protona i elektrona, pri ¢emu nagib zavisnosti Epne od pH iznosi
priblizno 47 mV/pH u opsegu 3,0 < pH < 6,0.

Razlika izmedu potencijala pika i potencijala na polovini visine pika izracunata je u celom
ispitivanom pH opsegu za sve ispitivane pikove primenom jednacine 47 iz podpoglavlja 1.9.2.1. za
ireverzibilne elektrodne procese [445]. IzraCunate vrednosti za pik Ia iznosile su 64 mV pri pH 4,6 1
70 mV pri pH 7,0, dok su pikovi Ic i ITa bili znagajno §iri i poslediéno pokazali vrednosti |E, — Epq 2|
izmedu 100 1 120 mV, pa cak i viSe u alkalnim rastvorima. Imajuci u vidu da za ireverzibilan proces
vrednost koeficijenta prenosa treba da bude < 1, odnosno u praksi izmedu 0,3 i 0,7, proizilazi da bi
korak koji odreduje brzinu procesa trebalo da ukljucuje prenos jednog elektrona u svim navedenim
procesima. U kiseloj sredini, pri pH < 3, razlika izmedu potencijala pika i potencijala na polovini
visine pika za pik la pokazala je nize vrednosti (30—50 mV), $to ukazuje na otpustanje dva elektrona,
u skladu sa znatno ve¢im intenzitetima pikova pod ovim uslovima. U slu¢aju pika Ilc, potencijal koji
odgovara njegovoj Sirini bio je manji od 40 mV, §to ukazuje na ucesc¢e dva elektrona u redukeiji.
Struja pika za sve anodne 1 katodne pikove u razli¢itim pH sredinama prikazana je na slici 4.10.

2.0E-06 o

0.0E+00 A

Ip/A

-2.0E-06 A

-4.0E-06

pH

Slika 4.10. Uticaj pH na intenzitet struje pikova u CV voltamogramima ERL koncentracije 2 x 10~
M; e —pik Ia, ® — pik I1a, ® — pik Ic i ® — pik Ilc.
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422, DPV i1 SWV analiza erlotiniba na nemodifikovano] GCE

DPV metoda je dodatno koriS¢ena za ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja ERL u prethodno
opisanom pH opsegu. Pri skeniranju potencijala u pozitivnom smeru, jedan anodni pik registrovan je
u celom ispitivanom pH podrucju, pri ¢emu se E, pomerao od +1,2 V do +0,7 V (Slika 4.11A). Ovaj
pik odgovara piku Ia, prethodno opisanom na CV snimcima. Zavisnost £, od pH bila je linearna
(Slika 4.9B) i opisana jednacinom Epr. = —0,0646pH + 1,2828. Nagib ove zavisnosti, blizak teorijskoj
vrednosti, potvrduje da je u proces ukljucen jednak broj protona i elektrona. Drugi oksidacioni pik,
IIa, nije detektovan primenom DPV metode.

Pri DPV snimanjima u smeru ka negativnim potencijalima uocena su dva redukciona pika. Prvi pik
odgovarao je piku Ic (Slika 4.11B), a njegov E, se, u zavisnosti od pH vrednosti pufera, pomerao od
—0,45 V do —0,64 V. U pH opsegu 2,2—-6,0 zavisnost £, od pH bila je linearna (Slika 4.9B) 1 opisana
jednacinom Epic = —0,0508pH — 0,3272. Dobijena vrednost AE, /ApH potvrduje da u ovom procesu
ucestvuje jednak broj elektrona i protona.

A)
pH
m22
®3.06 pH
2-22 "3.06
S0 258
o4 %505
m5.89 :
S o m5.64
805 m5.89
m851 m6.94
m8.9

-0.2-.03 04 05 .06
06 07 08 09 10 11 12 13 % 304 Bl

E / V vs. Ag/AgCl, 3M KCI E/ V vs. Ag/AgCl, 3M KCI

Slika 4.11. 3D prikaz odabranih DP voltamograma ERL koncentracije 2 x 10™* M snimljenih pri
razli¢itim pH vrednostima: A) oksidacioni pik Ia; B) redukcioni pik Ic.

Drugi katodni pik, Ilc, detektovan je u pH opsegu 3—6. Za ovaj pik uocen je neSto manji pomeraj
potencijala, od 47 mV/pH, ali dobijena vrednost i dalje ukazuje na ucesce jednakog broja elektrona
1 protona u redukcionom procesu. Uticaj pH na struje DPV pikova prikazan je na Slici 4.12.

5.0E-06
—— |2
3.0E-06 + ——Ic
—o—lIc
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o
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Slika 4.11. Uticaj pH na intenzitet struje pikova u DPV voltamogramima ERL koncentracije 2 %
104 M; @ —pik Ia, ® — pik Ic i ® — pik Ilc.

108



Sirina DPV pika na polovini visine (W1, analizirana je radi procene broja elektrona ukljuéenih u
oksidacione 1 redukcione procese. Poznato je da ireverzibilni sistemi imaju Sire pikove u odnosu na
reverzibilne sisteme [443]. U skladu sa tim, izraCunate vrednosti W12 od priblizno 120 mV za pik la
1200 mV za pik Ic dodatno potvrduju zakljucak izveden na osnovu CV rezultata, prema kojem se u
oba procesa razmenjuje jedan elektron.

Sli¢no rezultatima dobijenim primenom CV metode, DPV pikovi Ia u kiselim rastvorima (pH < 3)
bili su ostriji, sa vrednostima Wi, = 80-90 mV, $to ukazuje na moguci prenos dva elektrona u ovim
uslovima. Isti zakljucak o uces¢u dva elektrona moze se izvesti i za pik Ilc, na osnovu vrednosti W12
koje su se nalazile u opsegu 45—65 mV.

Uticaj pH na potencijal DPV pika Ia dodatno je analiziran, kao i kod prethodno prikazanih CV
rezultata. Na osnovu ove zavisnosti odredena je vrednost pKa = 5,6 sekundarne aromati¢ne amino
grupe (Slika 4.13), Sto pokazuje dobro slaganje sa literaturnim podacima.
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pKa=56 pKa=5.8 pH

Slika 4.13. Zavisnost E}, od pH za oksidacioni pik Ia ERL koncentracije 2 x 10* M, dobijena
primenom @ — CV i @ — DPV metode.

SWV metoda je takode primenjena za ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja ERL. Dobijeni rezultati
bili su sli¢ni rezultatima dobijenim primenom DPV metode 1 dodatno su potvrdili ireverzibilnost
elektrodnih procesa, kao 1 broj razmenjenih elektrona i protona. Posebna paznja bila je usmerena na
SWYV oksidacioni pik Ia. Uticaj pH na potencijal ovog pika opisan je jedna¢inom Epr. = — 0,0623pH
+ 1,3057; r = 0,9928, dok je uticaj pH na visinu pika la prikazan na Slici 4.14.

lako je maksimalna struja pika dobijena pri pH < 3, najbolja stabilnost i1 reproduktivnost pika
postignute su u opsegu 3,5 <pH < 5,0. Pri pH > 5,5, pik ERL dobijen SWV metodom bio je relativno
slabo izrazen. Budu¢i da je ovaj oksidacioni proces prethodno identifikovan kao proces kontrolisan
adsorpcijom, dodatno je provereno ponasanje adsorbovanog ERL snimanjem SW voltamograma.

U tu svrhu, GCE je uronjena u rastvore ERL razli¢itih koncentracija tokom 30 minuta, zatim je
izvadena 1 isprana dejonizivanim vodom kako bi se uklonio viSak neadsorbovanog ERL, preneta u
elektrohemijsku ¢eliju koja je sadrzala acetatni pufer pH 4,64 i snimljen je voltamogram. Kao $to se
vidi iz umetnutog prikaza na Slici 4.14, adsorbovani ERL dao je nize struje pika i nesto pozitivnije
potencijale za pik Ia u poredenju sa pikom dobijenim direktno iz rastvora, bez prethodne adsorpcije.
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Ovakva zapazanja bila su o¢ekivana za jedinjenje koje se lako adsorbuje, posebno pri primeni tehnike
prenosa.

600107 1
1.5%10% 1A pH 4.6
Iarﬁah'ur
<
=
1.0x10°%
5.0x107
0.0 4
T v T T Ll T T L] L]
2 3 5 6 T 8 9
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Slika 4.14. Grafik zavisnosti /, od pH za oksidacioni pik Ia dobijen SWV metodom; umetnuti
prikaz: pik Ia dobijen SWV metodom pri pH 4,64 za ERL koncentracije: 2 X 10™* M u rastvoru (1),
1 nakon 30 min adsorpcije iz rastvora ERL koncentracije 2 x 10*M (2),2 x 10°M (3)i12 x 10°*M

4).

423, Mehanisti¢ka analiza reakcija oksidacije i redukcije erlotiniba

Na osnovu CV i1 DPV rezultata, oksidacioni proces ERL, karakterisan pikom Ia, zahteva prenos
jednog protona i jednog elektrona, osim u kiseloj sredini, gde se oksidacija odvija uz razmenu 2
elektrona 1 2 protona. Moze se pretpostaviti da je oksidacija ERL povezana sa sekundarnom
aromati¢nom amino grupom, koja nakon deprotonovanja i gubitka jednog elektrona daje nitrenijum
radikal. U kiseloj sredini ovaj proces moze se nastaviti otpuStanjem drugog elektrona i formiranjem
karbokatjona, uz njegovu stabilizaciju do konjugovanog imina. PredloZeni mehanizam, koji je u
skladu sa ve¢ objavljenim literaturnim podacima [468,514], prikazan je na slici 4.15.
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Slika 4.15. Predlozeni mehanizam oksidacije ERL.

Redukcija ERL predstavljena pikom Ic, prema rezultatima CV i DPV, odvija se uz primanje jednog
elektrona i jednog protona od strane atoma azota u hinazolinskom prstenu. Pik Ilc je najverovatnije

posledica redukcije terminalne acetilenske grupe u R> bo¢nom lancu, koja se odvija pri pH < 6,0, uz
potro$nju dva elektrona i dva protona prema mehanizmu prikazanom na slici 4.16.
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Slika 4.16. PredloZeni mehanizam redukcije ERL.
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42.4. Elektrohemijsko ispitivanje interakcije erlotiniba sa DNK

Za ispitivanje interakcije izmedu ERL i DNK koris¢en je viSeslojni elektrohemijski DNK-biosenzor,
dok su merenja izvedena primenom SWYV metode. Ova metoda je prethodno kori§¢ena u nasem timu
za ispitivanje oksidacije DNK i pokazala se pogodnijom u odnosu na DPV, zbog vece brzine merenja,
bolje ponovljivosti, jasnije razdvojenih voltamograma i smanjenog trovanja povrsine elektrode
[465,515]. Merenja su izvedena u acetatnom puferu pH 4,64, jer su pri ovoj pH vrednosti dobijeni
visi 1 bolje oblikovani oksidacioni pikovi DNK nego u neutralnom fosfatnom puferu. Sabilnost
heliksa DNK pri pH 4,64 prethodno je potvrdeno u drugim studijama [516], kao i u ranije objavljenom
radu koji je metodoloski povezan sa ovom studijom [465].

Interakcija je pracena nakon inkubacije DNK-biosenzora u rastvorima ERL razli¢itih koncentracija,
pripremljenim u acetatnom puferu pH 4,64, tokom 30 minuta. Kao kontrola koris¢en je DNK
biosenzor inkubiran tokom istog vremenskog perioda u acetatnom puferu pH 4,64. Na voltamogramu
kontrolnog DNK-biosenzora detektovana su dva oksidaciona pika: pik na +1,05 V, koji odgovara
oksidaciji dezoksiguanozina (dG), i pik na +1,31 V, koji odgovara oksidaciji dezoksiadenozina (dA)
(Slika 4.17) [515].

Interakcija malih molekula sa povrSinski imobilisanom DNK moze izazvati promene oksidacionih
pikova dG i dA, kao posledicu promena u morfologiji DNK [517]. Kod viseslojnog biosenzora
povrsina elektrode je prekrivena DNK slojem, ¢ime se smanjuje moguénost nespecifi¢ne adsorpcije
interagujuc¢ih molekula. Zbog toga odgovor biosenzora potice prvenstveno od jedinjenja ugradenog
u DNK sloj, bez znadajnog doprinosa slobodnog jedinjenja iz rastvora [517]. Nakon inkubacije
biosenzora u rastvoru ERL, registrovana su dva SWV pika: prvi, oznaten kao dG + finterakcija, KOji
potic¢e od preklopljenih oksidacionih struja dezoksiguanozina i ERL unutar DNK sloja, 1 drugi, koji
odgovara dA piku. Zbog slozene prirode prvog pika, on nije kori§éen za procenu interakcije, pa su
kao informativne pra¢ene promene visine i polozaja dA pika.

Pocetno ispitivanje izvedeno je sa ciljem utvrdivanja optimalnog vremena inkubacije. U tu svrhu,
DNK-biosenzor je inkubiran u rastvoru ERL koncentracije 2 X 10> M tokom 10, 20 i 30 minuta, pri
¢emu je sa povecanjem vremena inkubacije registrovano smanjenje pika (Slika 4.17).

dA ——10 min
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Slika 4.17. SWV voltamogrami DNK-biosenzora, korigovani u odnosu na baznu liniju, nakon
inkubacije u rastvoru ERL koncentracije 2 x 10> M tokom razli¢itih vremena inkubacije.

Smanjenje struje dA predstavljeno je kao normalizovana struja pika, koja oznacava procenat promene
signala (d(dA)), a izracunata je prema jednacini 50 iz poglavlja 1.9.2.2.
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Normalizovane vrednosti struje pika i promene potencijala dA pika za razli¢ita vremena inkubacije
DNK-biosenzora u rastvoru ERL koncentracije 2 x 10~° M prikazane su u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Normalizovane struje pikova (d(dA) %) 1 potencijali pikova (Epda) dobijeni nakon
razli¢itog vremena inkubacije DNK biosenzora u rastvoru ERL koncentracije 2 x 107> M.

AE, (V)
Vreme (min) d(dA) (%) Ep. aa (V)
(Eppng = 1,315 V)
10 87,50 1,308 -0,007
20 60,33 1,311 -0,004
30 50,76 1,319 0,004

Smanjenje I, izmedu 20. 1 30. minuta inkubacije bilo je znatno manje nego izmedu 10. i 20. minuta,
dok je vrednost d(dA) nakon 30 minuta iznosila priblizno 50%. Ovakav rezultat ukazuje da je
inkubacija od 30 minuta bila dovoljna za dobijanje kvantitativnog odgovora koji odgovara formiranoj
interakciji izmedu ERL i DNK.

Uticaj koncentracije ERL na interakciju sa DNK ispitan je koriS¢enjem serije rastvora ERL u
koncentracionom opsegu od 2 x 1077 M do 5 x 10 M, pri vremenu inkubacije od 30 minuta. SWV
merenja su pokazala da se sa povecanjem koncentracije ERL smanjuje visina dA pika na +1,3 V
(Slika 4.18A), Sto se moze povezati sa vezivanjem ERL za DNK i ometanjem oksidacionog procesa
dezoksiadenozina. Normalizovane vrednosti struje pika, kao i promene potencijala dA pika pri
razli¢itim koncentracijama ERL, prikazane su u Tabeli 4.7. Smanjenje struje dA pika do 30% pocetne
vrednosti ukazuje na izrazenu interakciju ERL sa DNK.

Tabela 4.7. Normalizovane struje i potencijali pika dA dobijeni primenom SWV metode na DNK
biosenzoru inkubiranom u rastvorima razli¢itih koncentracija ERL.

Koncentracija AE, (V)
d(dA) (o)  Ep (V)
ERL (M) (Eponk = 1,315 V)
2x1077 91,13 1,315 0
5%1077 79,56 1,318 0,003
1x107¢ 77,07 1,315 0
2x107¢ 70,09 1,315 0
2x107° 50,48 1,319 0,004
5%107° 29,66 1,319 0,004

Smanjenje dA struje u prisustvu ERL u opsegu od 2 x 1077 M do 5 x 10> M dodatno je ispitano kako
bi se izraCunala konstanta vezivanja (K) ERL za DNK. Imaju¢i u vidu da je koncentracija DNK
adsorbovane na povrsini elektrode bila konstantna, dok se koncentracija ERL tokom eksperimenta
povecavala, K je dobijena iz odsecka linearne zavisnosti opisane jednacinom 64 u podpoglavlju
1.9.2.2. (Slika 4.18B):

I_
10g< p—kompleks ) — —2,4967 — 0,5078log[ERL] (70)
Ip—DNK - Ip—kompleks

Izracunata vrednost iznosila je K = 8,25 x 10* M.
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Slika 4.18. A) SWV voltamogrami korigovani u odnosu na baznu liniju, koji prikazuju pik dA

. . . . Ip—komplek
DNK-biosenzora inkubiranog u seriji rastvora ERL; B) Zavisnost of log ( e ) od
Ip—DNK_Ip—kompleks

log [ERL], koris¢ena za odredivanje konstante vezivanja ERL za DNK.

Dobijena vrednost K, zajedno sa malim pomerajem Ep vrednosti, moze ukazivati na delimi¢no
interkalacioni nacin vezivanja ERL za DNK 1/ili na moguce vezivanje u Zleb DNK [518]. Vrednost
nagiba dobijene jednacine (n = 0,5078 = 0,5) ukazuje na to da se izmedu ERL i DNK formira
asocijacioni kompleks u odnosu 2:1. Promena Gibsove slobodne energije je potom izraunata na
osnovu odredene konstante vezivanja kompleksa DNK-ERL, primenom jednacine 65 iz
podpoglavlja 1.9.2.2. Dobijena vrednost AG = —28,05 kJ mol™ ukazuje na spontanost procesa
vezivanja i stabilnost formiranog adsorbovanog kompleksa.

4.2.5. Racunarsko modelovanje interakcije erlotiniba sa DNK

Molekulskim dokingom dobijene su vezivne poze ERL i referentnog jedinjenja LAP u obe koriS¢ene
DNK strukture, Sto ukazuje na mogucnost vezivanja oba jedinjenja i putem interkalacije 1 u manji
zleb DNK. ERL i LAP ostvaruju razliite interakcije sa nukleinskim bazama u odgovarajuéim
sekvencama, a njihove predvidene poze prikazane su na Slici 4.19.
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Slika 4.19. 2D interakcije: A) ERL vezan za mali zleb (1BNA); B) interkalirani ERL (2D55); C)
LAP vezan za mali zleb (1BNA) i D) interkalirani LAP (2D55); tamnozeleno — konvencionalne
vodonicne veze, svetlozeleno — ugljenik-vodoni¢ne veze, srednje zeleno — van der Waals-ove
interakcije, limeta-zeleno — n—usamljeni elektronski par interakcije, ljubicasto — n—sigma
interakcije, roze/magenta — m—x naslagane interakcije, svetloroze — alkil 1 n—alkil interakcije,
narandZasto — m—sumpor interakcije, tamnonarandZasto — n—anjonske interakcije, dok zuto-
narandZasto oznacava sumpor—X interakcije.

Kao $to je prikazano na Slici 4.19, pri dokovanju u mali zleb DNK, hinazolinski prsten ERL formira
hidrofobne interakcije sa ispitivanom DNK sekvencom. Hidrofobne interakcije ostvaruju se i preko
benzenovog prstena, kao 1 preko obe metoksi grupe. U slucaju interkalacije, ERL ostvaruje
hidrofobne kontakte preko hinazolinskog prstena, oba 2-metoksietoksi supstituenta i etinil grupe.
Pored toga, kiseonik jednog metoksietoksi supstituenta formira vodoni¢nu vezu sa dezoksicitidinom
(DC B:13).

Kada je LAP dokovan u mali zleb DNK, dve vodoni¢ne veze formiraju se preko furanskog prstena,
sa dezoksicitidinom (DC A:7), i preko sekundarne amino grupe povezane sa furanom, sa
dezoksiguanozinom (DG A:6). Hlorbenzenski prsten, hinazolinski prsten i1 metilsulfoniletil
supstituent dodatno ucestvuju u razli¢itim hidrofobnim interakcijama sa DNK. U interkaliranoj pozi,
LAP formira brojne hidrofobne kontakte, koji ukljucuju hinazolinski prsten, hlorbenzenski prsten 1
metilsulfoniletil supstituent.
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Dobijene GoldScore vrednosti (Tabela 4.8) ukazuju na ve¢i afinitet LAP prema obe DNK strukture u
poredenju sa ERL. Ipak, za potpunije razmatranje mogucih nacina vezivanja bila je potrebna dodatna
analiza.

Tabela 4.8. GoldScore vrednosti dobijene u doking studijama.

Nacin vezivanja ERL LAP
Vezivanje za manji zljeb (IBNA) 72,75 95,13
Interkalacija (2D55) 75,06 86,57

Kompleksi ERL i LAP podvrgnuti su MD simulacijama radi procene stabilnosti dobijenih kompleksa.
Tokom produkcione faze MD simulacije pokazano je da se i ERL i LAP odvajaju iz malog zljeba
DNK u prvih 10 ns, dok interkalirani ligandi ostaju vezani za koriS¢enu DNK strukturu. Buduc¢i da je
tokom simulacije primec¢eno odmotavanje DNK strukture, $to je karakteristicno za interkalaciju,
stabilnost interakcije izmedu liganada 1 DNK dodatno je procenjena prac¢enjem promena RMSD
vrednosti nukleotida u okviru vezivnog mesta.

U kompleksima koji odgovaraju vezivanju za mali Zljeb, fluktuacije RMSD vrednosti nukleotida u
vezivnom mestu bile su veée od 2 A u pojedinim delovima simulacije, dok su ligandi jo§ uvek bili
vezani za DNK. Nasuprot tome, u interkalacionim kompleksima ERL i LAP, RMSD vrednosti
nukleotida u vezivnom mestu nakon 20 ns uglavnom su oscilovale ispod 2 A, $to ukazuje na relativno
stabilnu interakciju izmedu liganada i DNK. Ipak, kod ERL kompleksa ova granica je predena u
nekoliko snimaka MD trajektorije, Sto moze ukazivati na nesto izrazenije fluktuacije, odnosno na
nesto manju stabilnost u poredenju sa LAP kompleksom (Slika 4.20).

Ovi rezultati, zajedno sa voltametrijskim ispitivanjima, ukazuju da bi interkalacija mogla biti
dominantniji nacin vezivanja ERL za DNK u odnosu na vezivanje za mali Zljeb. Vece fluktuacije
RMSD vrednosti u sluc¢aju LAP kompleksa mogu biti posledica prisustva vecih strukturnih delova
ovog molekula koji ne ostvaruju interakcije sa DNK, zbog ¢ega se tokom simulacije slobodnije krecu.

—ERL ——LAP

0 10 20 30 40 50
vreme [ ns
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Slika 4.20. RMSD tokom faze produkcije MD simulacije za A) nukleinske kiseline iz vezivnog
mesta i B) ligande u interkalacionim kompleksima ERL-DNK i LAP-DNK.

Slika 4.21. 3D prikaz interkalacionog kompleksa ERL-DNK: A) dobijen dokingom; B) nakon 10 ns
faze produkcije MD simulacije; C) nakon 50 ns faze produkcije MD simulacije.

MM/PBSA proracuni izvedeni su radi dobijanja dodatnih informacija o afinitetu ERL i LAP prema
DNK (Tabela 4.9). Izracunata vrednost slobodne energije vezivanja za ERL iznosila je —146,93
kJ/mol, dok je za LAP dobijena vrednost od —214,40 kJ/mol. Dobijene vrednosti energije su nize u
poredenju sa eksperimentalnim vrednostima dobijenim u ovom radu i u ranije objavljenom radu za
LAP [468], Sto se moZe objasniti time Sto su za proracun kori$¢eni snimci delova MD trajektorije sa
stabilnim RMSD fluktuacijama. Razlika izmedu izracunatih i eksperimentalnih vrednosti moze biti
posledica i ¢injenice da je u MD simulacijama koriS¢ena samo jedna DNK sekvenca, sa ciljem
ispitivanja prirode nespecificnog vezivanja ERL za DNK. Ipak, odnos dobijenih MM/PBSA vrednosti
sli¢an je odnosu eksperimentalnih vrednosti, Sto dodatno podrzava pretpostavljeni tip interakcije ERL
sa DNK.

Tabela 4.9. Slobodne energije vezivanja ERL 1 LAP.

Metoda ERL LAP
MM/PBSA (kJ/mol) —146,93 -214,40
Voltametrijski (kJ/mol) —28,05 —32,98*

* Jzraunato na osnovu prijavljene konstante vezivanja (K = 6,03 x 10° M) [468], kori§¢enjem jednacine 65 iz podpoglavlja 1.9.2.2.

4.2.6. Uporedna analiza rezultata studije sa podacima iz literature

Dobijeni rezultati ukazuju da erlotinib ostvaruje interakciju sa DNK, pri ¢emu interkalacija
predstavlja najverovatniji dominantni nacin vezivanja u uslovima primenjenog elektrohemijskog
biosenzora. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za lapatinib, kod koga je
kombinacijom elektrohemijskih i spektroskopskih metoda potvrdeno da moze da interkalira u dsDNK
heliks. Za lapatinib su odredene konstante vezivanja reda veli¢ine 10*~10°> M, a autori su na osnovu
promena voltametrijskih, UV—Vis 1 fluorescencionih parametara zakljucili da je interkalacija
najverovatniji nacin interakcije sa dsDNK [519]. S druge strane, za ibrutinib je takode pokazano da
interaguje sa dsDNK, ali je molekulskim dokingom kao dominantan nacin vezivanja predloZeno
vezivanje u zljeb, uz dominantan doprinos vodoni¢nih veza [520]. Ovi podaci ukazuju da se kod
strukturno razli¢itih inhibitora tirozin-kinaza ne mora ocekivati jedinstven nacin vezivanja za DNK,
ve¢ da aromati¢nost, planarnost, fleksibilnost molekula, protonaciono stanje i eksperimentalni uslovi
mogu usmeriti interakciju ka interkalaciji, vezivanju u Zljeb ili spoljasnjoj elektrostatickoj interakciji.
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Rezultati ove studije razlikuju se od spektroskopske studije koje su izveli Chen i saradnici, u kojoj je
predlozeno da se erlotinib vezuje u manji zljeb DNK bogat A-T parovima [466]. U toj studiji je
odredena relativno niza konstanta vezivanja, 2,37 x 10> M na 298 K, a kao dominantna sila
interakcije predlozene su hidrofobne interakcije, uz ocuvanje B-forme DNK. Razlika u odnosu na
rezultate ove studije moZe se objasniti pre svega razlikama u eksperimentalnom modelu.
Spektroskopska ispitivanja prate interakciju ERL sa DNK u rastvoru, bez prisustva elektrodne
povrsine, dok kod ispitivanja koris¢enjem elektrohemijskog biosenzora na elektrohemijski odgovor
mogu uticati 1 orijentacija DNK na povrSini, dostupnost baza, pH vrednost, vreme inkubacije i
adsorpcija ERL ili ERL-DNK kompleksa na elektrodnoj povrsini [521].

Prethodna elektrohemijska ispitivanja ERL bila su uglavnom usmerena na njegovo oksidaciono
ponasanje i voltametrijsko odredivanje. Bakirhan 1 saradnici su ispitivali oksidaciju ERL na B-
ciklodekstrin-modifikovanoj GCE primenom CV, DPV i SWV, pri ¢emu je pokazano da se
oksidacioni potencijal pomera sa promenom pH vrednosti. Dobijeni nagibi zavisnosti £, od pH
ukazali su na ucesce jednakog broja elektrona i protona u oksidaciji ERL. U skladu sa tim, autori su
predlozili oksidacioni mehanizam koji ukljucuje azot sekundarne aromaticne amino grupe, uz
nastanak radikalske, a zatim karbokatjonske forme. Ovi rezultati su u saglasnosti sa ovom studijom,
posebno u delu koji se odnosi na pH-zavisnost oksidacije ERL i predlozenu oksidaciju amino grupe
[514].

Sli¢ni zakljucci su dobijeni 1 u radu Rahmanian 1 saradnici, u kome je pokazano da se oksidacioni
potencijal ERL pomera ka negativnijim vrednostima sa porastom pH. Nagib ove zavisnosti bio je
blizak Nernstovoj vrednosti za proces u kome ucestvuje jednak broj elektrona i protona, a kao moguce
mesto oksidacije takode je predlozen azot sekundarne aromati¢ne amino grupe. Na taj nacin, rezultati
Bakirhan 1 Rahmanian dodatno podrzavaju zakljucak ove studije da je oksidacija ERL pH-zavisan
proces povezan sa amino grupom [466].

Nasuprot tome, rezultati ove studije nisu u potpunosti u saglasnosti sa elektrohemijskom studijom
Bayraktepe 1 saradnici, u kojoj je za ERL predloZeno vezivanje u Zljeb ili elektrostaticka interakcija
sa DNK [522]. U toj studiji je koris¢en DNK/AuPt/poli-L-metionin biosenzor, a interakcija je pracena
preko promena oksidacionih signala guanina i adenina. Razlika u odnosu na rezultate ove studije
mozZe se objasniti drugacijom konstrukcijom biosenzora, jer je poli-L-metionin koriS¢en kao
polimerna matrica za vezivanje DNK 1 metalnih nanocestica, dok AuPt nanocestice doprinose
poboljsanju elektrohemijskog odgovora. Mogu¢ razlog za ovu razliku je drugacija konstrukcija
biosenzora, jer elektrohemijski odgovor DNK moZe zavisiti od osobina elektrodne povrSine, nacina
imobilizacije DNK i dostupnosti elektroaktivnih baza [521].

Vazno je ista¢i da za redukciono ponaSanje ERL u prethodnoj literaturi nije bilo dovoljno podataka,
jer su ranija ispitivanja uglavnom bila usmerena na njegovu oksidaciju i analiticko odredivanje. Zbog
toga, paralelno ispitivanje oksidacionih i redukcionih procesa u ovoj studiji predstavlja prednost, jer
omogucava potpuniji uvid u elektrohemijsko ponasanje ERL na GCE. Takav pristup moze biti
znacajan 1 za dalja mehanisticka ispitivanja, jer pruza mogucénost da se prate ne samo primarni
oksidacioni 1 redukcioni procesi, ve¢ potencijalno 1 naknadne transformacije njihovih proizvoda,
poput redukcije oksidacionih proizvoda ili oksidacije redukcionih proizvoda. Time se dobija Sira
osnova za razumevanje redoks ponaSanja ERL i za tumacenje promena koje nastaju pri njegovoj
interakciji sa DNK.

4.3. Rezultati i diskusija dizajna selektivnih PI3Ka inhibitora
4.3.1. Homologno modelovanje

Homologno modelovanje PI3Kf3 izoforme je bilo neophodno kako bi se obezbedila trodimenzionalna
struktura humane p110p podjedinice pogodna za dalji molekulski doking i MD simulacije, budu¢i da
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odgovarajuca eksperimentalno odredena struktura humane PI3Kf} izoforme nije bila dostupna u PDB
bazi. Moguénost formiranja homolognog modela PI3Kp je procenjena poredenjem FASTA
aminokiselinskih sekvenci humane i misje izoforme pomo¢u BLAST servera. Dobijeno podudaranje
sekvenci je iznosilo 96%, Sto potvrduje opravdanost koriS¢enja misje PI3Kf3 strukture kao Sablona za
homologno modelovanje humane p110p podjedinice. BLAST skor za kristalnu strukturu 2Y3A je
iznosio 2073 i ona je primenjena kao Sablon struktura. Poravnanje humane i misje PI3K[ sekvence
prikazano na Slici 4.21.

Target MCFSFIMPPAMADILDIWAVDSQIASDGSIPYDFLLPTGIVIQLEVPREATISYIKQMLWKQVHNYPMFNLLMDIDSYMFACYNQTAVYEELEDETRRLCDVRPF 165
2y3a.1.A I - 001 As DGR EEUDEDL PTG I[IOREVE £ ATEVIRONLUROVHNY P 1 FNL L MDEDSVHEREoT AVEERL EDETRPLEDURBF 127
Target LAVLKLVTRSCDPGEKLDSKIGVLIGKGLHEFDS LKDPEVNEFRRKMRKFSEEKILSLVGLSWMDWLKQTYPPEHEPSIPENLEDKLYGGKLIVAVHFENCQDVF 210
2y3a.1.ALPVDEEURS COPEK[CDSRIGULTGKGLHEFD  LKDPEVNEFRRKNAKFSENRTNSLVEL 51 DWEEATY P peffbersIEN LEDK LY 66 K|EUMBUEEEN=QDV[E 232

Target SFQVSPNMNP IKVNELAIQKRLTIHGKEDEVSPYDYVLQVSGRVEYVFGDHPLIQFQYIRNCVHMNRALPHFILVECCKIKKMYEQEMIATEAAINRNSSNLPLPL 315
2y3a.1.ABEOPs en np@ETNELAToK & LTI <ET B0 cliv efilbr con pCTQBEVIRNCVN e T L pRETECCR TRV EQEnT AT A T NN ::-
Target PPKKTRIISHVWENNNPFQIVLVKGNKLNTEETVKVHVRAGLFHGTELLCKTIVSSEVSGKNDHIWNEPLEFDINICDLPRMARLCFAVYAVLDKVKTKKSTKTI 420
2y3a. 1. A v v FEGE T Dv kenKLNTEETVEVHVBAGLEBGTERLck T s s E T saknpH TWNETLERDEbr coLpruARLEE Ay v A vEENENEEEEN -
Target NPSKYQTIRKAGKVHYPVAWVNTMVFDFKGQLRTGDIILHSWSSFPDELEEMLNPMGTVQTNPYTENATALHVKFPENKKQPYYYPPFDKIIEKAAEIASSDSAN 525
2y3a. 1. A NEEEEEEEEERR . - v oFkciln - [EET L HS WSS FPDELEEMLNPMGTVOTNPY “ENATALET T Brenkkor [vrprofiiiecace NN -7
TargetVSSRGGKKFLPVLKEILDRDPLSQLCENEMDLIWTLRQDCREIFPQSLPKLLLSIKWNKLEDVAQLQALLQIWPKLPPREALELLDFNYPDQYVREYAVGCLRQM 630
2y2a. 1. AJG« «FLEVLKETLDRDPLSQLCENENDLIWT/ [RODCRE JAPQSLPKLLLST KWNKLEDVAQLQALLYIWPKLPPREALELUDFNYPDQYMREYAVGELRAM 652

Target SDEELSQYLLQLVQVLKYEPFLDCALSRFLLERALGNRRIGQFLFWHLRSEVHIPAVSVQFGVILEAYCRGSVGHMKVLSKQVEALNKLKTLNSLIKLNAVKLNR 735
2y3a.1.ASDEELSQYLLQLVQVLKYEPFLDCRLSRFLLERAL NRRIGQFLFWHLRSEVH PAVSVQFGVILEAYCRGSYGHMKVLSKQVEALNKLKTLNSLIKLNAVKL R 757

Target AKGKEAMHTCLKQSAYREALSDLOSPLNPCVILSELYVEKCKYMDSKMKPLWLVYNNKVFGEDSVGYVIFKNGDDLROQDMLTLQMLRLMDLLWKEAGLDLRMLPYG B48

2y3a.1.ABKGREAMATELR S AFREAL SDLQSPLNPCPT LS EL YERICEMD S kM p[DRBNNEY- = - F 6 EDENENEEK NG DD LEDDMLTLONLRLMDLLWRERGLDLRMLPYG B62

Target CLATGDRSGLIEVVSTSETIADIQLNSSNVAAAAAFNKDALLNWLKEYNSGDDLDRAIEEFTLSCAGYCVASYVLGIGDRHSDNIMVKKTGQLFHIDFGHILGNF 945
2y3a.1.AEPATGORSGIEEVVS TSE[IADIQLNSSNVAATAAFNKDELLNNLKEYNS GODLDRATEEFTLSCAGVEVASYYL GIGDRHSDNERK K TGOEEBIDFGHILGNF 967

Target KSKFGIKRERVPFILTYDFIHVIQQGKTGNTEKFGRFRQCCEDAYLILRRHGNLFITLFALMLTAGLPELTSVKDIQYLKDSLALGKSEEEALKQFKQKFDEALR 1650
2y3a.1.AKSKEGIKRERVPFILTHDFIHVIOQGKTGNTEKFGRFROCCEDAY LT LRAHENLFITLFAUMLTAGLPELTSHKDIOYLKDS|LALGKSEEEALKOF KOKFDEALR 1072

Target ESWTTKVNWMAHTVRKDYRS 1670
2y3a.1.A EEWT T VWA H T 1892

Slika 4.21. Poravnanje aminokiselinskih sekvenci humanog i misjeg PI3Kf3 enzima.

Kvalitet generisanih homolognih modela je procenjen na osnovu viSe parametara. Kao najbolji model
je izabran onaj sa zDOPE (engl. Z-score normalized Discrete Optimized Protein Energy) skorom od
—0,46. Procenjena RMSD vrednost Ca atoma u odnosu na referentnu strukturu je za odabrani model
iznosila 1,396, dok je procenjeni udeo Ca atoma koji se nakon superpozicije rigidnog tela nalaze
unutar 3,5 A od odgovaraju¢ih atoma u nativnoj strukturi iznosio 0,935. Dodatna validacija
homolognog modela je sprovedena nakon MD simulacije kompleksa homolognog modela sa
jedinjenjem B1.

4.3.2. Simulacije molekulske dinamike 1 molekulski doking

U ovoj studiji je najpre sproveden molekulski doking reprezentativnih liganada iz oba klastera (B1 i
T1), nakon ¢ega su pripremljeni kompleksi za osam razli¢itth MD simulacija. Pouzdanost procedure
dokinga je procenjena ponovnim dokovanjem kokristalizovanih liganada. Dobijene RMSD vrednosti
iznosile su 0,518 A, 1,049 A, 0,857 A 10,258 A za PI3Ko, PI3Kp, PI3Ky i PI3KS3, redom. S obzirom
na to da su sve vrednosti bile ispod granicne RMSD vrednosti od 2 A, izvedena procedura
molekulskog dokinga je ocenjena kao pouzdana.

Produkcione faze MD simulacija su zatim analizirane pra¢enjem RMSD vrednosti proteinske
okosnice pl10 subjedinica, RMSD vrednosti aminokiselina aktivnog mesta i RMSD vrednosti
liganada. Grafici RMSD vrednosti u zavisnosti od vremena simulacije prikazani su na Slici 4.22.

Odstupanje RMSD vrednosti proteinske okosnice je ispitano za svaku simulaciju posebno (Slika
4.22A). Na osnovu dobijenih grafika moze se uociti da su sistemi u proseku dostigli stabilizovano
stanje nakon 30 ns vremena faze produkcije. PI3Ka, PI3Kf i PI3K6 kompleksi su se stabilizovali pre
25 ns, dok RMSD vrednosti liganada nisu prelazili vrednost od 2 A. Nakon 30 ns, kompleks PI3K -
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B1 je pokazao prose¢nu RMSD vrednost proteinske okosnice od 3,498 A (+0,301 A), dok je za
kompleks PI3Ka-T1 dobijena nesto visa proseéna vrednost od 3,642 A (20,187 A). Kod PI3KB
izoforme, prose¢na RMSD vrednost proteinske okosnice iznosila je 6,105 A (£0,212 A) za kompleks
PI3KB-B11 6,693 A (£0,292 A) za kompleks PI3KB-T1. Za y izoformu, kompleks PI3Ky-B1 je imao
proseénu RMSD vrednost od 4,528 A (£0,388 A), dok je za kompleks PI3Ky-T1 dobijena vrednost
od 5,124 A (0,241 A). NajniZe proseéne RMSD vrednosti proteinske okosnice uocene su kod PI3K§-
B1 kompleksa, 3,033 A (0,115 A), dok je kompleks PI3K3-T1 pokazao vrednost od 4,103 A (0,324
A). Analiza RMSD vrednosti ostataka aktivnog mesta pokazala je sli¢an trend kao analiza proteinske
okosnice, Sto dodatno podrzava stabilnost formiranih kompleksa (Slika 4.22B).

RMSD vrednosti liganada analizirane su na osnovu grafika prikazanih na Slici 4.22C. Kompleks
PI3Ka-B1 je dostigao vrednost od 1,288 A (£0,377 A), dok je kompleks PI3Ka-T1 pokazao nesto
stabilnije ponaSanje, sa RMSD vredno$éu od 1,182 A (0,118 A). Za PI3KB-B1 i PI3KpB-T1
komplekse dobijene su sli¢ne vrednosti RMSD liganda, 0,932 A (£0,113 A) i 0,942 A (0,292 A),
redom. U sluéaju PI3Ky izoforme, kompleks PI3Ky-B1 je pokazao visu RMSD vrednost liganda,
1,632 A (20,327 A), dok je kompleks PI3Ky-T1 bio stabilniji, sa vredno$éu od 0,999 A (0,140 A).
Na kraju, RMSD vrednost liganda u kompleksu PI3K3-B1 iznosila je 1,034 A (£0,065 A), dok je za
kompleks PI3KS-T1 dobijena sli¢na vrednost od 0,974 A (20,134 A).
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Slika 4.22. Grafici RMSD vrednosti u funkciji vremena za: A) proteinsku okosnicu, B)
aminokiselinske ostatke aktivnog mesta i C) ligande u MD simulacijama.

RMSF vrednosti su izracunate za proteinsku okosnicu svih kompleksa, radi identifikacije regiona koji
najvise doprinose lokalnim fluktuacijama 1 ukupnim promenama u strukturi proteina (Slika 4.23).
Dobijeni obrasci ukazuju da su aminokiseline koje Cine petlje povezane sa ve¢im fluktuacijama u
poredenju sa uredenijim strukturnim segmentima, kao S$to su a-heliksi 1 B-ploCe. Nasuprot tome,
region aktivnog mesta, ukljucujuéi i hidrofobni region, pokazao je manje fluktuacije, Sto ukazuje na
stabilnije interakcije unutar aktivnog mesta. Stabilne RMSF fluktuacije aminokiselina P-petlje
ukazuju da P-petlja odrzava dZep specifi¢nosti zatvorenim u svim izoformama, ¢ime se ograni¢ava
potentnije vezivanje inhibitora za PI3Kf3, PI3Ky i PI3Kas.
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Slika 4.23. Grafici RMSF vrednosti za simulacione komplekse: A) PI3Ka-B1, B) PI3Ka-T1, C)
PI3KB-B1, D) PI3KB-T1, E) PI3Ky-B1, F) PI3Ky-T1, G) PI3K3-B1 i H) PI3Ko-T1.
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rGyr vrednosti su izracunate radi procene promena kompaktnosti proteina i njegovog savijanja tokom
simulacije. PonaSanje savijanja proteina u svim sistemima je prikazano na Slici 4.24. Na osnovu
dobijenih podataka moze se zakljuciti da su svi analizirani kompleksi dostigli kompaktno stanje.
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Slika 4.24. Grafici vrednosti poluprecnika ziracije za simulacione komplekse: A) PI3Ka-B1, B)
PI3Ka-T1, C) PI3KB-B1, D) PI3KB-T1, E) PI3Ky-B1, F) PI3Ky-T1, G) PI3Ké-B1 i H) PI3KS-T1.

MD trajektorije dobijene u ovom radu su kori§¢ene za procenu lokalne stabilnosti i klju¢nih
medumolekulskih interakcija u ATP-vezuju¢em dzepu PI3Ka. Analize RMSD, RMSF 1 rGyr
vrednosti ukazale su na postizanje ravnoteze u ispitivanom vremenskom intervalu, $to pokazuje da je
uzorkovani konformacioni prostor bio odgovarajuci za ciljeve ove studije.

Na osnovu ovih rezultata, za dalju analizu je koriS¢en prag od 30 ns. Konformacije izoformi iz
poslednjih 20 ns produkcionog vremena su klasterovane radi generisanja proteinskih poza za
molekulski doking celog seta podataka. Reprezentativni snimci centroida klastera, uzorkovani na
svakih 10 ps, zajedno sa brojem snimaka najbrojnijih klastera, prikazani su u Tabeli 4.10.

Tabela 4.10. Reprezentativni snimci centroida klastera sa brojem snimaka najbrojnijih klastera
dobijenih iz simulacionih kompleksa PI3Ka-B1, PI3Ka-T1, PI3KB-B1, PI3KB-T1, PI3Ky-Bl,
PI3Ky-T1, PI3Kos-B1 i PI3Ko-T1.

Bzo klaster Thz klaster
Izoforma Klaster Ime MD . Broj Klaster Ime MD N Broj
konformacija  centroida snlma.lk Clanova konformacija  centroida smmz.lk Clanova
centroida  Kklastera centroida  Kklastera

1 oBzol 3318 52 1 oaThzl 3996 50

2 aBzo02 3072 51 2 oThz2 3445 47

PI3Ka. 3 oBzo3 4347 49 3 oThz3 4357 44
4 oBzo4 3357 46 4 oThz4 3182 44

5 oaBzo5 4278 45 5 oThz5 4246 43

1 BBzol 4233 66 1 BThzl 4357 93

2 BBzo2 4961 60 2 BThz2 4487 58

PI3Kp 3 BBz03 3857 53 3 BThz3 3824 54
4 BBzo4 4141 48 4 BThz4 3195 52

5 BBzo5 3398 44 5 BThz5 4958 49

1 yBzol 3424 106 1 yThzl 4608 189

2 yBzo2 4097 75 2 yThz2 3182 62

PI3Ky 3 yBzo3 3555 69 3 yThz3 4168 61
4 yBzo4 4637 65 4 yThz4 4351 45

5 yBzo5 3818 60 5 yThz5 3159 44

1 6Bzol 3175 151 1 d8Thz1 4747 103

2 6Bz02 4143 72 2 dThz2 3187 88

PI3Kd 3 6Bzo3 4702 69 3 dThz3 3869 75
4 6Bzo4 4573 59 4 dThz4 4082 65

5 6Bzo5 3274 52 5 d8Thz5 4887 52

Sve cetiri izoforme pokazale su konzerviran nain vezivanja, ali su se razlikovale u pojedinim
interakcija u zglobnom regionu 1 P-petlji. Kod PI3Ka, stabilizacijom je dominiralo formiranje
vodoni¢ne veze sa alal851 preko kiseonika benzoksazepina ili azota uree, uz dodatni doprinos
interakcija sa aSer854. Amidna grupa je Cesto ucestvovala i u interakcijama sa aGIn859, a
najizrazenije u centroidu aBzo2, gde je formirana vodoni¢na veza. Ovaj centroid je pokazao
najbogatiji profil interakcija medu PI3Ka-B1 konformacionim klasterima, zahvaljuju¢i snaznom
hidrofobnom usidrenju i dodatnim polarnim kontaktima sa a4sp810 i1 a4sp933. U konformacionim
klasterima PI3Ka-T1, centroid aThz5 je predstavljao najstabilizovaniju konformaciju, jer je
kombinovao vodoni¢no vezivanje sa ala/851 u zglobnom regionu i brojne hidrofobne interakcije u
zglobnom regionu i afinitetnom dZepu. Kod ostalih izoformi, izabrani centroidi PI3Kf, PI3Ky 1
PI3Kd pokazali su manje stabilne interakcije u zglobnom regionu i P-petlji u poredenju sa PI3Ka.

124



Za dalju validaciju homolognog modela je koriS¢ena centroidna konformacija najveceg klastera
homolognog modela PI3Kf u kompleksu sa jedinjenjem B1, oznac¢ena kao BBzol. Ramachandran-
ov grafik dobijen pomocu programa PROCHECK prikazan je na Slici 4.25, dok su njegovi sumarni
rezultati dati u Tabeli 4.11. Analiza 118 struktura rezolucije najmanje 2,0 A i R-faktora ne veéeg od
20% pokazuje da bi se vise od 90% ostataka trebalo nalaziti u najpovoljnijim regionima kako bi se
model smatrao kvalitetnim.
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1 m
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_ . "
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"

.
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Slika 4.25. Ramachandran-ov grafik reprezentativnog homologog modela PI3K3 u kompleksu sa

jedinjenjem B1.

Tabela 4.11. Sumarni podaci Ramachandran-ovog grafika reprezentativnog homologog modela
PI3Kp u kompleksu sa jedinjenjem B1.

Broj ostataka Procenat

Najpovoljniji regioni [A, B, L] 872 90,2%
Dodatno dozvoljeni regioni [a, b, 1, p] 76 7,9%
Sire dozvoljeni regioni [~a, ~b, ~1, ~p] 14 1,4%
Nedozvoljeni regioni [ XX] 5 0,5%
Ostaci koji nisu glicin ni prolin 967  100,0%
Krajnji ostaci, izuzimaju¢i Gly i Pro 3
Ostaci glicina 50
Ostaci prolina 51
Ukupan broj ostataka 1071

Ukupni Z-skor kvaliteta modela, procenjen pomoc¢u ProSA-web servera, iznosio je —13,68, a njegov
relativni poloZaj u poredenju sa eksperimentalnim strukturama prikazan je na Slici 4.26. Na osnovu
Z-skor vrednosti moZe se videti da se dobijeni model nalazi u opsegu ispitivanih rendgenskih
struktura. Program ERRAT je pokazao ukupni kvalitet modela od 92,308, pri ¢emu za ostatke
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aktivnog mesta, u opsegu 770-942, nije uocena izraCunata vrednost greske ispod granice odbacivanja
od 95%.

10

Kristalne strukture
I NMR strukture

-10 1

-15 4

=20

0 200 400 600 800 1000

Broj ostataka

Slika 4.26. Z-skorovi eksperimentalnih proteinskih struktura zasnovani na broju aminokiselina, dobijeni
pomocu ProSA-web servera, i polozaj reprezentativnog homologog modela PI3Kf u kompleksu sa
jedinjenjem B1.

Procedura ansambl dokinga je dodatno validirana ponovnim dokovanjem referentnih liganada u
centroide klastera dobijene iz molekulske dinamike. Sve RMSD vrednosti bile su ispod grani¢ne

vrednosti i prikazane su u Tabeli 4.12.

Tabela 4.12. RMSD vrednosti ponovo dokovanih referentnih liganada u ansambl dokingu.

Izoforma RMSD (A)
Bzo klaster Thz klaster
PI3Ko 0,997 1.019
PI3KpB 1,671 1.254
PI3Ky 1.549 1.104
PI3KS  0.859 0.878
4.3.3. Validacija 3D-QSAR studije i definisani domeni primenljivosti

Predvidene bioaktivne konformacije jedinjenja iz skupa podataka, dobijene molekulskim dokingom
u vise reprezentativnih konformacija izoformi PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky 1 PI3K9, koriS¢ene su za
izracunavanje GRIND-2 deskriptora. Na osnovu ovih deskriptora izgradena su Cetiri PLS modela, po

jedan za svaku izoformu. Grafici eksperimentalnih aktivnosti u odnosu na predvidene su prikazani
na Slici 4.27.
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Slika 4.27. Grafik odnosa eksperimentalnih 1 predvidenih pKi vrednosti za 3D-QSAR modele: A)
PI3Ka, B) PI3Kp, C) PI3Ky i D) PI3K&.

Pouzdanost formiranih modela je proverena opseZnom statistickom validacijom. Parametri interne i
eksterne validacije, ukljucujuci 1 r-metrike, prikazani su u Tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Validacija 3D-QSAR modela za izoforme PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky 1 PI3KJ.

R? Q> RMSEE R%rd RMSEP tZn  Zm Afm  (Cot?m)2  (Pwt?m)/t’m k' CCC
PI3Ka 093 0.82 0.38 0.73 0.50 0.63 076 0.13 0.70 0.00 0.98 0.88
PI3KB 0.94 0.82 0.21 0.71 0.38 0.65 0.69 0.04 0.67 0.01 0.98 0.86
PI3Ky 0.95 0.77 0.26 0.75 0.30 0.63 0.80 0.17 0.70 0.00 1.01 0.89
PI3KS 096 0.88 0.27 0.71 0.48 0.66 0.74 0.08 0.70 0.01 1.02 0.87
Limit >0.7 >0.5 >0.5 >0.5 >0.5 <0.2 >0.5 <0.1 0.85<k'<1.15 >0.85

Domen primenljivosti modela PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky i PI3K4 je odreden primenom /everage pristupa,
uz koriS¢enje deset promenljivih sa najviSim PLS koeficijentima. Grani¢na leverage vrednost,
izraCunata pomocu jednacine 41 iz podpoglavlja 1.7.4, iznosila je h* = 1,320 za modele PI3Ka, PI3Ky
1 PI3K9, dok je za PI3Kf model iznosila h* = 1,375. Williams-ovi grafici, prikazani na Slici 4.28,
pokazuju da se jedinjenja iz trening 1 test setova svih modela nalaze unutar definisanih domena
primenljivosti.
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Slika 4.28. Williams-ovi grafici, sa definisanim domenima primenljivosti, za 3D-QSAR modele
PI3Ka, PI3K, PI3Ky i PI3KG6.

4.34. Analiza rezultata 3D-QSAR i1 molekulskog dokinga

GRIND deskriptori se izraunavaju na osnovu energija interakcije izmedu molekula i molekulskih
interakcionih polja, odnosno MIF-ova. Radi razumevanja njihovog uticaja na inhibitornu aktivnost
prema pojedinacnim PI3K izoformama, odabrani GRIND deskriptori koji doprinose QSAR
modelima su interpretirani 1 vizuelizovani. Ovi deskriptori daju numeri¢ke vrednosti koje opisuju
proizvode odgovarajucih interakcionih polja i rastojanja izmedu najvaznijih parova ¢vorova, pri cemu
ti parovi mogu imati pozitivan ili negativan doprinos inhibitornoj aktivnosti.

Izbor promenljivih za interpretaciju je izvrSen na osnovu njihovih PLS koeficijenata. Za svaki model
su prikazani grafici PLS koeficijenata, na kojima su posebno oznafene najvaznije promenljive. Sve
promenljive dobijene iz pojedina¢nih modela graficki su predstavljene u obliku korelograma, u
kojima su proizvodi energija interakcije prikazani u funkciji rastojanja izmedu odgovarajucih
¢vorova.

Na osnovu vrednosti energija interakcije dobijena su Cetiri autokorelograma, DRY—DRY, O—O,
NI1-N1 i TIP-TIP, koji se odnose na iste tipove MIF-ova, kao i Sest ukrStenih korelograma, DRY—-O,
DRY-NI1, DRY-TIP, O—N1, O—TIP i NI-TIP, koji opisuju odnose izmedu razli¢itth MIF-ova.

Razvijeni 3D-QSAR modeli su analizirani radi identifikacije klju¢nih strukturnih karakteristika koje
utiu na inhibitornu aktivnost prema svakoj PI3K izoformi, odnosno PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky 1 PI3K6.
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Posebna paznja je usmerena na PI3Ka model, budué¢i da je osnovni cilj studije bio definisanje
strukturnih karakteristika vaznih za selektivnu inhibiciju ove izoforme.

4.3.4.1.

PI3Ko 3D-OSAR model

PI3Ka model je obuhvatao 205 promenljivih, pri ¢emu je dimenzionalnost modela bila definisana
pomocu dve latentne promenljive. Najvaznije promenljive ovog modela su prikazane na Slici 4.29 1

u Tabeli 4.14.

0.5

0.3 1

PLS koeficiejnti
o

1
=
—

M

-0.3 1

varl5s

|\|.,,I

var79

EDRY-DRY HO-O = NI1-N1 mTIP-TIP mDRY-O BDRY-N1 BDRY-TIP mO-N1 = O-TIP mN1-TIP

varl70

vard88

var284 vard8l

var291
|'|‘

var271

var397

| |||“ 'l. l ’

var528

Redni brojevi promenljivih

Slika 4.29. Grafik PLS koeficijenata sa oznacenim najvaznijim promenljivim za PI3Ka 3D-QSAR

model.

Tabela 4.14. Sazetak najvaznijih varijabli PI3Ka 3D-QSAR modela.

Rastojanje Par MIF

Opis

Promenljiva koeficijent (A) &vorova
var519 0,183 14,4-14,8 O-NI1
var350 0,161 2,0-2.4 DRY-NI1
var508 0,158 10,0-10,4 O-NI1
varl46 0,169 3,2-3,6 NI-N1
var375 0,121 12,4-12,8 DRY-NI1

Promenljiva sa najve¢im PLS koeficijentom. Prisutna je kod
pojedinih jedinjenja iz oba klastera i predstavlja rastojanje izmedu
donora vodoni¢ne veze (HBD) i akceptora vodoni¢ne veze (HBA)
na suprotnim stranama molekula.

Prisutna je prvenstveno kod derivata Bzo klastera i opisuje
rastojanje izmedu hidrofobnog dela i prostorno bliskog akceptora
vodoni¢ne veze (HBA).

Optimalno rastojanje izmedu donora vodoni¢ne veze (HBD) i
akceptora vodonicne veze (HBA), izrazeno kod vecine jedinjenja
Bzo klastera i nekoliko derivata Thz klastera.

Rastojanje izmedu dva akceptora vodonicne veze (HBA), koje nije
prisutno kod nekih manje aktivnih jedinjenja iz klastera.

Sli¢na promenljivoj var350, ali je prisutna kod svih jedinjenja.
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PLS Rastojanje Par MIF

Promenljiva koeficijent (A) vorova  OPIS
varll 0,140 44-438 DRY- Ra§tqj anje izmedu dva hidrofobna dela, prisutno kod svih
DRY jedinjenja.
var208 0.115 8.4-8.8 TIP_TIP Ra§tqj anje izmedu dva sterna regiona, prisutno kod svih
jedinjenja.
Odsutna je kod aktivnijih jedinjenja i opisuje rastojanje izmedu
var282 —-0,123 2,4-2.8 DRY-O hidrofobnog regiona i prostorno bliskog donora vodoni¢ne veze
(HBD).
var291 0,130 6.0-6.4 DRY-O Sh(;ng promenlpvq var282, ali je prisutna kod gotovo svih
jedinjenja.

Opisuje negativan uticaj rastojanja izmedu donora vodonicne veze
var566 —-0,183 5,6-6,0 O-TIP (HBD) i sternog centra u neposrednoj blizini. Ova promenljiva
ima najvedéi negativan uticaj.

Gotovo sve promenljive u DRY-DRY korelogramu imaju pozitivan uticaj na inhibitornu aktivnost
prema PI3Ka. Promenljiva sa najvisim PLS koeficijentom je varl5 (6,0-6,4 A), formirana izmedu
MIF-ova koji nastaju sa obe strane hidrofobnog dela molekula. Kod jedinjenja Bzo klastera, varl5
se formira oko 1,2,4-triazolskog prstena. Kod jedinjenja Thz klastera ova promenljiva se formira oko
benzenovog prstena povezanog sa tiazolnim prstenom. Sva jedinjenja imaju izrazenu varl5
promenljivu, pri ¢emu jedinjenja Bzo klastera imaju visu vrednost, iznad 0,6.

Promenljiva var79 (6,0-6,4 A), iz O-O korelograma, ima najveéi negativni uticaj na aktivnost i
opisuje rastojanja izmedu MIF-ova koji interaguju sa dva donora vodoni¢ne veze. Prisutna je samo
kod manje aktivnih tiazolnih derivata i formira se izmedu vodonika uree i vodonika amidne grupe.

Promenljiva var170 (16,8-17,2 A) iz N1-N1 grupe formira se izmedu dva MIF-a koji interaguju sa
dva akceptora vodoni¢ne veze. Formira se kod pojedinih jedinjenja iz oba klastera. Benzoksazepinski
derivati ispoljavaju ovu promenljivu izmedu azota triazola i kiseonika amidne grupe, dok je tiazolni
derivati pokazuju izmedu kiseonika sulfona ili kiseonika imidazolskog prstena 1 kiseonika amidne
grupe. Na primer, jedinjenja B1 1 B19, najaktivnije i najmanje aktivno jedinjenje Bzo klastera, kao i
T1 1 T18, najaktivnije 1 najmanje aktivno jedinjenje Thz klastera, nemaju ovu promenljivu (Slika
4.30).

U DRY-O korelogramu se izdvajaju tri vazne promenljive: var271 (6,0-6,4 A), var284 (11,2-11,6
A)ivar291 (14,0-14,4 A). One opisuju rastojanje izmedu razli¢itih hidrofobnih struktura i vodonika
amidne grupe, koji predstavlja donora vodoni¢ne veze. Kod jedinjenja Bzo klastera, var271 opisuje
nepovoljno rastojanje ovog vodonika od susednog hidrofobnog dela u R supstituentu. Nasuprot
tome, var284 i var291 ukazuju na pozitivan doprinos rastojanja izmedu istog vodonika i drugih
hidrofobnih delova molekula, odnosno kondenzovanog imidazolskog prstena 1 1,2,4-triazola. Kod
jedinjenja Thz klastera, var271 povezuje amidni ili ureidni vodonik sa tiazolnim prstenom, dok
var284 1 var291 povezuju isti vodonik sa benzenovim prstenom.

DRY-TIP korelogram je sadrzao promenljivu var397, u opsegu 5,2-5,6 A, koja je imala pozitivan
koeficijent. Ova promenljiva ukazuje da prisustvo sternog dela u blizini hidrofobnog dela molekula
povoljno utice na inhibitornu aktivnost prema PI3Ka. Kod benzoksazepinskih derivata, opisani MIF-
ovi su povezani sa 1,2,4-triazolskim prstenom i vodonikom ili metil grupom na poloZaju 3 tog
prstena. Kod tiazolnih derivata promenljiva je izrazena izmedu tiazolnog prstena i susednog metil-
supstituenta, uz nekoliko izuzetaka, pri ¢emu ova grupa jedinjenja generalno pokazuje nize vrednosti
var397.

Promenljive var481 (13,2-13,6 A) i var488 (16,0-16,4 A) iz O-N1 korelograma imale su pozitivan
uticaj na inhibitornu aktivnost. Obe promenljive opisuju odnos izmedu donora i akceptora vodoni¢ne
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veze. var488 je imala najizrazeniji pozitivan uticaj na aktivnost i bila je prisutna samo kod jedinjenja
Bzo klastera. Ove promenljive odrazavaju prisustvo vodonika amidne grupe 1 azota 1,2,4-triazola,
dok var481 povezuje vodonik amidne ili ureidne grupe sa azotom pirazolskog prstena ili kiseonikom
sulfonske grupe.

O-TIP korelogram je sadrzao promenljivu var528, u opsegu 6,4-6,8 A, koja je pokazala znacajan
negativan uticaj na inhibitornu aktivnost. Ova promenljiva se formira u oba klastera izmedu vodonika
amidne grupe, kao donor vodoni¢ne veze, i sternog centra u njegovoj neposrednoj blizini. Kod
jedinjenja T18 ova promenljiva nije bila izraZena.

Slika 4.30. Najvaznije pozitivne (crveno) i negativne (plavo) promenljive iz PI3Ka 3D-QSAR
modela za jedinjenja A) B1 i B) T1; plave sfere predstavljaju N1 probe (donor vodoni¢ne veze),
crvene sfere O probe (akceptor vodoni¢ne veze), zute sfere DRY probe (hidrofobni centri), a zelene
sfere TIP probe (sterna zarista).

4.3.4.2.  Studija molekulskog dokinga PI3Ka izoforme

Dobijene poze iz izvedene procedure dokinga analizirane su kako bi se dodatno ispitale moguce
interakcije izmedu inhibitora PI3Ka 1 enzima. Sva jedinjenja Bzo klastera, osim B9, formiraju
vodoni¢nu vezu sa aVal851, aminokiselinom zglobnog regiona za koju je poznato da se za nju vezuje
vecina ATP-kompetitivnih PI3K inhibitora. Kiseonik oksazepina predstavlja akceptora vodoni¢ne
veze u ovoj interakciji. Ostale interakcije koje formira benzoksazepinski prsten su hidrofobne
interakcije sa aG/u849, aTyr836, aMet922, alle932 1 alal850 iz zglobnog regiona.
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Benzenov prsten i supstituent pruzaju se ka hidrofobnom regionu, grade¢i razli¢ite interakcije u
zavisnosti od supstituenta. Pojedina jedinjenja sa amidnom grupom formiraju vodoni¢ne veze sa
aAdrg852, aSer854 i aGIn859. Imidazol i susedni 1,2,4-triazolni prsten vezuju se u afinitetni dzep
preko hidrofobnih kontakata sa ostacima a//e932 1 al/le848. 1zopropil grupa, prisutna kod gotovo svih
derivata ovog klastera, pruza se dalje u dzep i1 vezuje se sa aminokiselinama kao Sto su a//e800 i
a7yr836, kao i sa ostacima P-petlje aMet772 1 aPro778.

Najaktivnije jedinjenje, B1, koje sadrzi primarnu amidnu grupu, formira vodonicne veze sa aGIn859,
nekonzerviranom aminokiselinom. Jo§ jedna vodonic¢na veza formira se sa aSer854. Interakcija sa
serinom konzervirana je u okviru Bzo klastera. Kra¢i bo¢ni lanci koji sadrze amidnu grupu teze
formiranju vodoni¢nih veza sa a.4rg852 ili a4sn853.

Jedinjenja Thz klastera formiraju dve vodoni¢ne veze sa alal/851 preko azota tiazolnog prstena, koji
predstavlja akceptora vodoni¢ne veze, 1 susednog azota iz ureidne ili amidne grupe, koji predstavlja
donora vodoni¢ne veze. Sulfonamidni derivati takode formiraju vodoni¢nu vezu sa alys802.
Benzenov prsten formira razlic¢ite hidrofobne kontakte sa aminokiselinama u afinitetnom dzepu, kao
Sto su aZyr836 i alle932, dok se susedni deo molekula, imidazol, sulfonamid itd., dalje pruza i
interaguje sa afinitetnim dZepom i ostacima P-petlje, ciljajuc¢i izmedu ostalih o//e848, aGlu849,
alrp780, 0Asp933 1 aPhe930. Neka jedinjenja, poput T1, koja sadrze (S)-pirolidin-karboksamidni
deo, takode formiraju vodoni¢nu vezu sa aSer854 i hidrofobne interakcije sa aHis855 1 aGIn859 iz
hidrofobnog regiona.

4.3.4.3.  Uporedna analiza rezultata PI3Ka izoforme

Povezivanjem rezultata dobijenih u doking studijama sa 3D-QSAR modelom moze se uociti da su
klju¢ne promenljive PI3Ka modela, posebno varl5 (DRY-DRY), var481 (O-N1) 1 var488 (O-N1),
ukazuju na znacaj hidrofobnih kontakata i interakcija vodoni¢nim vezama za inhibitornu aktivnost.
Rastojanje obuhva¢eno promenljivom var15, od 6,0-6,4 A, odgovara prostornom razdvajanju koje
je uoceno izmedu a7)r836 1 alle932 u afinitetnom dzepu. Sa druge strane, vard81 i1 vard88, koje
odgovaraju rastojanjima 13,2-13,6 A i 16,0-16,4 A, povezuju regione afinitetnog dZepa, odnosno
aTyr836/alle932, sa ostacima zglobnog regiona aSer854 1 aGIn859.

Dodatno, promenljiva var284 iz DRY-O korelograma, u opsegu 11,2-11,6 A, podrzava znadaj
opisanih vodoni¢nih veza, ali istovremeno naglaSava i1 znacaj hidrofobnih osobina samog fragmenta
koji se vezuje za zglobni region. Ova promenljiva odgovara rastojanju izmedu donora vodoni¢ne
veze, 0G/n859, 1 hidrofobnog kontakta sa aVa/850. Prema tome, efikasni PI3Ka inhibitori trebalo bi
da poseduju izraZzene hidrofobne karakteristike u fragmentu koji se vezuje za zglobni region 1
fragmentu koji se vezuje u afinitetni dZep, kao 1 akceptore vodoni¢ne veze sposobne za interakcije
prvenstveno sa alal851, aSer854 1 aGIn859.

4.3.4.4.  PI3KP 3D-QOSAR model
PI3Kp model je obuhvatao 231 promenljivu, dok je dimenzionalnost modela bila definisana pomoc¢u

dve latentne promenljive. NajvaZnije promenljive ovog modela prikazane su na Slici 4.31 1 u Tabeli
4.15.
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Slika 4.31. Grafik PLS koeficijenata sa ozna¢enim najvaznijim promenljivim za PI3Kf3 3D-QSAR

model.

Tabela 4.15. Sazetak najvaznijih varijabli PI3K[ 3D-QSAR modela.

Promenliiva PLS Rastojanje Par MIF Onis
V& Loeficijent (A) &vorova P
Promenljiva sa najve¢im PLS koeficijentom. Prisutna je kod
B . pojedinih jedinjenja iz oba klastera i predstavlja rastojanje izmedu
vars19 0.183 14,4-148 O-NI donora vodoni¢ne veze (HBD) i akceptora vodoni¢ne veze (HBA)
na suprotnim stranama molekula.
Prisutna je prvenstveno kod derivata Bzo klastera i opisuje
var350 0.161 2,0-2,4 DRY-NI rastojanje izmedu hidrofobnog dela i prostorno bliskog akceptora
vodoni¢ne veze (HBA).
Optimalno rastojanje izmedu donora vodoni¢ne veze (HBD) i
var508 0.158 10,0-10,4 O-NI akceptora vodoni¢ne veze (HBA), izrazeno kod vecine jedinjenja
Bzo klastera i nekoliko derivata Thz klastera.
varl46 0.169 3236 NI-N1 Ra'.S'[OJ anje 1zmedy dva gkcepj[org ngqn}cn§ veze (HBA), koje nije
prisutno kod nekih manje aktivnih jedinjenja iz klastera.
var375 0.121 12,4-12,8 DRY-N1 Sli¢na promenljivoj var350, ali je prisutna kod svih jedinjenja.
varll 0.140 44-438 DRY- Ras'tqjaqje izmedu dva hidrofobna dela, prisutno kod svih
DRY jedinjenja.
var228 0115 8.4-8.8 TIP_TIP Ras'tqj anje izmedu dva sterna regiona, prisutno kod svih
jedinjenja.
Odsutna je kod aktivnijih jedinjenja i opisuje rastojanje izmedu
var282 —-0.123 2,4-2,8 DRY-O  hidrofobnog regiona i prostorno bliskog donora vodoni¢ne veze
(HBD).
var291 ~0.130 6.0-6.4 DRY-O Sllgng p.romen1]1V0] var282, ali je prisutna kod gotovo svih
jedinjenja.
Opisuje negativan uticaj rastojanja izmedu donora vodoni¢ne veze
var566 —0.183 5,6-6,0 O-TIP (HBD) i sternog centra u neposrednoj blizini. Ova promenljiva

ima najvedéi negativan uticaj.
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U O-O korelogramu ve¢ina promenljivih pozitivno koreliSe sa inhibitornom aktivno$¢u prema
PI3Kp. Jedna od najuticajnijih promenljivih bila je varl1, koja odgovara rastojanju od 4,4—4.8 A.
Ova promenljiva opisuje znacaj para hidrofobnih centara, odnosno imidazolskog i triazolskog prstena
kod jedinjenja Bzo klastera, kao i tiazolnog 1 benzenovog prstena kod jedinjenja Thz klastera.
Promenljiva varll je izraZzena kod svih jedinjenja, pri ¢emu sva jedinjenja sa pKi vrednoséu ve¢om
od 7,0 imaju vrednost ove promenljive iznad 0,5.

Promenljiva var146 iz N1-N1 korelograma, u opsegu rastojanja 3,2-3,6 A, ima znacajan pozitivan
uticaj na aktivnost. Kod benzoksazepinskih derivata ona opisuje optimalno rastojanje izmedu
kiseonika benzoksazepina i susednog azota imidazola, dok kod drugih jedinjenja mozZe opisivati
odnos dva karbonilna kiseonika iz amidne i ureidne grupe. Ova promenljiva nije izrazena kod
pojedinih manje aktivnih jedinjenja Thz klastera.

Pozitivan doprinos aktivnosti pokazuje i promenljiva var228 iz TIP-TIP korelograma, koja odgovara
rastojanju od 8,4-8,8 A. Ona opisuje prisustvo dva sterna dela na optimalnom rastojanju. Kod
benzoksazepinskih derivata var228 se formira izmedu triazolskog prstena i izopropil grupe, dok se
kod tiazolnih derivata javlja izmedu razlicitih strukturnih entiteta.

Za razliku od navedenih promenljivih, ve¢ina DRY—O promenljivih ima negativan uticaj na
inhibitornu aktivnost prema PI3K[3. Promenljive var282 i var291, koje odgovaraju rastojanjima od
2,428 Ai6,0-6,4 A, opisuju odnos izmedu MIF-ova koji interaguju sa donorom vodoni¢ne veze,
kao sto je amidni vodonik, i hidrofobnog dela molekula, bilo da je re¢ o hidrofobnom supstituentu ili
aromaticnom prstenu. Promenljiva var282 nije prisutna kod aktivnijih jedinjenja Bzo klastera,
ukljucujuéi B1 (Slika 4.32A).

Promenljive var350 i var375 iz DRY—N1 korelograma formiraju se izmedu akceptora vodonicne veze
i hidrofobnog dela molekula. Promenljiva var350, u opsegu 2,0-2,4 A, je prisutna kod gotovo svih
jedinjenja Bzo klastera i kod manjeg broja jedinjenja Thz klastera, dok jedinjenje T1 ne formira ovu
promenljivu (Slika 4.32B). Kod benzoksazepinskih derivata, ove promenljive opisuju rastojanja
izmedu MIF-ova koji interaguju sa azotom imidazolskog prstena, u slucaju var350, ili azotom
triazolskog prstena, u slucaju var375, 1 hidrofobnog oksazepinskog prstena. Kod jedinjenja Thz
klastera, karbonilni kiseonik amidne grupe ili kiseonik sulfonske grupe nalazi se na rastojanju
povoljnom za inhibitornu aktivnost prema PI3Kf3 u odnosu na benzenov prsten ili drugi odgovarajuc¢i
prsten.

Amidne grupe ucestvouju u formiranju dve vazne promenljive iz O—-N1 korelograma. Promenljiva
var508, u opsegu 10,0-10,4 A, formira se izmedu amidnog vodonika kao donora vodoni¢ne veze i
azota imidazolskog ili tiazolnog prstena kao akceptora vodoni¢ne veze. Druga promenljiva, var519,
uopsegu 14,4-14,8 A, formira se izmedu amidnog vodonika kao donora vodoni¢ne veze i triazolskog
prstena ili azota uree kao akceptora vodoni¢ne veze.

Promenljiva var566, koja pripada O-TIP grupi i odgovara rastojanju od 5,6-6,0 A, opisuje rastojanje

1izmedu amidnog vodonika 1 susednog sternog centra. Kod jedinjenja T1 ove dve promenljive nisu
izrazene.
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Slika 4.32. Najvaznije pozitivne (crveno) i negativne (plavo) promenljive iz PI3K3 3D-QSAR
modela za jedinjenja A) B1 i B) T1; plave sfere predstavljaju N1 probe (donor vodoni¢ne veze),
crvene sfere O probe (akceptor vodoni¢ne veze), Zute sfere DRY probe (hidrofobni centri), a zelene
sfere TIP probe (sterna zarista).

4.3.4.5.  Studija molekulskog dokinga PI3KJp izoforme

Rezultati doking studije pokazuju da, za razliku od o izoforme, derivati Bzo klastera uglavnom ne
formiraju vodoni¢nu vezu sa aminokiselinom zglobnog regiona Blal854. Ova interakcija je uocena
samo kod nekoliko jedinjenja sa viSom inhibitornom aktivno$¢u prema PI3Kf. Pored toga, u
pojedinim pozama su zabelezene vodoni¢ne veze sa BSer799 1 BThr856, dok manje aktivna jedinjenja
pokazuju tendenciju formiranja vodoni¢nih veza sa f7rp787.

Hidrofobne interakcije derivata Bzo klastera najceS¢e ukljucuju oksazepinski prsten i aminokiseline
BGIu852, BVal853, PMet926 1 BPhe934 u zglobnom regionu. Dodatne hidrofobne interakcije uocene
su 1 izmedu triazolskog prstena i izopropil-supstituenta sa aminokiselinama BMet779, BPro78S,
B11e803, BLys80S, Blle851 i BIle936.

Nasuprot tome, jedinjenja Thz klastera ¢eS¢e formiraju vodoni¢nu vezu sa Blal854, dok neka
jedinjenja dodatno ostvaruju interakcije sa BSer857 1 BG/u858. Ipak, u poredenju sa jedinjenjima Bzo
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klastera, kod Thz derivata je prisutan manji broj hidrofobnih interakcija. Ove interakcije su uglavnom
usmerene ka zglobnom regionu, pri ¢emu tiazolni prsten ostvaruje kontakte sa B73r839, BG/u852,
BVal853 i BPhe934.

4.3.4.6.  Uporedna analiza rezultata PI3Kp izoforme

Povezivanjem rezultata dokinga sa PI3KP 3D-QSAR modelom moZe se uociti da su promenljive
varll (DRY-DRY) i var228 (TIP-TIP) u korelaciji sa povoljnim hidrofobnim i sternim
interakcijama. Rastojanje opisano promenljivom varll, od 4,4-4,8 A, odgovara rastojanju izmedu
interakcija imidazola sa fVal853 i triazolskog prstena sa BPhe934. Sa druge strane, var228, u opsegu
8,4-8,8 A, odgovara rastojanju izmedu sternih delova, kao §to su triazolski prsten i izopropil grupa,
koji ostvaruju kontakte sa $//e803 i B1/e936.

Pozitivne O-N1 promenljive, var519 i var508, obuhvataju donor—akceptor rastojanja koja
odgovaraju geometriji vodoni¢nih veza amidnih grupa sa ostacima zglobnog regiona Blal854,
BSer799 i BThr856. Nasuprot tome, negativne promenljive var291 (DRY—O: 6,0-6,4 A) i var566 (O—
TIP: 5,6-6,0 A) ukazuju na nepovoljno rastojanje izmedu grupe donora vodoni¢ne veze i sternih ili
hidrofobnih regiona. Ovo se moze povezati sa odsustvom vodoni¢ne veze amidne grupe i
suboptimalnim vezivanjem triazolskog prstena u dzepu aktivnosti.

Sveukupno, efikasna inhibicija PI3K povezana je sa izraZzenim hidrofobnim 1 sternim interakcijama
u zglobnom regionu 1 afinitetnom dzepu, uz dodatni doprinos vodoni¢nih veza sa BVal854, BSer799
1 BThr856. Istovremeno, za povoljno vezivanje je vazno izbegavanje sternih sudara i lose orijentisanih
donora vodoni¢ne veze.

4.3.4.7.  PI3Ky 3D-OSAR model

PI3Ky model sastoji se od 247 promenljivih, a dve latentne promenljive odreduju njegovu
dimenzionalnost. Slika 4.33 i Tabela 4.16 isti¢u najznac¢ajnije promenljive.
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Slika 4.33. Grafik PLS koeficijenata sa oznacenim najvaznijim promenljivim za PI3Ky 3D-QSAR
model.

136



Tabela 4.16. Sazetak najvaznijih varijabli PI3Ky 3D-QSAR modela.

.. PLS Rastojanje Par MIF
Promenljiva

koeficijent (&) &vorova Opis

var23 0212 92.9.6 DRY_DRY NaJuFlca.Jnga pozitivna Promenlj iva; prlsutna je kod svih jedinjenja i opisuje
rastojanje izmedu dva hidrofobna regiona.

varll 0.187 2,832 DRY_DRY Ras.tOJanJe .1zmedu dva p.ro§tor.n.o bpska hidrofobna regiona u odredenom
regionu, prisutno kod svih jedinjenja.

var260 0.174 17.6-18.0  TIP_TIP Prisutna je kod g'oto'vo SV.lh jedinjenja, 1zmedu.d\fa s'te'rna' regiona, 1
predstavlja rastojanje od jednog do drugog kraja jedinjenja.

vard74 0.136 168172 DRY_TIP RastOJany.e 1z.m'ed1'1 sternog centra i hidrofobnog regiona na suprotnim
stranama jedinjenja.

Sli¢na promenljivoj var592; opisuje rastojanje izmedu donora vodonicne

var523 -0,170 7,6-8,0 O-TIP veze (HBD) i sternog centra, koje nije formirano kod pojedinih jedinjenja sa

najviSom aktivnoscéu.

var149 —0,241 2,0-2,4 N1-N1 Nepovoljno rastojanje izmedu dva akceptora vodoniéne veze (HBA).

var590 ~0.279 6468 O-TIP Nije p?lvsutna kod na]akt.lvmj eg jedinj .enJ a; opisuje rastojanje izmedu donora
vodoni¢ne veze (HBD) i prostorno bliskog sternog centra.

var89 —0.284 6.8-7.2 0-0 Ra.stoqal.lje_ 1zt_n<_3du- d\-/a donora vodoni¢ne veze (HBD), formirano kod
pojedinih jedinjenja iz oba klastera.

325 0,288 148152 DRY-O Opisuje rastojanje izmedu donora vodonicne veze (HBD) i hidrofobnog dela

na suprotnoj strani jedinjenja, prvenstveno kod jedinjenja Bzo klastera.

Ve¢ina DRY-DRY promenljivih ima pozitivan uticaj na inhibitornu aktivnost prema PI3KYy.
Promenljive var7 (2,8-3,2 A) i var23 (9,2-9,6 A) predstavljaju dve najuticajnije pozitivne
promenljive 1 opisuju rastojanje izmedu dva hidrofobna regiona. var7 opisuje rastojanje izmedu
imidazola i triazola kod benzoksazepinskih derivata, ili izmedu tiazolnog i benzenovog prstena kod
tiazolnih derivata. var23 obicno opisuje rastojanje izmedu piridinskog ili benzenovog prstena
kondenzovanog sa oksazepanskim prstenom kao jednog entiteta i triazolskog prstena u Bzo klasteru
kao drugog entiteta, ili izmedu tiazolnog prstena 1 razliitih entiteta u Thz klasteru. Najaktivnije
jedinjenje, B1 (Slika 4.34A), ima visoku vrednost ovog deskriptora, koji se formira izmedu
benzenovog 1 tiazolnog prstena.

Sve O-O promenljive negativno utiu na aktivnost. Najvaznija promenljiva iz ovog korelograma,
var89 (6,8-7,2 A), izraZena je samo kod nekoliko manje aktivnih jedinjenja Thz klastera. Ona opisuje
rastojanje izmedu vodonika uree 1 amidnog vodonika kao dva donora vodoni¢ne veze.

N1-N1 promenljiva, var149 (2,0-2,4 A), formira se kod nekoliko jedinjenja iz seta podataka i opisuje
neoptimalno rastojanje izmedu dva akceptora vodoni¢ne veze: kiseonika oksazepina i azota imidazola
kod jedinjenja Bzo klastera, odnosno azota tiazola 1 karbonilnog kiseonika kod jedinjenja Thz
klastera. Ova promenljiva nije prisutna kod jedinjenja B1, ali je prisutna kod T1 (Slika 4.34B).

Jedna TIP-TIP promenljiva ima znacajan negativan uticaj na inhibitornu aktivnost. var260 (17,6—
18,0 A) formira se izmedu terminalnih delova Ri i R, supstituenta kod jedinjenja Bzo klastera,
odnosno R; 1 R3 supstituenta kod jedinjenja Thz klastera, opisujuci sterni oblik samog jedinjenja.
Promenljiva pokazuje negativan uticaj veli¢ine jedinjenja na inhibitornu aktivnost prema PI3Ky.
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var325 (14,8-15,2 A) iz DRY-O korelograma takode negativno uti¢e na aktivnost. Promenljiva je
izrazena izmedu hidrofobnog dela u R; supstituentima u oba klastera i amidnog ili ureidnog vodonika,
koji predstavlja donora vodoni¢ne veze.

DRY-TIP korelogram sadrzi var474 (16,8-17,2 A), koja se na sli¢an nac¢in formira kao promenljiva
var260, ali sa R; supstituentom kao hidrofobnom strukturom, i ima pozitivan uticaj na aktivnost.

var523 (7,6-8 A) iz O-N1 korelograma predstavlja rastojanje izmedu donora i akceptora vodoni¢ne
veze. Samo nekoliko najaktivnijih jedinjenja ne formira ovu promenljivu. Jedinjenja Bzo klastera
formiraju promenljivu izmedu azota diazola i vodonika amidne grupe, dok je kod jedinjenja Thz
klastera prisutna izmedu karbonilnog kiseonika uree i vodonikovog atoma ureidne grupe ili
vodonikovog atoma amidne grupe.

O-TIP korelogram ukljucuje dve promenljive koje opisuju rastojanje izmedu donora vodoni¢ne veze
i hidrofobne strukture: var590 (5,6-6,0 A) i var623 (18,8-19,2 A). var590 se formira izmedu
vodonika amidne grupe i razliCitih sternih delova u neposrednoj blizini i nije prisutna kod
najaktivnijeg PI3Ky jedinjenja B31. var623 je dominantnije izraZena kod manje aktivnih jedinjenja.
Kod benzoksazepinskih derivata formira se izmedu vodonika amidne grupe i R3 supstituenta, bilo
izopropil grupe na polozaju 1 ili vodonika/metil grupe na polozaju 3 1,2,4-triazola. U strukturi
tiazolnih derivata, var623 se formira izmedu vodonika amidne grupe i razlicitih sternih centara u R3
supstituentu.
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Slika 4.34. Najvaznije pozitivne (crveno) i negativne (plavo) promenljive iz PI3Ky 3D-QSAR
modela za jedinjenja A) B1 1 B) T1; plave sfere predstavljaju N1 probe (donor vodoni¢ne veze),
crvene sfere O probe (akceptor vodoni¢ne veze), zute sfere DRY probe (hidrofobni centri), a zelene
sfere TIP probe (sterna zarista).

4.3.4.8.  Studija molekulskog dokinga PI3Ky izoforme

Rezultati doking studije pokazali su da jedinjenja Bzo klastera formiraju vodoni¢nu vezu u zglobnom
regionu sa yVal882. Kod pojedinih jedinjenja azot triazolskog prstena dodatno formira vodoni¢nu
vezu sa YLys833 u afinitetnom dZepu. Druge vodoni¢ne veze mogu se ostvariti sa y4sp884 i yA[a885
iz hidrofobnog regiona. Hidrofobni kontakti ukljucivali su razliCite aminokiseline, medu kojima su
vIr879, vI1le879 1 y1le963 u zglobnom regionu, yMet804, yPro810, yLeu838 i yIle§79 u afinitetnom
dzepu, kao 1 yMet953.

Kod aktivnijih jedinjenja Thz klastera takode je uo¢eno formiranje vodonicne veze sa yVal882, i to
preko azota tiazolnog prstena, dok kod manje aktivnih jedinjenja ova interakcija nije bila prisutna.
Sulfonski derivati su dodatno formirali vodoni¢nu vezu sa y4sp964. Hidrofobni kontakti obuhvatali
su interakcije sa yG/u880, yI/e963 1 yMet953 u zglobnom regionu, zatim sa yLeu845, yT3r867, yIle879
1v11e963 u afinitetnom dZepu, kao 1 sa yMer804 1 ySer806.

4.3.4.9.  Uporedna analiza rezultata PI3Ky izoforme

Povezivanjem rezultata dokinga sa 3D-QSAR modelom PI3Ky mozZe se uociti da su promenljive var7
1var23 iz DRY-DRY korelograma, kao i var260 iz TIP-TIP korelograma, povezane sa hidrofobnim
rastojanjima i sternom ravnoteZom vaznom za aktivnost. var7, u opsegu 2,8-3,2 A, odgovara
kratkodometnim kontaktima izmedu y73r879 i y11e963, dok var23, u opsegu 9,2-9,6 A, odgovara
rastojanju izmedu dve hidrofobne interakcije koje ukljucuju y/le879 i yVal882. Promenljiva var260,
u opsegu 17,6-18,0 A, moZe se povezati sa sternim razmakom izmedu grupa koje ostvaruju kontakte
sa yLys833 u afinitetnom dzepu i1 yMer953.

Nasuprot tome, negativne promenljive, kao $to je var623 iz O-TIP korelograma, opisuju nepovoljno
rastojanje izmedu interakcije donora vodoni¢ne veze iz dela koji modifikuje selektivnost i sterne
interakcije dela koji se vezuje u afinitetni dzep. Ovakav raspored je u skladu sa slabijim vezuju¢im
pozama i odsustvom formiranih vodoni¢nih veza. Posmatrano zajedno, rezultati 3D-QSAR i doking
analiza ukazuju da potentnost PI3Ky inhibitora zavisi od uravnotezenog hidrofobnog uklapanja i
sterne komplementarnosti u zglobnom regionu 1 afinitetnom dzepu, dok neuskladene polarne grupe
modifikatora selektivnosti mogu oslabiti vezivanje.

4.3.4.10. PI3K6 3D-OSAR model
PI3Kd model je obuhvatao 205 promenljivih, dok je dimenzionalnost modela bila definisana pomoc¢u

dve latentne promenljive. NajvaZnije promenljive ovog modela su prikazane na Slici 4.35 1 u Tabeli
4.17.
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Slika 4.35. Grafik PLS koeficijenata sa oznacenim najvaznijim promenljivim za PI3Kd 3D-QSAR

model.

Tabela 4.17. Sazetak najvaznijih varijabli PI3K6 3D-QSAR modela.

Rastojanje Par MIF

Promenljiva PLS Opis
I3 yoeficijent (&) ¢vorova P

Blisko rastojanje izmedu dva donora vodoni¢ne veze (HBD),

varTA ~0.250 1.6-2.0 0-0 prisutno samo kod pO‘]?dll’l.lh manje arlftlvmh .]edlnje.njq Thz
klastera. Ova promenljiva ima najve¢i negativan uticaj na
aktivnost.

var82 —-0,225 4,8-5,2 0-0 Sli¢na promenljivoj var74.
Prisutna je kod nekoliko jedinjenja iz oba klastera i opisuje

varl78 —-0,186 15,2-15,6 NI1-N1 rastojanje izmedu dva akceptora vodoni¢ne veze (HBA) na
suprotnim stranama jedinjenja.

var310 0.202 12.0-124 DRY-O Rastojanje 1zrpedu h1drofo"pnog regiona i donora vodonicne veze
(HBD), formirano kod vecine jedinjenja.

var3ss 0,243 2.0-2.4 DRY_NI Optlmg]no rastojanje izmedu hidrofobnog regiona i akceptora
vodoni¢ne veze (HBA).

vard61 0,254 16,4-16,8 DRY-TIP Optimalno rastojanje izmedu hidrofobnog regiona i sternog centra.
Promenljiva sa najve¢im pozitivnim uticajem na aktivnost.

3 . Opisuje rastojanje izmedu donora vodoni¢ne veze (HBD) i

vars27 0,277 148-152  O-NI akceptora vodoni¢ne veze (HBA), a nije prisutna kod pojedinih
manje aktivnih jedinjenja iz oba klastera.

vars89 0201 3.6-4.0 O-TIP Blisko rastojanje izmedu donora vodonicne veze (HBD) i sternog

centra.
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PLS Rastojanje Par MIF

Promenljiva koeficijent (A) &vorova  OPIS

var634 0,188 1,6-2.,0 N1_TIP Kratko rastojanje 1zvmedu akcepto.ra quomcne veze (HBA) i
sternog centra, izrazeno kod svih jedinjenja.

var677 0,246 18,8192 NI-TIP Rastojanje izmedu akceptora vodoni¢ne veze (HBA) i sternog

centra na suprotnim stranama jedinjenja.

Sve promenljive iz O—O korelograma imaju negativan uticaj na inhibitornu aktivnost prema PI3KJ.
Najizrazeniji doprinos pokazale su dve promenljive, var74 i var82, koje odgovaraju rastojanjima od
1,6-2,0 A i 48-5,2 A. Obe promenljive opisuju rastojanje izmedu dva donora vodoni¢ne veze i
izrazene su samo kod nekoliko jedinjenja Thz klastera. var74 se formira izmedu dva vodonika uree,
dok var82 opisuje odnos izmedu vodonika uree i vodonika amidne grupe.

Promenljiva var178 iz N1-N1 korelograma, u opsegu 15,2—15,6 A, takode ima negativan uticaj na
aktivnost. Kod jedinjenja Bzo klastera formira se izmedu azota 1,2,4-triazola i razli¢itih akceptora
vodoni¢ne veze u R supstituentu, dok se kod jedinjenja Thz klastera javlja izmedu kiseonika amidne
ili ureidne grupe i razli¢itih akceptora vodoni¢ne veze u Rz supstituentu. Ova promenljiva je jedna od
dve negativne promenljive formirane kod T1, dok kod B1 nije prisutna (Slika 4.36).

U DRY-O korelogramu izdvojena je promenljiva var310, koja odgovara rastojanju od 12,0-12,4 A i
opisuje odnos izmedu donora vodoni¢ne veze i hidrofobnog dela molekula. Ova promenljiva
pozitivno utilée na aktivnost i formira se izmedu amidnog vodonika 1 1,2,4-triazola kod
benzoksazepinskih derivata, odnosno izmedu kiseonika amidne ili ureidne grupe i benzenovog
prstena kod tiazolnih derivata.

DRY-N1 korelogram sadrzi promenljivu var355, u opsegu 2,0-2,4 A, koja opisuje optimalno
rastojanje izmedu MIF-ova formiranih imidazolskim ili 1,2,4-triazolskim prstenom kao hidrofobnim
delom 1 njegovim azotom kao akceptorom vodoni¢ne veze kod jedinjenja Bzo klastera. Kod
jedinjenja Thz klastera ova promenljiva se formira izmedu benzenovog prstena i akceptora vodoni¢ne
veze u Rj3 supstituentu.

Sve DRY-TIP promenljive pozitivno uti¢u na aktivnost. Medu njima se izdvaja var46l, koja
odgovara rastojanju od 16,4-16,8 A. Kod Bzo klastera ova promenljiva povezuje hidrofobni 1,2,4-
triazol sa razli¢itim Ry supstituentima kao sternim centrima. Kod Thz klastera najceSc¢e je izrazena
izmedu hidrofobnog benzenovog prstena i R3 supstituenta kao sternog dela molekula.

Promenljiva var527 iz O-N1 korelograma ima najvisi pozitivni PLS koeficijent u PI3K$ modelu.
Ova promenljiva, u opsegu 14,8-15,2 A, opisuje rastojanje izmedu donora i akceptora vodoni¢ne
veze. NajceSce se formira kod benzoksazepinskih derivata, izmedu vodonika amidne grupe i azota
1,2,4-triazola. Kod tiazolnih derivata var527 se javlja izmedu amidnog ili ureidnog vodonika 1 azota
pirazola ili kiseonika keto grupe iz R supstituenta.

Pozitivan doprinos inhibitornoj aktivnosti pokazuje i promenljiva var569 iz O-TIP grupe, koja
odgovara rastojanju od 3,6-4,0 A. Kod jedinjenja Bzo klastera ova promenljiva je izrazena izmedu
MIF-ova koji interaguju sa vodonikom amidne grupe, koji predstavlja donora vodoni¢ne veze, 1
kiseonikom koji predstavlja sterni centar. Kod jedinjenja Thz klastera, prvenstveno se formira izmedu
vodonika amidne ili ureidne grupe 1 metil grupe na poloZaju 4 tiazolnog prstena.

N1-TIP korelogram sadrzi dve vazne promenljive, var634 1 var677, koje odgovaraju rastojanjima od
1,6-2,0 A i 18,8-19,2 A. Obe promenljive opisuju rastojanje izmedu akceptora vodonicne veze i
sternog centra. Kod benzoksazepinskih derivata var634 se formira izmedu azota 1,2,4-triazola 1 metil
grupe ili vodonika, dok var677 opisuje odnos izmedu azota 1,2,4-triazola i amidne grupe. var634 je
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jedina negativna promenljiva formirana kod jedinjenja B1. Kod jedinjenja Thz klastera var634 se
formira izmedu azota tiazola 1 metil-supstituenta, dok se var677 javlja samo kod pojedinih tiazolnih
derivata, izmedu razli¢itih akceptora vodonic¢ne veze u R3 supstituentu i udaljenih delova R;
supstituenata kao sternog centra. Ova promenljiva je bila prisutna kod T1.
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Slika 4.36. Najvaznije pozitivne (crveno) i negativne (plavo) promenljive iz PI3K6 3D-QSAR
modela za jedinjenja A) B1 i B) T1; plave sfere predstavljaju N1 probe (donor vodoni¢ne veze),
crvene sfere O probe (akceptor vodoni¢ne veze), Zute sfere DRY probe (hidrofobni centri), a zelene
sfere TIP probe (sterna zarista).

4.3.4.11. Studija molekulskog dokinga PI3K¢ izoforme

Rezultati dokinga pokazuju da jedinjenja Bzo klastera formiraju vodoni¢nu vezu sa 6Val828.
Interakcija sa 6451836 nije uocCena, ali su uocene druge vodonicne veze, ukljucujuéi one sa 04rg830
18Ser831. Hidrofobni kontakti se formiraju sa 8//e758, 61le777, dTyr813, d1le825, 6Glu826, dVal827
161/e910 u zglobnom regionu. U afinitetnom dZepu su uo€ene interakcije sa dMet752 1 61/e910. Pored
toga, motiv selektivnosti formira T-oblikovanu n—n interakciju sa 67rp760.

Jedinjenja Thz klastera takode formiraju vodoni¢nu vezu sa 6Val828. U ovoj interakciji azot tiazolnog
prstena deluje kao akceptor vodoni¢ne veze, dok susedni azot iz ureidne ili amidne grupe deluje kao
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donor vodoni¢ne veze. Karbonilni kiseonik dodatno formira vodoni¢nu vezu sa 67rp760, dok
sulfonski derivati formiraju vodoni¢nu vezu sa 64sp911. Tiazolni zglobni vezuju¢i deo ostvaruje
razli¢ite hidrofobne kontakte, ukljucujuéi interakcije sa 073r813, 61le825, 6GIlu826, 5Val827,
OMer900 1 d0Phe908. Benzenov prsten 1 susedni supstituenti takode ucestvuju u hidrofobnim
interakcijama sa 61/e910 1 67yr813 u afinitetnom dzepu.

4.3.4.12.  Uporedna analiza rezultata PI3K0 izoforme

Povezivanjem rezultata dokinga sa PI3Kd 3D-QSAR modelom, kao klju¢ne promenljive izdvajaju se
var355 (DRY-NI1), var310 (DRY-O) i var527 (O-NI1), koje naglaSavaju znacaj povoljnih
hidrofobnih i donor—akceptor interakcija. Rastojanje obuhvac¢eno promenljivom var355, od 2,0-2,4
A, odgovara kratkom rastojanju izmedu vodoni¢ne veze sa 8Lys779 i hidrofobne interakcije sa
aminokiselinskim ostatkom 6//e825. Promenljiva var310, definisana u intervalu rastojanja 12,0-12,4
A, nalazi se u prostornom regionu koji odgovara poloZaju vodoni¢nih veza liganda sa
aminokiselinskim ostacima 647g830 1 dSer831, kao 1 hidrofobne interakcije fragmenta vezanog za
zglobni region sa 811e910. Promenljiva var527 (O-N1), u opsegu 14,8-15,2 A, odgovara vodoni¢nim
vezama u zglobnom regionu koje ukljucuju aminokiseline 6/al828 1 6Ser831.

Dodatne promenljive, var461 (DRY-TIP: 16,4-16,8 A) i var677 (N1-TIP: 18,8-19,2 A), ukazuju da
povecani sterni doprinos supstrukture susedne amidnoj grupi moze pojacati aktivnost prema PI3KS.
Ovakav doprinos je u skladu sa interakcijom ove strukture sa aminokiselinom 67rp760 1 njenim
rastojanjem od aminokiseline 8//e825. Nasuprot tome, var634 (N1-TIP: 1,6-2,0 A) ukazuje na sterni
raspored motiva vezujuceg dela dzepa aktivnosti koji je nepovoljan za d inhibiciju, $to se odrazava
kroz odsustvo veéeg broja interakcija ove strukture u dzepu.

Sveukupno, inhibicija PI3K3 oslanja se na snazno formiranje vodoni¢nih veza u zglobnom regionu i
stabilne hidrofobne kontakte u afinitetnom dZepu. Istovremeno, povoljniji profil aktivnosti zahteva
kompaktniju supstrukturu za vezivanje u afinitetni dZep i uvodenje voluminoznijeg dela koji
modifikuje selektivnost.

4.3.5. Uporedna analiza 3D-QSAR 1 doking studija sa definisanjem strukturnih determinanti
1 smernica za dizajn selektivnih PI3Ka inhibitora

Dalja analiza dobijenih rezultata je sprovedena sa ciljem razjasnjavanja strukturnih karakteristika
koje doprinose povecanju inhibitorne aktivnosti prema PI3Ka, uz istovremeno smanjenje aktivnosti
prema ostalim PI3K izoformama.

Za PI3Ka inhibitore je poznato da formiraju vodoni¢nu vezu sa alal851. Pored toga, prethodne
studije su pokazale da ciljanje interakcije sa nekonzerviranom aminokiselinom aG/n859 moze
predstavljati efikasnu strategiju za postizanje selektivne inhibicije PI3Ka [160]. U ovoj studiji je ovaj
pristup dodatno razmatran kroz analizu interakcija sa nekonzerviranim aminokiselinama, ocuvanje i
optimizaciju pozitivnih promenljivih PI3Ka modela, kao 1 smanjenje doprinosa njegovih negativnih
promenljivih. Istovremeno je bilo vazno smanjiti pozitivne, a povecati negativne promenljive u 3D-
QSAR modelima formiranim za PI3Kf, PI3Ky i1 PI3K3 izoforme.

Promenljive var481 (O-N1: 13,2-13,6 A) i var488 (O-N1: 16,0-16,4 A) iz PI3Ka modela opisuju
rastojanje izmedu akceptora i donora vodoni¢ne veze koji se nalaze na suprotnim stranama molekula.
O proba je povezana sa amidnom grupom, koja ucestvuje 1 u interakciji sa aGIn859, dok N1 proba
interaguje sa azotom triazolskog prstena jedinjenja B1 (Slika 4.37), koji se vezuje u afinitetni dZep.
Zbog toga ocuvanje akceptora vodoni¢ne veze u delu molekula koji se vezuje u afinitetni dzep moze
olaksati dizajn novih, potencijalno selektivnih PI3Ka inhibitora. Ova karakteristika je izraZena i u
PI3K6 modelu, ali ne i u modelima PI3K 1 PI3Ky, u kojima se javljaju promenljive nepovoljne za
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aktivnost, kao $to su var566 (O-TIP) i var291 (DRY-0) u PI3Kf modelu, odnosno var325 (DRY—

0) 1 var590 (O-TIP) u PI3Ky modelu.
O/\\
Fragment za

vezivanje za
afinitetni dZep

Fragment za
selektivnost

Slika 4.37. Jedinjenje B1 i njegovi delovi strukture.

Sa druge strane, u PI3Ka modelu je izdvojena promenljiva var528 (O-TIP), koja opisuje negativan
uticaj sternih osobina dela molekula susednog amidnoj grupi koja se vezuje za aGIn859, odnosno
pirolidinskog dela u jedinjenju B1 (Slika 4.37). Istovremeno, PI3K6 model sadrzi tri promenljive koje
ukazuju na pozitivan uticaj sternih osobina modifikatora selektivnosti na aktivnost prema PI3Ko:
var461 (DRY-TIP), var569 (O-TIP) i var677 (N1-TIP). Zbog toga bi modifikacija ovog dela
molekula, uz ocuvanje sposobnosti formiranja vodoni¢ne veze sa aG/n859, mogla predstavljati vaZzan
pravac u dizajnu novih jedinjenja.

Dodatno, promenljiva var397 (DRY-TIP) iz PI3Ka modela ukazuje na povoljan uticaj hidrofobnih
osobina triazolskog prstena i sternih osobina susednih supstituenata. Ova karakteristika nije povoljna
za inhibitornu aktivnost prema PI3KS9, Sto je prikazano promenljivom var634 (N1-TIP). Prema tome,
optimizacija sternih osobina ovih supstituenata moze doprineti povec¢anju PI3Ka aktivnosti, uz
istovremeno odrzavanje niZe aktivnosti prema PI3K3.

Pored navedenih karakteristika, dizajnirana jedinjenja treba da zadrZe sposobnost formiranja kljucnih
hidrofobnih interakcija sa aminokiselinama u afinitetnom dzepu PI3Ka enzima, ukljucuju¢i aMet772,
aPro778, alle800, alle848, aMer922 1 druge ostatke. Znafaj hidrofobnosti ovog dela molekula
podrzan je ve¢im brojem promenljivih PI3Ka modela, medu kojima su varl5 (DRY-DRY), var291
(DRY-O) 1 var397 (DRY-TIP).

4.3.6. Dizajn novih selektivnih PI3Ka inhibitora

Prethodne 3D-QSAR i1 doking analize ukazale su na nekoliko strukturnih karakteristika koje su vazne
za dizajn selektivnih PI3Ka inhibitora. Pre svega, potvrden je znacaj akceptora vodoni¢ne veze u delu
molekula koji se vezuje za zglobni region. Pored toga, kao povoljan pravac za razvoj PI3Ka-
selektivnih jedinjenja izdvojeno je ocuvanje ili povecanje hidrofobnih i sternih karakteristika dela
koji se vezuje u afinitetni dzep. Jo$ jedan vazan element dizajna predstavlja modifikator selektivnosti,
koji treba da sadrzi funkcionalnu grupu sposobnu za formiranje vodonicne veze sa nekonzerviranom
aminokiselinom, uz istovremeno smanjenje voluminoznosti ove supstrukture. Na osnovu ovih
smernica je primenjena strategija zamene osnovnog strukturnog skeleta, odnosno scaffold hopping,
radi pronalazenja novih hemijskih entiteta pogodnih za dizajn potencijalnih PI3Ka inhibitora. Tokom
ovog procesa su koriS¢ena specificna ogranicenja, kako bi izbor novih supstruktura bio usmeren ka
zeljenom profilu aktivnosti 1 selektivnosti.

Kao $ablon za dizajn novih, potencijalno selektivnih PI3Ka inhibitora je odabrano reprezentativno
jedinjenje iz benzoksazepinskog klastera. Konkretno, jedinjenje B1 (Slika 4.37), koje je u skupu
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podataka identifikovano kao najaktivnije jedinjenje i koje je dokovano u centroidnu konformaciju
aBzo2 PI3Ka (Tabela 4.10), koris¢eno je kao pocetna struktura za scaffold hopping pristup. lako su
u prethodnim analizama bili obuhvaceni i benzoksazepinski i tiazolni derivati, predstavnik Thz
klastera, jedinjenje T1, nije izabran kao Sablon. Razlog za to je njegova niza aktivnost prema PI3Ka
(pKi = 8,30) u poredenju sa jedinjenjem B1 (pKi = 10,52). Dodatno, rezultati MD simulacija pokazali
su da tiazolni derivat ostvaruje manje stabilnu interakciju sa aGIn859, ostatkom koji je vazan za
selektivnost prema PI3Ka izoformi. Nasuprot tome, benzoksazepinski derivat je pokazao stabilnije 1
povoljnije interakcije u vezivhom dzepu, posebno sa ostacima povezanim sa izoformno specifi¢nim
vezivanjem, ukljucujuéi aGIn859. Zbog toga je B1 predstavljao pogodniji Sablon za usmereni dizajn
selektivnih inhibitora.

Na osnovu polozaja i1 interakcija u vezivnom mestu, struktura jedinjenja B1 je podeljena na tri
prethodno definisane komponente: deo koji se vezuje za zglobni region, deo koji se vezuje u afinitetni
dzep 1 modifikator selektivnosti. Dizajn novih inhibitora je zatim sproveden kroz tri koraka. U prvom
koraku je primenjen scaffold hopping dela koji se vezuje za zglobni region. U drugom koraku je
izvedena zamena R-grupa dela koji se vezuje u afinitetni dZep i modifikatora selektivnosti. U
zavrSnom koraku su identifikovani delovi molekula medusobno kombinovani radi formiranja novih
struktura (Slika 4.38).
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Slika 4.38. Sablonska struktura i delovi strukture podvrgnuti scaffold hopping pristupu i zameni R-
grupa.
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Prvi korak obuhvatao je pretragu novih skeleta za fragment koji se vezuje za zglobni region. Tokom
ove pretrage su postavljena ograni¢enja polja, prema kojima novi skelet treba da interaguje sa poljem
na pribliZno istoj prostornoj lokaciji kao i pocetni fragment. Pored toga, primenjena su i farmakoforna
ograni¢enja, odnosno zahtev da novi skelet poseduje sli¢ne osobine akceptora vodoni¢ne veze. Na taj
nacin je pretraga bila usmerena ka delovima molekula koji mogu efikasno da ostvare interakciju sa
alal851 u zglobnom regionu.

Pocetna pretraga skeleta dala je niz novih struktura koje su zatim ukljucene u ostatak molekula.
Jedinjenja koja su sadrzala prvih 50 najbolje rangiranih fragmentata koji se vezuju za zglobni region
su pripremljena i podvrgnuta proceduri ansambl dokinga u sve Cetiri PI3K izoforme. Za skelete koji
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su nakon dokinga zadrzavali vodoni¢nu vezu sa alal851, dodatno je sprovedeno predvidanje
aktivnosti pomocu prethodno razvijenih 3D-QSAR modela, kako bi se procenile njihova aktivnost i
potencijalna selektivnost.

Novodizajnirana jedinjenja su analizirana na osnovu interakcija u aktivnom mestu i uporedena sa
vode¢im jedinjenjem B1, koje je sluzilo kao pozitivna kontrola. Nakon dokinga je utvrdeno da 24
jedinjenja zadrzavaju vodoni¢nu vezu sa aVa/851, kao i vodoni¢nu vezu sa aG/n859, koja je znacajna
za selektivnost prema o izoformi. Dodatna predikcija aktivnosti primenom razvijenih 3D-QSAR
modela pokazala je da 6 od ovih jedinjenja (Slika 4.39) ispoljava PI3Ka selektivnost, sa najmanje
desetostrukom razlikom u aktivnosti (Tabela 4.18). Odabrani skeleti mogu se svrstati u derivate
hromeno[3,4-d]imidazola (H1 1 H2), 2H-benzo[b][1,4]oksazina (H3), hinolina (H4), 3-
metoksipiridina (HS) 1 anizola (H6).
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Slika 4.39. Strukture dizajniranih jedinjenja sa novoodabranim skeletima za vezivanje u zglobnom
regionu.

Tabela 4.18. Predvidene pKi vrednosti za dizajnirana jedinjenja sa novoodabranim skeletima za
vezivanje u zglobnom regionu.

Jedinjenje Predvidene pK; vrednosti
PI3Ka PI3KB PI3Ky PI3KS
B1 (Vodece jedinjenje) 10,523 8,253 8,697 9,654

H1 10,038 6,984 6,659 8,776
H2 9,644 7,045 6,958 7,791
H3 9,522 6,235 7,499 8,295
H4 9,527 6,921 7,123 7,554
D5 9,980 7,026 7,530 8,075

Nakon identifikacije odgovarajuc¢ih fragmenata koji se vezuju za zglobni region je sprovedena
zamena R-grupa, sa ciljem pronalazenja novih delova pogodnih za vezivanje u afinitetni dZep i novih
modifikatora selektivnosti. Za modifikator selektivnosti su postavljena ogranienja polja, kao i
farmakoforna ogranicenja za donore i akceptore vodoni¢nih veza. Time je pretraga bila usmerena ka
delovima molekula koji mogu da se vezuju za aGI/n859 1 na taj naCin oCuvaju ili poboljSaju
selektivnost novodizajniranih jedinjenja. Medu dobijenim fragmentima su kao najpovoljniji izdvojeni
oni koji su pokazivali prethodno definisane karakteristike za selektivnu inhibiciju: formiranje
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ograni¢ene vodoni¢ne veze, smanjenu voluminoznost modifikatora selektivnosti i poveéanu
voluminoznost i hidrofobnost dela koji se vezuje u afinitetni dzep. Ovakav ishod podrzava scaffold
hopping pristup kao primenljiv nacin za identifikaciju novih hemijskih klasa inhibitora sa o¢uvanim
ili poboljsanim karakteristikama selektivnosti.

Dvadeset najbolje rangiranih delova za vezivanje u afinitetni dzep 1 modifikatora selektivnosti je
kombinovano sa Sest odabranih fragmenata koji se vezuju za zglobni region, a zatim su ovi fragmenti
medusobno kombinovani radi formiranja novih jedinjenja (Slika 4.38). Dobijena jedinjenja su zatim
podvrgnuta ansambl dokingu. Na osnovu povoljnih interakcija formiranih u aktivnom mestu PI3Ka
1 predvidenih aktivnosti, 23 dizajnirana jedinjenja su odabrana kao reprezentativni potencijalni
selektivni PI3Ka inhibitori (Slika 4.40, Tabela 4.19).
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Slika 4.40. Strukture dizajniranih jedinjenja sa novim vezuju¢im fragmentima za dzep afiniteta i
modifikatorima selektivnosti.

Konacni izbor delova za vezivanje u afinitetni dZzep obuhvatao je razlicite derivate 1,2,4-triazola,
povezane sa fragmentom koji se vezuje za zglobni region na polozaju 1’ ili 2" (Slika 4.40). I1zabrani
supstituenti imali su sli¢ne ili izraZenije voluminozne osobine, kako bi se pojacale sterne
karakteristike opisane 3D-QSAR modelima i1 na taj nacin podrzala aktivnost prema PI3Ka. Ovi
supstituenti, zajedno sa 1,2,4-triazolskim prstenom, ostvarivali su brojne hidrofobne kontakte unutar
afinitetnog dZepa aktivnog mesta enzima (Tabela 4.19).
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Tabela 4.19. 3D-QSAR predvidene pKi vrednosti, odabrani PI3K centroidi i klju¢ne interakcije u
vezivnom mestu za dizajnirana jedinjenja sa novim vezuju¢im fragmentima za dzep afiniteta i
modifikatorima selektivnosti; aminokiseline koje formiraju vodoni¢ne veze istaknute su podebljanim
slovima.

je(t)iilelljael:;a 31135)‘:5{ predvidene pKi Interakcije u vezivnom mestu
PI3Ka PI3KB PI3Ky PI3KS PI3Ka. PI3KB PI3Ky PI3K3
. Bz03: 191867, 11879, Bzol: Trp760, Asp787,
B1 (vodece aBz02: 11e800, 1/e848, Val851, BBzo4: Lys775, Trp787, Y
jedinjonje) 10:523 8253 8697 9.654 ¢ L O ey e IS5, Vaisss, vargsd GluS80. TleSS1. Val82, LysT79, [1e825, Val828,
Met953 Met900, 11910
. BBzo3: Lys775, Trp787, yBzo2: Tyr867, 11e879, 8Bzo5: Trp760, Asp787,
DI 10,038 6,984 6,659 8,776 ng§’524' 152’0805’;’3842%2';“’851’ Glu852, Val8s3, Glu8S0, 11e881, Val882, Tyr813, 11825, Val828,
eresd, J Val854, Met926 Met953 Met900, 11910
aBz02: 11e800, Tyr836, 1848, PBzod: Lys775, Trp787, 1355323: T;"rggé [ff%l‘;l z}BrZ;’lg T;fgg;‘*jig;’

D2 9,644 7,045 6,958 7,791 Vai851, Ser854, GIn859, 11e803, Val853, Val§54, ~¥5029, 1Jresn, ASposl, Jre S, A5ped, ’

Moroos Mot 11e879, GIu880, 11881, Val827, Val828, Ser831,
¢ ¢ Vai882, 11e963 Met900, 11910
aBzo2: Tyr836, 11e848, BBzo4: Lys775, Trp787, yBzo2: Trp812, Trp812, 8Bzol: Trp760, Tyr813,

D3 9,522 6235 7499 8,295 Val851, Ser854, GIn859, 11803, Vai853, Val854, 11e831, Tyr867, 1le879, 11825, Val828, Ser831,
Met922 Met926 Vai882, 11963 Met900, 11910
aB702: 11e800, Tyr836, 11848, PBzo3: LysT7s, Trp787, Y202 Tip812, lie83 1, dBzol: 7ip760, Asp787,

Lys833, Tyr867, Glu8s0, Tyr813, 11825, Val828,

D4 9,527 6,921 7,123 7,554 Val851, Ser854, GIn859, Glu852, Val853,

Moo Val8oA, Motort 11881, Val882, Met953, Ser831, Asp832, Thr833,
: 11963 Met900, 11910
0Bz02: Met772, 11e800, BBzo3: Trp787, 11803, }E;g?ﬁ”ifi ;”’riz 8Bzol: Trp760, Tyr813,
D5 9,980 7,026 7,530 8,075 Tyr836, lle848, Val8sl, Glu852, Val853, 10879, Ggs0, T8 1. 116825, Val828, Thrs33,
Ser854, GIn859, Met922 Val$54, Met926 : : : Met900, 11910
Vai882, 11963
) ) yBz02: Trp812, 11e831,
aBz02: Met772, 11800, BBzo4: Lys775, )

D6 9,195 7,057 6,579 7,640 Tyr836, lle848, Val851, Met779, Trp787, 11803, ]Lfe’s8%3’$;’gy}£ygf7’ ?,EIZS"Z; %Zg&;”;}j;%”em’
Ser854, GIn859, Met922 Val8S3, Val§S4, Met926 oiees 1o
aBz02: Met772, 11800, 11848

? y * BBzol: Trp787, Val853, yBzo3: Trp812, Tyr867, dBzol: Tyr813, 1/e825,

D7 9,286 7,395 7,154 8,047 35?95212 Ser854, GIn8S9, Val854, Me1926 116879, Val882, 1963 Val828, Met900, 11910
aBz02: 11e800, Asp810, /1e848, PBzo4: Lys775, Trp787, yBzo3: Trp812, Asp841, .

D8 9,356 7,043 6,057 7,884 Val851, Ser854, GIn859, Glu852, Val853, Tyr867, 11e879, Val882, ?}:’g‘z’;%gg ;}Z’t’ggg 1910
Met922 Val854, Met926 Met953, 11963 J g J
aBz02: 11e800, [/e848, Val851

Y ] > BBzol: Lys775, Trp787, yBzo3: Trp812, Tyr867, dBzol: Trp760, Lys779,
D9 9272 7,260 6,543 8,067 f:i;%sé‘; GIn8S9, Met922, Val853, Val854, Met926 11e879, Val882, 11e963 116825, Val828, Met900, 11910
16 0009 7197 7279 735 Bz02: Nle800, e84, Val8s1, 2?55532%;7553 TP787,  Baod: Tip812, 1e831, 11e879, 5BzoS: 11e825, Val828,
: : : 21 Ser854, GIn859, Met922 Val854. Mat026 11e881, Val882, 11963 Met900, 11910
aBzo2: Met772, 11e800, 11e848, PBzol: Lys775, Trp787, yBzo3: Trp812, 1le831, .

pii 9350 7216 7,573 7,944 Val851, Ser854, GIn8S9, Glu8S2, Val8s3, Tyr867, 11e879, Val882, %336”555% Vais2s,
Me922 Val854, Met926 Met953, 11963 '
aBz02: Met772, 11e800, BBzo5: Met779, 11803, . Bzol: Lys779, Asp787,

D12 8655 7,07 6504 7,371 Tyr836, lle848, Val8S1, Glu852, Val853, L‘Zg;”}igé;’"gmg’ Val882, 1,813, l1e825, Glus26,
Ser854, GIngs9, Met922 Val$54, Ser857, Glu858 g Asp897, Met900, 11e910

. BBzo3: Lys775, Trp787, yBzo3: Trp812, 1le831, 8Bzol: Trp760, 11e825,

D13 10377 6,588 7,537 8,897 ‘:/Bg’szl' 11638(;05,9T$8?;2,211e848, 11e803, Vul8S3, Val854, Tyr867, le879, Val882, Val828, Asp832, Thi833,

oSt Giness, Me Met926 Asp884, Ala885, 11e963 Met900, 11e910

D14 0484 6448 7308 8173 §f,z§’52; ]gi,os%g[/ii:gz?mﬂ’ EZ?%L }T)j;;; 11803, yfgrzggﬂrligg %2;3;2 ?}Z’;‘z’; 5;1;;263 AL/IJ:;g(g) Leoto

g g Val853, Val$54 Asp884, Alu885, 11963 g g J
aBzo2: Asp810, Tyr836, . vBz02: Tip812, 1le831, 8Bzol: Trp760, Lys779,

D15 8,033 6,603 4,944 6439 [le848, Val851, Ser854, ?/512052 %;g} iﬁg;é Lys833, 11e879, 11881, 11e825, Val828, Ser831,
GIn859, Met922 J J Val882, Ala885 Asp832, 1/e910
;’}'382(‘)’3: %6’87 175 ]‘Zgzg 8 BBzod: Lys777, YB202: Trp812, 1e831, 3Bzol: Trp760, 11e825,

D16 8317 6,660 5918 7,051 et Pt gso Met779, Trp787, 11e803, Lys833, 11879, Val882, Val828, Asp832, Tyr836,
Met923, Asp9%> g Val853, Val854, Met926 Ala885, 11963 Met900, 11e910
aBzo02: 11800, Asp810,

g g . YBzo3: Trp812, Asp841, 8Bzol: Trp760, Lys779,

D17 8200 6290 5300 6983 %gé’f g:f;ss‘; ng’gg; [Iflzg‘; LV{;Z;;Z ATZ;% Tyr867, 11e879, Val882, 116825, Val828, Asp832,

d » J g : Ala885, 112963 Met900, 11e910
Met922
aBzo2: Met772, 11e800, [/e84S, E;?;g; Af/fl’lg: He803, - Baod: Tip812, 1He831, 3Bzol: LysT79, Tyr813,
D18 8271 6,920 6,145 7,152 Vai851, Ser854, GIn859, TI836. SorsT Lys833, 11e879, Val882, 11e825, Val828, Met900,
Met922 by J 11e963, Asp964 11910, 1/e910
. vBzo4: Tip812, 1le831,
) BBz03: Met779, Trp787, )
D19 S112 689 5072 6767 CB702: HeB0O. MIeB4S, Valsst, oty b ih T Tys833, 11e879, Val8s2, 5Bzol: Lys779, Asp787,

Ser854, GIn859, Met922

Ser857, Glu858
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Ala885, Met953, 11e963,
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Oznaka  3D-QSAR predvidene pKi

jedinjenja  vrednosti Interakcije u vezivnom mestu

0Bz02: Met772, lle8483, BBzo3: Lys739, VB204: [1e831, Lys833, 11e879, sp 1 oo o oo

D20 7,699 6,099 5,004 6382 Vai851, Ser854, GIn859, Met779, Trp787, Val882, Met953, 11963, o ;;’5 }\/}vft‘)OO’ ny:no’
Met922, Asp933 Val853, GIu858 Asp964 €62, MelUL, fie
0Bz02: Met772, lle8483, ) yBzo3: 11879, Glu8S0, 8Bzol: Trp760, I1e825,

D21 8,140 6,581 5,711 6,898 Val850, Vai851, Ser854, E/B;"Si' A;ej;g A‘j’e’f‘g{) Val882, Lys883, Asp88s, Vai828, Ser831, Met900,
GIn859 41833, 5erdst, Met953, 11963 11e910
aBzo2: Met772, Trp780, BBzo3: Trp787, vYBzo5: 11e879, Glu880, < X

D22 8,143 6,655 5,822 6,968 1le800, lle848, G849, Val850, Glu852, Val853, Val882, Ala885, Met953, i’/]:lzs"z; Zggfg 11825,
Vai851, Ser854, Met922 Val854, Met926 11e963 g
aBzo2: Met772, Pro778, BBzo3: Met779, vYBzo3: Tip812, 1le831, < X

D23 8,621 6,738 5233 7,011 Ile800, lle848, Val850, Val851, Trp787, 1/e803, Glu852, Tyr867, lle879, Glu880, ?P;;’;%;ggﬁggg 1910
Ser854, GIn859, Met922 Val853, Val854, Met926 Val882, Ala885, I1e963 €64, VaIRLs, Metlh, lie

Kao povoljni modifikatori selektivnosti izdvojene su tri grupe fragmenata koje su pokazale
odgovarajuce doking poze i bile potvrdene 3D-QSAR predvidenim aktivnostima. Ovi modifikatori
obuhvatali su derivate amida (D13 i D14), uree (D16, D18, D19, D20, D22 i D23) i karbonohidrazon-
diamida (D15, D17 1 D21) (Slika 4.40). Svako od ovih jedinjenja formiralo je najmanje jednu
vodoni¢nu vezu sa aGIn859, ¢ime je dodatno podrzana njihova potencijalna selektivnost prema
PI3Ka izoformi (Tabela 4.19).

Za sva dizajnirana jedinjenja je provereno da li se nalaze unutar prethodno definisanog domena
primenljivosti razvijenih modela (Slika 4.41). Predvidene pKi vrednosti novodizajniranih PI3K
inhibitora ukazale su na izraZeniji afinitet prema PI3Ka izoformi, $to je bilo u skladu sa osnovnim
ciljem dizajna, odnosno postizanjem izoformne selektivnosti. Ve¢ina jedinjenja je pokazala visoke
predvidene afinitete prema PI3Ka, pri cemu su pojedina jedinjenja dostigla pKi vrednosti iznad 9,5,
Sto ukazuje na potencijalnu nanomolarnu potentnost. Kao najpotentniji kandidati izdvojila su se
jedinjenja D13, D1, D5, D2, D4 i D3.
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Slika 4.41. Williams-ovi grafici, sa definisanim domenima primenljivosti, za dizajnirana jedinjenja u okviru
3D-QSAR modela PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky i PI3KS.

Poredenje predvidenih afiniteta izmedu izoformi dodatno je pokazalo da veliki broj dizajniranih
jedinjenja ispoljava znac¢ajnu selektivnost prema PI3Ka. Na primer, jedinjenje D13 je pokazalo veliki
prozor selektivnosti u odnosu na PI3Kf (ApKi = 3,8), dok je jedinjenje D1 bilo izrazito selektivno u
odnosu na PI3Ky i PI3Kf. Povoljan profil selektivnosti pokazala su i jedinjenja D3, D8 i D14, kod
kojih su ApKi vrednosti ¢esto bile ve¢e od 2 u odnosu na najblizu off-target izoformu. Dodatna
jedinjenja, ukljucujuéi D6, D7, D9 i D11, takode su zadrzala dobar predvideni afinitet prema PI3Ka,
ali sa umerenijim razlikama u selektivnosti u poredenju sa najboljim kandidatima. Zbog toga se ova
jedinjenja mogu posmatrati kao obecavajuéi derivati, ali i kao strukture koje bi mogle zahtevati dalju
optimizaciju radi smanjenja preostale aktivnosti prema PI3Kp ili PI3Ko izoformama.

Jedinjenja iz serije D15-D22 zadrzala su profile selektivnosti uz umerene predvidene afinitete, Sto
ukazuje na njihov potencijal za dalju optimizaciju u pravcu PI3Ka inhibitora. Jedinjenje D23 je
pokazalo umerenu aktivnost i izrazenu selektivnost u odnosu na ostale izoforme, pri ¢emu je najmanja
razlika iznosila ApKi = 1,6 u odnosu na PI3Kd. Nasuprot tome, pojedina jedinjenja, ukljucujuc¢i D10
1 D11, imala su uravnoteZenije afinitete prema svim izoformama, $to moze ukazivati na ve¢i rizik od
off-target aktivnosti. Sveukupno, jedinjenja D1, D2, D3, D4, D5, D13 i D23 mogu se izdvojiti kao
najperspektivnije vodece strukture za dalju optimizaciju.

Jedinjenje D1, koje pripada grupi jedinjenja sa najviSim predvidenim aktivnostima prema PI3Ka,
formiralo je tri vodoni¢ne veze i brojne hidrofobne interakcije u aktivnom mestu ove izoforme (Slika
4.42A). Kiseonik fragmenta koji se vezuje za zglobni region, 3,4-dihidrohromeno|[3,4-d]imidazola,
delovao je kao akceptor vodoni¢ne veze u interakceiji sa aVal/851. Deo koji se vezuje u afinitetni dzep,
odnosno triazolski prsten i susedna izopropil grupa, formirao je ugljenik-vodoni¢nu vezu sa a4sp810,
kao i brojne hidrofobne interakcije sa aMet772, aPro778, alle800, alys802, alle848 1 aMet922.
Ovakav obrazac vezivanja je u skladu sa 3D-QSAR rezultatima, koji ukazuju na znacaj hidrofobnog
dela molekula (varl5, var291, var397) 1 njegovog voluminoznog supstituenta (var397). Amidna
grupa povezana sa pirolidinskim prstenom formirala je dve vodoni¢ne veze, sa aGIn859 i aSer854.

Pri vezivanju za B izoformu (Slika 4.42B), D1 je pokazalo slican nacin vezivanja kao vodece
jedinjenje, pri ¢emu se za BVal854 u zglobnom regionu vezuje preko imidazolskog prstena. Zbog
takvog poloZzaja jedinjenje ne doseze u potpunosti afinitetni dzep 1 formira manji broj hidrofobnih
kontakata, ukljucujucéi interakcije sa BGlu852, BVal853, fMet926 1 B1le936. Ovakav nacin vezivanja
mozZe objasniti nisku predvidenu aktivnost D1 prema PI3K. Amidna grupa se vezivala za BLys775,
ali nije ostvarivala interakciju sa fAsp862, analogom aGIn859.

U PI3Ky izoformi (Slika 4.42C), kiseonik hromenskog dela D1 formirao je vodoni¢nu vezu sa
vVal882, uz hidrofobne kontakte sa yVal882, yMet953 1y1le963. Triazolski prsten je takode ostvarivao
interakcije sa yI1e963, a dublje u afinitetnom dzepu i sa y737867, yCys869 1 yIle§79. Amidna grupa u
ovoj izoformi nije formirala vodoni¢ne veze.

U PI3Ko izoformi (Slika 4.42D), kiseonik hromenskog dela formirao je vodoni¢nu vezu sa dVal828
u zglobnom regionu. Azot triazolskog prstena na polozaju 2’ formirao je vodoni¢nu vezu sa 677813,
dok su triazolski prsten i izopropil grupa ostvarivali hidrofobne alkil-hidrofobne kontakte sa 8//e910,
07yr813 1 8lle825. Pirolidinski prsten je ostvarivao interakciju sa 87rp760. Suboptimalni nacini
vezivanja D1 u PI3Kf i PI3Ky izoformama mogu objasniti njegove niZe predvidene aktivnosti
dobijene 3D-QSAR analizom.
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Slika 4.42. 3D (levo) 1 2D (desno) prikaz bioaktivnih konformacija D1 i interakcija sa A) PI3Ka, B)

PI3Kp, C) PI3Ky i D) PI3K$ izoformama; tamnozeleno — konvencionalne vodoni¢ne veze,
svetlozeleno — ugljenik-vodoni¢ne veze, srednje zeleno — van der Waals-ove interakcije, ljubicasto
— T-oblikovane n—m interakcije, roze — alkil 1 m—alkil interakcije, narandzasto — m=—sumpor

interakcije.
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Jedinjenje D19, koje je pokazalo slabiji u€inak u odnosu na ostala dizajnirana jedinjenja, ima nizu
predvidenu PI3Ka aktivnost, ali je zadrzalo selektivnost u odnosu na druge izoforme. U aktivhom
mestu PI3Ka, azot hinolinskog fragmenta koji se vezuje za zglobni region formira vodoni¢nu vezu
sa alal851. Uocena je i ugljenik-vodoni¢na veza sa aVal850. Hinolinski prsten dodatno formira T-
oblikovanu n—n interakciju sa aZrp780 i vise hidrofobnih interakcija sa razli¢itim aminokiselinama,
ukljucujuci alle800, aMer922 i alle932. Deo koji se vezuje u afinitetni dzep formira alkil-interakciju
sa alle848, sto je u skladu sa nizom predvidenom aktivno$éu prema o izoformi. Urea formira dve
vodonicne veze sa aSer854 1 jednu sa aGIn859.

U kompleksu sa PI3Kf, azot hinolinskog prstena se vezuje za zglobni region vodoni¢nom vezom sa
BVal854, ugljenik-vodoni¢nom vezom sa f7rp787 i n—alkil interakcijom sa fVa/853. Triazolski prsten
formira dva hidrofobna kontakta sa BMet779 1 BIle803, dok se izopropil grupa vezuje za Bl/e936.
Urea formira dve vodoni¢ne veze sa fSer857 i jednu sa BGlu857.

Kada je jedinjenje D19 vezano za y izoformu, hinolinski prstem veziuje za yVal882 samo preko n—
alkil interakcije, dok urea formira vodoni¢nu vezu sa istim ostatkom. Dodatni hidrofobni kontakti
fragmenta koji se vezuje za zglobni region ostvaruje se sa y//e963, yTyr867 1 yMet953. Urea takode
formira vodoni¢nu vezu sa yAla885. Azot triazola na polozaju 3’ i1 kiseonik hidroksilne grupe
formiraju dve vodoni¢ne veze, dok vodonik hidroksilne grupe formira vodoni¢nu vezu sa yAsp964.
Triazolski prsten dodatno ostvaruje m—alkil interakciju sa yIle879, dok je izopropil grupa formira dve
alkil-hidrofobne interakcije sa y//e831 1 yIle879. Narusen nacin vezivanja u aktivnom mestu PI3Ky
odgovara veoma niskoj predvidenoj aktivnosti D19 prema ovoj izoformi.

Kompleks PI3K&-D19 sadrzi jednu konvencionalnu vodoni¢nu vezu i jednu ugljenik-vodoni¢nu
vezu sa dVal828 u zglobnom regionu. T-oblikovana n—n interakcija formira se izmedu piridinskog
prstena i 6Mer900, dok ostali hidrofobni kontakti ukljucuju interakcije sa 0Lys833, dVal827 1 611e910.
Etil grupa formira cetiri alkil-hidrofobna kontakta sa 06737813, 061le825, &Val828 1 611e910.
Aminokiselina 67rp760 dodatno formira jednu T-oblikovanu n—r interakciju sa triazolskim prstenom
1 alkil-interakciju sa izopropil grupom.

4.3.7. Strukturno zasnovani virtuelni skrining

Radi identifikacije novih kinaznih inhibitora sa aktivnos$¢u i1 potencijalnom selektivno$¢u prema
PI3Kao, primenjen je SBVS metod koriS¢enjem LDA-zasnovanog protokola. Virtuelni skrining je u
ovoj studiji koriS¢en kao strategija za ispitivanje Sireg hemijskog prostora i identifikaciju novih
PI3Ka inhibitora. Budu¢i da se tradicionalni pristupi otkrivanju lekova cCesto zasnivaju na
ograni¢enim regionima hemijskog prostora definisanim poznatim aktivnim jedinjenjima, njihova
primena moze ograni€iti pronalaZenje strukturno novih i potencijalno efikasnijih inhibitora. Zbog
toga je pretraga velikih 1 raznovrsnih biblioteka jedinjenja primenjena sa ciljem proSirenja hemijskog
prostora dostupnog za identifikaciju potencijalno aktivnih PI3Ka inhibitora.

Ovakav pristup je omogucio razmatranje novih molekulskih struktura i farmakofornih karakteristika
koje nisu zastupljene u trenutno poznatim PI3Ka inhibitorima, ¢ime se povefava mogucénost
identifikacije jedinstvenih i potentnih hemijskih klasa jedinjenja. U nastavku su prikazani rezultati
virtuelnog skrininga, ukljucujuéi prioritizaciju najbolje rangiranih hitova 1 analizu njihovih
predvidenih interakcija sa vezivnim mestom PI3Ka.

U SBVS proceduri je koriS¢ena konacna baza od 318 aktivnih 1 2178 neaktivnih jedinjenja. Kao
Sabloni za SBVS protokol su izabrana tri centroida dobijena iz MD simulacija: aBzol, aThz2 i aThz4
(Tabela 4.20). U LDA modelu su koris¢eni H 1 DRY—O skorovi. Ukupna AUC vrednost iznosila je
0,99, dok su faktori obogacenja pri 0,5%, 1%, 2% i 5% iznosili 0,78, 0,83, 0,89 1 0,93, redom (Slika
4.43).
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Slika 4.43. ROC kriva LDA-SBVS modela.

Razvijeni model je zatim primenjen za skrining Enamine biblioteke inhibitora kinaza. Trideset
jedinjenja sa najviSom predvidenom aktivnosc¢u je podvrgnuto ansambl dokingu. Dobijena jedinjenja
su poredena sa vodeé¢im jedinjenjem B1, koje je koris¢eno kao pozitivna kontrola. Jedinjenja sa
povoljnim doking pozama su zatim dodatno analizirana primenom 3D-QSAR modela radi
predvidanja aktivnosti (Slika 4.44). Na osnovu ovih analiza je za dalju procenu odabrano osam
jedinjenja (Tabela 4.20). Odabrana jedinjenja pripadaju razli¢itim heterociklicnim klasama, medu
kojima su derivati tienopirimidina, pirazol-karboksamida, indazola, hinazolinona, hinazolina i 1,2,4-
oksadiazola.
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Slika 4.44. Strukture jedinjenja odabranih postupkom SBVS.
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Tabela 4.20. 3D-QSAR predvidene pKi vrednosti, odabrani PI3K centroidi i klju¢ne interakcije u
vezivnom mestu za jedinjenja dobijena postupkom SBVS; aminokiseline koje formiraju vodoni¢ne
veze istaknute su podebljanim slovima.

Identifikator u

.Ou‘m‘k A Enamine bazi LDA 3D_QSAB predvidene pKi Interakcije u vezivnom mestu
jedinjenja skor vrednosti
podataka
PI3Ka PI3KP PI3Ky PI3KS PI3Ka PI3KB PI3Ky PI3K3
aBzo2: 11e800, BBzo4: Lys775, yBzo3: 137867, dBzol: Tip760,
B1 (vodece 11e848, Vai851,  Trp787, 11e879, Glu880,  Asp787, LysT79,
jedinjenje) fo 10523 8253 8697 9.654 ¢ 854 GIngS9,  GluSS2, ValSs3, lle831. Vul882,  11e825, Val828,
Met922 Val854 Met953 Met900, 11910
. . dBzol: Val828,
‘;‘2;0521 %’l‘ggg’ BBzo2: Val854, g%g‘z‘ Ljsssgg‘,‘ Asn836, Arg830,
VS1 7354333368 3,801 8292 6,160 7458 6,993 : * Val853, Met926, P AP 11910, Met900,
Mer922, 11e932, o 11e831, 11e879, 000 00
T9r836 ¢ 11963, Met953 o2 P IRY,
Ti1813
oThz4: Val851,
Ser854, Asn853,  PBzoS: Val854, yBzo3: Val882, 8Bzo3: Val828,
VS2 71633943065 2,983 7,385 5,664 6556 6,106 I[e800, [le848,  Val853, Met119, Ala88S, le831, Ser831, [le910,
Val850, Met922,  Trp787, 11e803  11e879, 11963 Met900, Met752
11e932
) 5Bzol: Val828,
;Erzs";‘i GV’:lgg?’ BBzo3: Vai854, yBzo5: Lys833, Asn836, Glu826,
VS3 743963691 2879 6,788 5721 6,170 6,647 725 PSS TipTs, Asp964, 11e831, 11910, Met900,
are, Mo Met926, 11e803  11e879, 11963 11e825, Trp760,
T9r836
813
j]fgzg’szé I:;lslif;ls}, BBzo3: Val854, yBzo5: Asp884, SBzol: Vai828,
VS4 726552865 2469 7,027 6,631 7,185 8,566 His855, ll800, /853, Ser857, Val882, Ala88s,  Arg830, l1e910,
Tegds. vasso, 1929, 11e879, 11e963,  Met900, 11825,
o3 Met926, 11e803  Met953 Trp760, Tyr813
aBzo2: Val851 pBzo4: Val853 8Bzo4: Val828
; * yThz4: Lys833 :
Asn853, 11800,  Ser857, Val8s3, " " 116910, Met900,
VS5 7298834140 2356 7.547 6356 6986 7848 R0V l0” Moo, ;;2181234}1161;231, 116825, Tipf760.
Met922, 11e932  Trp787, 11e803 ’ 1813
aBzo2: Val851, . .
Ser854, Arg770,  PBzo5: Val854, LTsh;z;‘V}"llfg]’ gfrzg‘?l ‘I/ngfg’
VS6 7535396046 2,173 6,437 6445 7,057 7,278 Trp780, Vai850,  Ser857, Trp787, 4 P70% ’ : :
11e879, 11e963,  Met900, 11825,
Met922, 11e932,  I1e803 Mor933. TRy 760
71836 AP p
aThz4: Val851 yBzo2: Val882, 6Bzol: Val828
* PBzo3: Vul853, ’ '
Ser854, Asn853, Tyr867, 1831,  Glu826, 11e910,
V87 21823628270 2,128 7,209 6,009 TAIL 7,329 1es0” 193, %S;g %377759 11e879, 11e963,  Met900, 11825,
Tyr836 prel, Met953, Trp812  Trp760, 11813
aBzo2: Val851, .
GIng859, Ser854,  PBzo2: Ser857, yBzo3: Val882, BGEZ;);VIZ%Z]%
VS8 7226221758 2,056 7,158 6,148 6,635 7,142 [le800, le848,  Tip787, LysT77, Asp964, l1e879, : :

Val850, 11e932,
7836

11€936, 11e803

11963

Met900, 11825,
Trp760

Odabrana jedinjenja su dodatno analizirana pomoc¢u Williams-ovog grafika, kako bi se proverilo da
li se nalaze unutar prethodno definisanog domena primenljivosti (Slika 4.45).
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Slika 4.45. Williams-ovi grafici, sa definisanim domenima primenljivosti, za jedinjenja dobijena
postupkom LDA-SBVS u okviru 3D-QSAR modela PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky 1 PI3K6.

Sva odabrana jedinjenja su pokazala interakcije sa zglobnim regionom, pri ¢emu je formirana
vodoni¢na veza sa alal851. Pored toga, kod ovih jedinjenja su uocene i1 vodoni¢ne veze sa
nekonzerviranim aminokiselinama. Jedinjenja VS1, VS3 1 VS8 formirala su vodoni¢nu vezu sa
aGIn859, a sva tri sadrze amidnu grupu odgovornu za ovu interakciju. Jedinjenja VS2, VS4, VSS i
VS7 formirala su vodoni¢nu vezu sa a4sn853. Dodatno, VS4 je formirao vodoni¢nu vezu i sa
aHis855 iz hidrofobnog regiona, dok je VS6 ostvario vodoni¢nu vezu sa aA4sn770, smesStenim u P-
petlji.

Medu odabranim jedinjenjima, VS1 je imalo najvisi LDA skor 1 najviSu predvidenu pKi vrednost
prema PI3Ka. Aminski vodonik, koji povezuje piperidin i tienopirimidin, vezivao se za alal851.
Karbonilni kiseonik amidne grupe je formirao vodoni¢nu vezu sa aGIn859, Sto ukazuje na potencijal
ovog jedinjenja za selektivnost prema o izoformi. Tienopirimidinski prsten je ostvarivao razlicite
hidrofobne kontakte, ukljuc¢uju¢i n—alkil interakciju sa alal/850 u zglobnom regionu, n—sumpor i T-
oblikovane n—m interakcije sa a7yr836, kao 1 m—alkil interakcije sa a//e932 1 aMer922 u afinitetnom
dzepu.
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Predvidene pKi vrednosti jedinjenja dobijenih skriningom su zatim procenjene i prema drugim
izoformama, PI3Kf, PI3Ky i1 PI3Ko, radi sagledavanja njihovih profila selektivnosti. Medu osam
analiziranih jedinjenja, VS1 i VS2 su pokazala najizrazeniju predvidenu selektivnost prema PI3Ka
izoformi. Za VS1 je predvidena pKi vrednost od 8,29 prema PI3Ka, uz nize afinitete prema PI3Kf,
PI3Ky i PI3KJ, Sto odgovara razlici ve¢oj od 100 puta izmedu PI3Ka i PI3Kf. Sli¢no tome, VS2 je
pokazalo pKi vrednost od 7,39 prema PI3Ka, uz selektivnost ApKi > 1 u odnosu na PI3Kf i PI3KJ9,
Sto ukazuje na izrazeniji afinitet prema o izoformi.

Nasuprot tome, jedinjenja VS4, VS5 1 VS6 pokazala su vise predvidene afinitete prema PI3K6 nego
prema PI3Ka, Sto ukazuje na slabiju selektivnost prema o izoformi. Konkretno, za VS4 je predvidena
pKi vrednost od 8,57 prema PI3K9, u poredenju sa 7,93 prema PI3Ka, sto ukazuje na d-selektivni
profil.

Jedinjenja VS3, VS7 i VS8 pokazala su umerenu aktivnost prema PI3Ka, ali uz skromnu selektivnost
u odnosu na PI3Kp, naj¢esce sa ApKi = 1. Njihove predvidene aktivnosti prema PI3Ky i PI3KJ bile
su uporedive sa aktivnosc¢u prema PI3Ka, $to ukazuje na ogranic¢enu sposobnost razlikovanja
izoformi.

Sveukupno, VS1 i1 VS2 se izdvajaju kao najperspektivniji kandidati za selektivnu inhibiciju PI3Ka
(Tabela 4.20). Preostala jedinjenja ili nisu pokazala dovoljnu selektivnost ili su ispoljila izrazeniju
aktivnost prema drugim PI3K izoformama, posebno prema PI3KJ, zbog Cega bi mogla zahtevati
dodatnu strukturnu optimizaciju radi poboljSanja a-selektivnosti.

Ovi rezultati pruzaju preliminarne dokaze o hemijskim tipovima koji bi mogli selektivnije delovati
na PI3Ka u odnosu na druge izoforme. Ipak, posto ovaj korak predstavlja pocetnu fazu identifikacije
selektivnih inhibitora, neophodne su dodatne in silico i eksperimentalne studije kako bi se validirale
predvidene interakcije, procenila bioloska aktivnost 1 dalje optimizovale selektivnost i farmakoloske
osobine.

4.38. Ispitivanje hemijskog prostora pokrivenog ispitivanim jedinjenjima

PCA analiza je izvedena na osnovu svih GRIND-2 deskriptora iz 3D-QSAR analize jedinjenja koja
interaguju sa PI3Ka, radi ispitivanja hemijskog prostora pokrivenog svim ispitivanim jedinjenjima.
PCA je sprovedena koriS¢enjem prve dve glavne komponente, koje zajedno definisu ravan u kojoj je
predstavljena glavna varijacija u podacima. PCA grafik pokazuje da Cetiri grupe jedinjenja zauzimaju
razli¢ite regione hemijskog prostora (Slika 4.46). Jedinjenja Bzo klastera formiraju kompaktan
klaster, dok se jedinjenja Thz klastera Sire ka novim oblastima i1 time doprinose raznovrsnosti.
Dizajnirana jedinjenja pokrivaju najSiri 1 najraznovrsniji prostor, §to ukazuje na njihovu visoku
unutras$nju raznolikost. VS jedinjenja zauzimaju zaseban region, uz odredeno preklapanje sa drugim
klasterima, $to dodatno potvrduje njihove razli¢ite hemijske karakteristike. Sveukupno, svaka grupa
jedinjenja ispituje razliCite delove hemijskog prostora, §to je vazno za povecanje raznovrsnosti u
otkrivanju lekova i dizajnu novih jedinjenja.
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Slika 4.46. PCA grafik skupa podataka, dizajniranih 1 VS jedinjenja na osnovu svih GRIND-2 3D-
QSAR deskriptora.
4.3.9. In silico ADMET profilisanje seta podataka, dizajniranih i VS jedinjenja

Za in silico procenu novodizajniranih inhibitora su izraCunati razliciti fizickohemijski parametri,
skorovi sloZenosti sinteze (Tabela 4.21) i farmakokinetickih osobina (Tabela 4.22). Lipofilnost
jedinjenja je procenjena na osnovu MlogP vrednosti. Dobijeni rezultati su pokazali da jedinjenja D1,
D2, D3, D4, D5, D13, D23, VS1 i VS2 imaju povoljne profile permeabilnosti i rastvorljivosti, $to
ukazuje na potencijalno dobru oralnu bioraspolozivost. Za ve¢inu ovih molekula je bilo ispunjeno 1
Lipinskijevo ,,pravilo petice*. Kada je analizirano vezivanje za proteine plazme, navedena jedinjenja
su pokazala udeo nevezanog leka u plazmi u opsegu slinom onom koji je dobijen za vodece
jedinjenje B1.

Potencijal za nepovoljan metabolicki profil je takode ispitan. Za jedinjenja D3 i D13 je uocen visi
CYP-povezan rizik u poredenju sa B1, §to moZe ukazivati na potencijalno brzi klirens. Nasuprot
tome, jedinjenja D1, D2, D4, D5, D23, VS1 i VS2 pokazala su povoljnije metabolicke profile u
odnosu na vodece jedinjenje. Sva navedena jedinjenja, kao 1 B1, identifikovana su kao P-gp supstrati.

Predikcije toksi¢nosti su ukazale na potencijalnu hERG inhibiciju za D4 1 D13, $to nije uoceno kod
B1. Sa druge strane, D1, D2, D3, D5, D23, VS1 i VS2 nisu pokazali visok rizik u pogledu
kardiovaskularne bezbednosti. Ukupni rizik toksicnosti bio je visi za D2, D3 1 VS2 u poredenju sa
B1, dok su D1, D4, D5, D13, D23 i VS1 ostali u povoljnijem bezbednosnom opsegu.

Skorovi slozenosti sinteze pokazali su da je D1 sintetski zahtevniji od B1, §to se moze povezati sa
vec¢om molekulskom kompleksnoséu. Medutim, jedinjenja D2, D3, D4, D5, D13, D23, VS1 1 VS2
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imala su nize skorove sintetske zahtevnosti u odnosu na vodeée jedinjenje, Sto ukazuje na
potencijalno jednostavniji postupak sinteze.

Sveukupno, jedinjenja D1, D13, D23, VS1 i VS2 pokazala su povoljne predvidene fizickohemijske i
farmakokineticke osobine koje su unapredene u odnosu na B1. Pri tome se D13 izdvaja po viSim
metabolickim 1 hERG-povezanim rizicima, D1 po vecoj sintetskoj zahtevnosti, dok su D2, D3 1 VS2
pokazali povecan rizik u pogledu toksi¢nosti. Nasuprot tome, D4, D5, D23 i VS1 izdvojili su se kao
strukturno dostupni kandidati sa uravnotezenim ADMET profilima, zbog Cega predstavljaju
obecavajuce alternative za dalju optimizaciju (Slika 4.47).

Tabela 4.21. Fizickohemijska svojstva i skorovi sloZenosti sinteze dizajniranih i VS jedinjenja
dobijeni pomocu SwissADME servera.

Oznaka Lipinski Synthetic

jedinjenja MW MLOGP #violations TPSA Accessibility

Bl (Vodebe ;7 4 1,23 0 104,09 4,16

jedinjenje)
H1 401,37 0,78 0 114,95 3,85
H2 393,44 1 0 114,95 4,08
H3 409,44 0,23 0 118,61 4,11
H4 397,45 0,31 0 119,03 3,87
HS5 425,46 1,07 0 114,95 4,14
H6 407,47 0,96 0 124,94 4,12
D1 437,49 1,08 0 114,95 4,33
D2 429,42 1,63 0 114,95 4,11
D3 411,43 1,52 0 114,95 4,11
D4 397,41 1,22 0 114,95 3,3
D5 393,44 0,73 0 135,18 3,97
D6 437,54 1,39 0 114,95 4,03
D7 401,44 1,06 1 114,95 3,76
D8 437,54 2,07 0 114,95 4,12
D9 387,37 1,5 1 135,18 3,74
D10 425,48 1,41 0 114,95 4,38
D11 381,43 2,06 0 114,95 3,48
D12 397,43 1,56 0 119,03 3,57
D13 397,43 1,29 0 114,95 3,58
D14 391,39 1,22 1 154,28 3,73
D15 397,43 0,55 0 114,95 4,12
D16 421,5 1,18 0 154,28 4,23
D17 389,36 1,09 0 143,97 3,77
D18 399,45 1,34 0 127,82 3,9
D19 393,44 1,34 0 148,05 3,32
D20 395,46 1 0 148,05 3,69
D21 408,46 0,6 0 178,17 3,52
D22 393,44 1 0 143,97 4,07
D23 401,37 0,78 0 123,74 3,81
VSi1 304,41 1,74 0 58,12 2,78
VS2 340,38 0,72 0 100,02 2,98
VS3 424,45 2,41 0 103,95 2,96
VS4 474,47 2,04 1 129,49 3,19
VS5 401,46 2,67 0 94,74 3,05
VS6 344,41 1,69 0 87,32 3,67
VS7 345,39 2,95 0 71,95 2,41
VS8 397,74 2,81 0 91,24 3,03

MW — molekulska masa; MLOGP — Moriguchi logP, deskriptor lipofilnosti; TPSA — topoloska polarna povrsina; Lipinski #violations
— broj odstupanja od Lipinski pravila petice; Synthetic Accessibility — skor sloZenosti sinteze, pri ¢emu nize vrednosti ukazuju na
laksu, a viSe vrednosti na zahtevniju sintezu.
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Tabela 4.22. Farmakokineticka svojstva dizajniranih i VS jedinjenja dobijena pomo¢u ADMET
Predictor softvera.

Oznaka jedinjenja BBB Filter LogBB hum fup% Pgp Substr CYP Risk hERG Filter TOX Risk

B1 (Vodecée jedinjenje) Low (40%)  -1,246 23,845 Yes (88%) 0,422 No (66%) 1,5
H1 Low (77%) -1,496 21,58 Yes (99%) 0 No (51%) 1,5
H2 Low (73%) -1,315 14,799 Yes (99%) 0,311 Yes (57%) 1,5
H3 High (72%) -0,778 37,5 Yes (99%) 0 No (91%) 1,298
H4 Low (68%) -1,159 8,631 Yes (99%) 0 No (91%) 1,5
H5 Low (77%) -1,432 18,804 Yes (99%) 0 No (69%) 1,463
H6 Low (77%) -1,372 25,842 Yes (92%) 0 No (64%) 1
D1 Low (68%) -1,506 18,962 Yes (99%) 0 No (56%) 1,5
D2 Low (64%) -1,262 15,207 Yes (99%) 0 No (73%) 1,923
D3 Low (73%)  -1,39 11,917 Yes (99%) 1 No (73%) 1,535
D4 Low (68%) -1,494 15,813 Yes (99%) 0 Yes (52%) 1,5
D5 Low (77%) -1,594 24914 Yes (99%) 0 No (91%) 1,5
D6 Low (77%) -1,497 12,269 Yes (99%) 1 Yes (52%) 1,5
D7 Low (68%) -1,286 16,352 Yes (99%) 0,234 No (43%) 1,555
D8 Low (73%) -1,299 16,506 Yes (99%) 0 Yes (54%) 1,5
D9 Low (89%) -1,406 18,129 Yes (99%) 0,255 No (73%) 1,5
D10 Low (68%)  -1,12 12,114 Yes (99%) 1,096 No (66%) 1,662
D11 Low (68%) -1,3 17,698 Yes (99%) 1 No (61%) 1,47
D12 Low (60%) -1,313 9,62 Yes (99%) 0 No (91%) 1
D13 Low (77%) -1,181 11,829 Yes (99%) 0,847 Yes (82%) 1,5
D14 Low (97%) -1,118 45,437 Yes (99%) 0 Yes 1
D15 Low (77%) -1,252 11,247 Yes (99%) 0,54 Yes (86%) 1,5
D16 Low (89%) -1,125 44,573 Yes (97%) 0 No 1
D17 Low (97%)  -1,57 21,559 Yes (99%) 0 No (91%) 2,5
D18 Low (77%) -1,322 3,645 Yes (99%) 1 No (91%) 1,5
D19 Low (97%) -1.397 6,146 Yes (99%) 0 No (91%) 1,5
D20 Low (97%) -1,269 6,426 Yes (99%) 0 No (91%) 0,86
D21 Low (97%) -0,718 67,849 Yes (99%) 0,5 No 1
D22 Low (89%) -1,605 28,109 Yes (99%) 0 No (91%) 1,5
D23 Low (77%) -1,322 17,251 Yes (99%) 0 No (79%) 1

VS1 High (99%) -0,035 10,822 No (69%) 0,264 No (91%) 0,274
VS2 Low (60%) -1,381 7,668 Yes (99%) 1 No (69%) 2,473
VS3 Low (53%) -0.,679 2,301 Yes (99%) 1 No (61%) 1
VS4 Low (73%) -0,769 4,006 Yes (86%) 0,136 No (91%) 1,358
VS5 Low (60%) -0,836 6,147 Yes (97%) 1,313 No (59%) 0,73
VSé6 High (73%) -0,953 36,525 Yes (95%) 1,029 No (79%) 0
VS7 High (99%) -0,011 8,79 No (94%) 1 No (48%) 0
VS8 High (99%) -0,496 4,825 No (74%) 0,924 Yes (98%) 0

BBB filter — predvidena sposobnost jedinjenja da prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru. Oznake ,,Low/High*
oznacavaju nisko, odnosno visoko predvidenu vrednost, dok vrednosti u zagradama predstavljaju procenat pouzdanosti
predvidanja; LogBB — logaritamski odnos koncentracije jedinjenja u mozgu i krvi; hum_fup (%) — procenat nevezane
frakcije jedinjenja u humanoj plazmi; P-gp supstrat — predvidanje da li je jedinjenje supstrat P-glikoproteina; CYP rizik
— procenjeni rizik od interakcija posredovanih CYP enzimima; hERG filter — predvideni rizik povezan sa inhibicijom
hERG kanala; TOX rizik — ukupni predvideni toksikoloski rizik; VS — jedinjenja odabrana postupkom virtuelnog
skrininga. Oznake ,,Yes/No“ oznacavaju pozitivno, odnosno negativno predvidanje, dok vrednosti u zagradama
predstavljaju procenat pouzdanosti predvidanja.

159



D4

0 D5 0
JNH JNH
CN@};\ N N B
NN NN
/=0 = /=0 =
H,N F\X\N H,N é N
F
D2 1 0
3 0
Q /_< Q/ /NLH \HHO\
S—NH N~ N/N\> NH
HoN %“\‘N 7N
|
HO N

N

VS

Slika 4.47. Strukture najperspektivnijih jedinjenja za dalju optimizaciju.

4.3.10. Procena permeabilnosti kroz KMB primenom PAMPA-SVR QSPR modela i dodatna
strukturna analiza dizajniranih PI3Ka inhibitora

PAMPA-SVR model je dodatno korisé¢en za procenu potencijalne sposobnosti ispitivanih jedinjenja
da pasivno prolaze kroz KMB. Vodece jedinjenje za dizajn novih PI3Ka inhibitora B1 je svrstano u
grupu jedinjenja srednje permeabilnosti, sa logPe vrednoSéu blizu granice sa visokom
permeabilnoS¢u. U odnosu na B1, ve¢i broj dizajniranih jedinjenja pokazao je jednaku ili povoljniju
predvidenu permeabilnost. Niska permeabilnost je predvidena za VS1, VS8, D18 i D20. Srednja
permeabilnost je predvidena za HS, D14, D16, D17, D19, D21, D22, D23, VS5, VS6 1 VS7, dok su
H1, H2, H3, H4, H6, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D11, D12, D13, D15, VS2, VS3 i
VS4 klasifikovani kao jedinjenja visoke permeabilnosti kroz KMB (Tabela 4.23). Ovakav rezultat
ukazuje da sprovedene strukturne modifikacije uglavnom nisu naruSile predvidenu sposobnost
pasivne difuzije kroz membranski model KMB, a kod dela dizajniranih jedinjenja, narocito u okviru
D serije, predvidena je i viSa permeabilnost u odnosu na vodece jedinjenje.

Tabela 4.23. Vrednosti logPe predvidene PAMPA-SVR modelom, klasifikovane kao jedinjenja
niske permeabilnosti (-6,14 < logPe < -5,66), srednje permeabilnosti (-5,66 < logPe < -5,33) 1 visoke
permeabilnosti (logPe > -5,33).

Niska permeabilnost Srednja permeabilnost Visoka permeabilnost
Jedinjenje logPe Jedinjenje logPe Jedinjenje logPe
D20 -5,793 D17 -5,649 VS2 -5,310
VSI -5,748 D22 -5,646 D6 -5,293
VS8 -5,724 D19 -5,596 VS4 -5,220
D18 -5,710 D23 -5,537 H4 -5,199
H5 -5,527 D12 -5,199
D16 -5,514 D1 -5,184
VS5 -5,500 D3 -5,184
VS7 -5,487 D4 -5,184
D14 -5,481 D5 -5,184
VS6 -5,421 H1 -5,166
B1 (Vodece jedinjenje) -5,357 D2 -5,166
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Niska permeabilnost Srednja permeabilnost Visoka permeabilnost

D21 -5,357 D10 -5,147
D11 5,147
H2 5,131
D7 -5,131
D8 5,131
D9 -5,131
VS3 -5,128
H6 -5,034
D15 4,991
D13 -4,989
H3 -4,880

Dobijene razlike u permeabilnosti mogu se povezati sa deskriptorima koji su izdvojeni u prethodno
razvijenom PAMPA-SVR modelu. Deskriptor CATS2D 09 DA, koji opisuje prisustvo donora i
akceptora vodoni¢ne veze na topoloskom rastojanju od 9, imao je negativan doprinos logP. vrednosti.
Visoke vrednosti ovog deskriptora kod jedinjenja B1, D16, D17, D20, D21, D22 i VS1 ukazuje da
odredeni raspored polarnih donorskih 1 akceptorskih centara moze nepovoljno uticati na pasivnu
permeabilnost. Nasuprot tome, deskriptor CATS2D 04 AA, koji opisuje dva akceptora vodoni¢ne
veze na kracem topoloskom rastojanju, imao je pozitivan doprinos. Ovaj deskriptor ima visoke
vrednosti kod vecine D jedinjenja, $to se moze povezati sa povoljnim rasporedom heteroatoma u
heterociklusima, kao i amidnim i ureidnim grupama.

Pozitivan doprinos na permeabilnost imali su 1 deskriptori FO7[C—N] i BO4[N-S]. Deskriptor FO7[C—
N] moZe se povezati sa rasporedom ugljenikovih i1 azotovih atoma u produzenim aromati¢nim i
heteroaromati¢nim fragmentima, kao i bo¢nim lancima povezanim sa centralnim sistemom. Njegova
izrazenost kod dela srednje permeabilnih derivata, kao sto su B1, D14, D16, D21 i visoko
permeabilnim derivatima, poput D13 i D15, moZe doprineti povoljnijoj predvidenoj permeabilnosti.
Deskriptor BO4[N-S], koji opisuje postojanje N—S atomskog para na topoloskom rastojanju od 4, u
modelu je pokazao pozitivan uticaj na permeabilnost, ali je medu analiziranim dizajniranim i VS
jedinjenjima izraZen samo kod manjeg broja struktura, pre svega kod D6, VS2 1 VS4. Zbog toga je
njegov doprinos znacajan za pojedinacne primere, ali se razlike u permeabilnosti vecine jedinjenja
prvenstveno mogu objasniti odnosom deskriptora CATS2D 09 DA, CATS2D 04 AA i FO7[C—N].

Sumarno, visoka permeabilnost vec¢eg broja D derivata moze se povezati sa odsustvom nepovoljnog
rasporeda donora 1 akceptora vodoni¢ne veze, uz ocuvan povoljan raspored heteroatoma i aromaticnih
prstenova 1 heterociklusa. Nasuprot tome, niza permeabilnost jedinjenja D18, D20, VS1 1 VS8 moze
se dovesti u vezu sa rasporedom strukturnih elemenata koji u manjoj meri favorizuje povecanje logPe
vrednosti.

Sva jedinjenja su se nalazila unutar definisanog domena primenljivosti PAMPA-SVR modela (Slika
4.48), §to ukazuje na pouzdanost dobijenih predikcija.
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Slika 4.48. Williams-ov grafik (definisani domeni primenljivosti) PAMPA-SVR modela, koji
ukljucuje jedinjenja iz PAMPA-SVR seta podataka, vodece jedinjenje, dizajnirana jedinjenja i
jedinjenja dobijena LDA-SBVS procedurom.

Pored procene permeabilnosti, sprovedeno je i strukturno poredenje dizajniranih PI3K inhibitora sa
erlotinibom, zasnovano na prisustvu potencijalno elektroaktivnih funkcionalnih grupa i strukturnih
fragmenata koji mogu ucestvovati u interakcijama sa DNK.

Dodatnu metodolosku potporu za buduca elektrohemijska ispitivanja dizajniranih PI3K inhibitora
pruza ¢injenica da je alpelisib, selektivni PI3Ka inhibitor, ve¢ ispitan primenom elektrohemijskog
senzora [523]. Iako je to ispitivanje bilo usmereno pre svega na analiticko odredivanje alpelisiba, a
ne na detaljno razjasnjenje redoks mehanizma ili interakcije sa DNK, ono pokazuje da PI3K inhibitori
sa karakteristiénim aromati¢nim heterociklusima i polarnim funkcionalnim grupama mogu dati
merljiv elektrohemijski odgovor.

Poredenje sa erlotinibom ima pre svega metodoloski i1 bioloSki znacaj. Erlotinib 1 dizajnirani PI3K
inhibitori ne deluju na isti molekulski cilj, ali pripadaju Sirem okviru ciljane antitumorske terapije
usmerene na signalne puteve koji reguliSu proliferaciju 1 prezivljavanje tumorskih ¢elija. Erlotinib
inhibira EGFR, receptorsku tirozin kinazu koja moze aktivirati nishodnu PI3K/AKT-mTOR
signalizaciju, dok su dizajnirana jedinjenja usmerena direktno ka PI3Ka. Zbog toga se ova dva
pristupa mogu posmatrati kao farmakoloski povezana, ali ne i kao osnova za direktno prenoSenje
redoks mehanizma erlotiniba na PI3K inhibitore.

Dizajnirani PI3K inhibitori ne sadrZe sve redoks centre koji su utvrdeni kod erlotiniba, pri ¢emu se
izdvaja terminalna acetilenska grupa, pa se njegov redukcioni mehanizam ne moze direktno preneti
na ova jedinjenja. Takode, kod dizajniranih jedinjenja nije prisutno 4-anilinohinazolinsko jezgro, u
okviru koga je oksidacija erlotiniba povezana sa sekundarnom aromati¢nom amino grupom.
Medutim, vodece jedinjenje B1 1 niz dizajniranih derivata sadrze strukturne celine koje mogu biti
znacajne za potencijalnu elektrohemijsku aktivnost, kao $to su tricikli¢ni sistemi sa aromati¢nim 1
heteroaromati¢nim delovima (B1, H1, H2, D1-D11, D13, D14, D21, D23), hinolinski ili hinolin-
srodni fragmenti (D12, D18-D20, VS5), heterocikli¢ni fragmenti sa viSe atoma azota, ukljucujuci
triazolne ili imidazolne prstenove (H1-H6, D1-D11, D13, D14, D16, D17, D20-D23, VS2, VS8),
kao 1 arilovani amino-fragmenti (H3-H6, D1-D14, D18-D23). Amidne, ureidne, karboksamidne 1
hidrazidne grupe verovatno ne bi predstavljale glavne redoks centre, ali mogu uticati na adsorpciju
jedinjenja na povrsini elektrode i doprineti intermolekulskim interakcijama. Zbog toga metodologija
primenjena u ispitivanju erlotiniba moZze biti korisna za planiranje buducih ispitivanja redoks
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ponasanja dizajniranih PI3K inhibitora, dok bi se konkretni mehanizmi mogli razmatrati nakon
eksperimentalne potvrde.

U pogledu moguce interakcije sa DNK, poredenje sa erlotinibom je takode ograniceno, ali korisno za
preliminarnu procenu. Kod erlotiniba je pokazano vezivanje za DNK, pri ¢emu aromaticni i
heteroaromati¢ni delovi molekula, kao 1 polarni supstituenti, mogu doprineti ostvarivanju
nekovalentnih interakcija. Sli¢no tome, aromati¢ne i heteroaromati¢ne povrsine dizajniranih PI3K
inhibitora mogle bi doprineti hidrofobnim i n—r interakcijama sa DNK. Sa druge strane, heteroatomi
u amidnim, ureidnim, karboksamidnim, hidrazidnim i heterocikli¢nim fragmentima sa viSe atoma
azota mogli bi uCestvovati u vodonic¢nim ili elektrostatickim interakcijama. Medutim, ova analiza ne
ukazuje na konkretan nacin vezivanja, ve¢ samo na strukturni potencijal za buduc¢a eksperimentalna
ispitivanja interakcije dizajniranih PI3K inhibitora sa DNK.

43.11. Uporedna analiza rezultata studije sa podacima iz literature

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim studijama PI3K inhibitora, u kojima je pokazano da
razvoj selektivnih inhibitora predstavlja poseban izazov zbog izraZene sli¢nosti katalitickih domena
PI3Ka, PI3Kp, PI3Ky i PI3Kd enzima. Selektivnost ovih inhibitora najéesée se ne zasniva na jednoj
dominantnoj interakciji, ve¢ na kombinaciji vezivanja u razliitim regionima aktivhog mesta,
prvenstveno u P-petlji i hidrofobnom regionu II ostvarivanjem interakcija sa nekonzerviranim
aminokiselinskim ostacima [160]. U tom smislu, prednost pristupa primenjenog u ovoj disertaciji
ogleda se u tome $to su razvijeni zasebni 3D-QSAR modeli za sve Cetiri klase I PI3K izoforme, a
predvidene aktivnosti dizajniranih jedinjenja su zatim uporedene prema PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky i
PI3Ko. Time procena nije bila zasnovana samo na predvidenoj potentnosti prema ciljanoj PI3Ka
izoformi, ve¢ 1 na proceni potencijalne selektivnosti u odnosu na sve ostale PI3K izoforme.

Posto je PI3KP model koriS¢en za procenu moguéeg off-target vezivanja PI3Ko-usmerenih
inhibitora, izbor Sablona predstavljao je vazan korak u ovoj studiji. U ranijim radovima su homologi
modeli PI3K gradeni i na osnovu struktura drugih izoformi, ukljucujuéi PI3Ky 1 PI3Kd [524,525],
Sto mozZe predstavljati ogranic¢enje u studijama selektivnosti zbog moguceg gubitka lokalnih razlika
u aktivnom mestu. Kasnije su kori$¢eni i Sabloni iste izoforme, kao $to je mi§ja PI3K struktura (PDB
ID: 4BFR) [526]. U ovoj disertaciji je kao Sablon izabrana miS§ja PI3Kp struktura (PDB ID: 2Y3A),
koja sadrzi p110B/p85B kompleks sa pan-PI3K inhibitorom GDC-0941 [527]. lako 4BFR ima nes$to
bolju rezoluciju, po pojedinacnom p110p lancu ima krace strukturno pokrivanje i1 kokristalisana je sa
PI3Kp-selektivnim inhibitorom. Zbog toga je 2Y3A bila pogodnija za ovu studiju, jer je cilj bio
procena vezivanja benzoksazepinskih 1 tiazolnih derivata koji deluju na PI3Ka, a ne dizajn PI3Kf3-
selektivnih inhibitora. Dodatno, nakon dokinga reprezentativnih liganada, dobijeni kompleksi su
ispitani MD simulacijama, ¢ime je pocetna struktura dodatno konformaciono prilagodena ispitivanim
ligandima, dok su konformacije iz stabilizovanog dela trajektorije koriS¢ene za ansambl doking i 3D-
QSAR modelovanje.

Nalazi dobijeni primenom kriogene elektronske mikroskopije kod PI3Ka u saglasnosti su sa
rezultatima ove studije [162]. Strukture dobijene kriogenom elektronskom mikroskopijom pokazale
su da PI3Ka moZe zauzimati vise konformacionih stanja, ukljucujué¢i nevezanu formu, kompleks sa
PI3Ka-selektivnim inhibitorom BYL-719 1 aktivirano stanje, §to podrzava znacaj ukljucivanja
konformacione fleksibilnosti u analizu vezivanja inhibitora. Ovi rezultati se poklapaju sa pristupom
primenjenim u ovoj disertaciji, u kome su MD simulacije 1 ansambl doking koriS¢eni za procenu
vezivanja dizajniranih jedinjenja. Pored toga, polozaj ATP-kompetitivnog inhibitora u zglobnom
regionu 1 afinitetnom/specificnom dZepu u skladu je sa strukturnim elementima koji su u ovoj
disertaciji izdvojeni kao vazni za vezivanje PI3Ka inhibitora.
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Novije in silico studije takode su bile usmerene ka dizajnu PI3Ka-selektivnih inhibitora, najcesce
kroz kombinovanje strukturno zasnovanog dizajna, predvidanja aktivnosti 1 procene
farmakokinetickog profila. Halder i saradnici su nove potencijalne inhibitore generisali fragmentno
zasnovanim dizajnom 1 bioizosternom zamenom, nakon ¢ega su ih rangirali dokingom i MM/GBSA
proracunima. Za najbolje rangirana jedinjenja dodatno su primenjeni predikcija off-target vezivanja
SwissTargetPrediction servera, doking sa indukovanim prilagodavanjem vezivnog mesta, DFT
analiza, MD simulacije i procena ADMET osobina [528]. Sli¢an pristup primenili su Dibia i
saradnici, koji su virtuelni skrining, molekulski doking i 3D-QSAR modelovanje koristili za dizajn
novog PI3Ka inhibitora [529], dok su Wang i saradnici kombinovali CoOMFA/CoMSIA 3D-QSAR
modele sa DFT, ADMET predvidanjima, dokingom 1 MD analizama u cilju predlaganja novih PI3Ka
inhibitora [530]. Tako ovi radovi potvrduju znac¢aj kombinovanja vise metodologija u dizajnu PI3Ka
inhibitora, njihova procena je uglavnom bila usmerena na ciljanu PI3Ka izoformu, dok je selektivnost
najcesce razmatrana kroz naknadne analize. Nasuprot tome, u ovoj disertaciji su MD-zasnovane
konformacije sve cCetiri klase I PI3K izoforme koriS¢ene za ansambl doking, a za PI3Ka, PI3K},
PI3Ky i PI3Kd razvijeni su zasebni 3D-QSAR modeli. Time je omoguéena istovremena procena
predvidene aktivnosti prema ciljanoj PI3Ka izoformi i potencijalne off-target aktivnosti dizajniranih
jedinjenja na PI3K, PI3Ky i PI3K 3 izoforme, $to predstavlja glavnu prednost ovog pristupa u dizajnu
PI3Ka-selektivnih kandidata.
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5. ZAKLJUCAK
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U okviru doktorske disertacije pod nazivom ,,Heminformaticka analiza, dizajn i ispitivanje inhibitora
lipidnih 1 protein kinaza kao potencijalno novih antineoplastika® sprovedeno je integrisano
istrazivanje usmereno na ispitivanje kinaznih inhibitora primenom eksperimentalnih i racunarskih
metoda, sa posebnim osvrtom na njihovu permeabilnost kroz KMB, elektrohemijsko ponaSanje 1
potencijal za interakciju sa DNK, kao i racionalni dizajn novih potencijalno selektivnih inhibitora
PI3Ka izoforme. Istrazivanje je obuhvatilo tri medusobno povezana segmenta: 1) in vitro PAMPA-
KMB ispitivanje permeabilnosti kinaznih inhibitora i strukturno srodnih jedinjenja, uz formiranje
QSPR modela za predvidanje pasivne permeabilnosti kroz KMB; 2) voltametrijsko ispitivanje
oksidoredukcionih osobina erlotiniba i njegove interakcije sa DNK uz in silico analizu; 3) primenu
CADD metoda, uz kombinovanje metoda zasnovanih na strukturi liganda i strukturi ciljnog mesta
dejstva, radi definisanja strategije za dizajn potencijalno selektivnih PI3Ka inhibitora, nakon ¢ega su
dizajnirana jedinjenja analizirana primenom razvijenog CADD protokola.

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i najvazniji zakljucci:

e PAMPA-KMB testom je pokazano da se ispitivani kinazni inhibitori i srodna jedinjenja
medusobno znacajno razlikuju u pogledu pasivne permeabilnosti kroz model KMB.
Jedinjenja su, na osnovu eksperimentalno odredenih logPe vrednosti, svrstana u grupe niske,
srednje 1 visoke permeabilnosti, ¢ime je omoguéeno poredenje njihove sposobnosti prolaska
kroz lipidnu membranu koja simulira KMB.

e Rezultati PAMPA-KMB ispitivanja pokazali su delimi¢no slaganje sa poznatim
farmakokinetickim i1 klinickim podacima o pojedinim kinaznim inhibitorima. Visoka
permeabilnost predloZena je za jedinjenja poput lapatiniba, everolimusa i fasudila, dok su za
pojedine inhibitore uocena odstupanja izmedu PAMPA rezultata i o¢ekivanog ponasanja in
vivo. Takva odstupanja ukazuju na ogranicenja PAMPA-KMB modela, narocito kod jedinjenja
¢iji prolazak kroz KMB zavisi od aktivnog transporta, efluksa, vezivanja za proteine ili drugih
bioloskih faktora koji nisu obuhvaceni ovim in vitro modelom.

e Formirani QSPR modeli pokazali su da se pasivna permeabilnost kroz KMB moze opisati i
predvidati na osnovu topoloskog rasporeda strukturnih elemenata molekula, pre svega donora
1 akceptora vodoni¢nih veza, odredenih atomskih parova i1 heteroatoma. Medu razvijenim
modelima, QSPR-SVR model se izdvojio kao pouzdan alat za procenu permeabilnosti novih
jedinjenja unutar definisanog domena primenljivosti. Analiza najznaajnijih deskriptora
ukazala je da smanjenje broja donora vodoni¢nih veza, odgovarajuca lipofilnost i povoljan
raspored heteroatoma mogu doprineti poboljSanju pasivne permeabilnosti kroz KMB.

e Razvijeni QSPR model je pokazao prakti¢nu vrednost u usmeravanju strukturnih modifikacija
kinaznih inhibitora, jer omogucava povezivanje promena u molekulskoj strukturi sa
ocekivanim promenama permeabilnosti kroz KMB. Na taj nacin je potvrdena primenljivost
PAMPA-QSPR protokola kao ranog skrining alata za izbor i optimizaciju jedinjenja sa
potencijalnom primenom u bolestima CNS-a.

e Voltametrijskim ispitivanjem erlotiniba na nemodifikovanoj GCE pokazano je da se na
voltamogramima detektuje viSe oksidacionih i redukcionih pikova, odnosno strujnih signala
koji odgovaraju elektrohemijskim procesima erlotiniba. Svi detektovani procesi bili su
ireverzibilni. NajizraZeniji oksidacioni proces, karakterisan pikom Ia, zavisi od pH sredine i
u vecem delu ispitivanog opsega odvija se uz prenos jednog elektrona i jednog protona, dok
se u kiseloj sredini moZe pretpostaviti uc¢esce dva elektrona i dva protona. Predlozeno je da je
ovaj proces povezan sa oksidacijom sekundarne aromati¢ne amino grupe erlotiniba.

e Redukcioni proces karakterisan pikom Ic najverovatnije je povezan sa redukcijom
hinazolinskog prstena uz ucesc¢e jednog elektrona i jednog protona, dok je pik Ilc pripisan
redukciji terminalne acetilenske grupe u bo¢nom lancu, narocito u kiseloj sredini. Na osnovu
CV, DPV i SWV rezultata predlozen je redoks mehanizam erlotiniba, ¢ime je dopunjeno
razumevanje njegovog elektrohemijskog ponasanja u zavisnosti od pH sredine.
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Ispitivanjem interakcije erlotiniba korisS¢enjem DNK-biosenzora uoceno je smanjenje
intenziteza struje oksidacionog pika dezoksiadenozina sa porastom koncentracije ERL, uz
vrlo male promene potencijala pika. IzraCunata konstanta vezivanja iznosila je K = 8,25 x 10*
M, Sto ukazuje da erlotinib ostvaruje merljivu interakciju sa DNK. Na osnovu
voltametrijskih rezultata, kao i rezultata molekulskog dokinga i molekulske dinamike,
pretpostavljeno je da interkalacija predstavlja dominantniji na¢in vezivanja ERL za DNK u
uslovima primenjenog biosenzora, iako se ne moze potpuno iskljuciti ni doprinos vezivanja u
zljeb DNK.

Racunarsko modelovanje interakcije erlotiniba sa DNK dodatno je podrzalo rezultate
elektrohemijskih ispitivanja. Molekulski doking je pokazao da ERL moze zauzeti
interkalacioni polozaj izmedu parova baza, dok su simulacije molekulske dinamike ukazale
na stabilnost takvog kompleksa tokom analiziranog vremenskog intervala. Time je potvrdena
korisnost kombinovanja voltametrijskih metoda i molekulskog modelovanja u ispitivanju
potencijalnih interakcija kinaznih inhibitora sa DNK.

U okviru PI3K studije je razvijen integrisani raCunarski protokol usmeren na racionalni dizajn
novih potencijalno selektivnih inhibitora PI3Ka. Homologni model PI3KP je pokazao
zadovoljavaju¢e geometrijske 1 strukturne karakteristike, dok su MD simulacije kompleksa
reprezentativnih liganada omogucile procenu njihove konformacione stabilnosti i izdvajanje
reprezentativnih struktura iz stabilizovanog dela trajektorija za dalju primenu u ansambl
dokingu. Kombinovanjem ansambl dokinga i 3D-QSAR modelovanja za PI3Ka, PI3K},
PI3Ky 1 PI3K3 izoforme omoguceno je povezivanje znacajnih GRIND-2 varijabli sa
konkretnim interakcijama u aktivnim mestima PI3K izoformi, kao i razlikovanje strukturnih
karakteristika koje povoljno ili nepovoljno utiCu na aktivnost i selektivnost za sve Cetiri
izoforme. Na osnovu ovih rezultata definisana je strategija dizajna PI3Ka-selektivnih
inhibitora, koja podrazumeva o¢uvanje akceptora vodoni¢ne veze za interakciju sa zglobnim
regionom, optimizaciju hidrofobnih i sternih karakteristika dela molekula usmerenog ka
afinitetnom dzepu 1 pazljivo pozicioniranje fragmenta koji uti¢e na selektivnost, radi
favorizovanja interakcija sa aGIn859, aAsn853 1 susednim aminokiselinskim ostacima, uz
smanjenje povoljnih interakcija sa PI3Kf, PI3Ky i PI3K§ izoformama.

Na osnovu definisanih strukturnih smernica sproveden je racionalni dizajn novih potencijalno
selektivnih PI3Ka inhibitora. Kombinovanjem scaffold hopping pristupa, zamene R-grupa,
ansambl dokinga i1 3D-QSAR predikcije izdvojena su 23 dizajnirana jedinjenja kao
reprezentativni potencijalni PI3Ka inhibitori, pri ¢emu su se pojedina jedinjenja, posebno D1,
D13, D14 1 D23, izdvojila po povoljnom predvidenom profilu aktivnosti i selektivnosti.
Strukturno zasnovani virtuelni skrining omogucio je identifikaciju novih hemijskih klasa
jedinjenja koji potencijalno mogu delovati na PI3Ka. Od osam dodatno analiziranih jedinjenja
dobijenih procesom virtuelnog skrininga, VS1 1 VS2 su se izdvojili kao najperspektivniji
kandidati za selektivnu inhibiciju PI3Ka, dok ostala VS jedinjenja mogu predstavljati polazne
strukture za dalju optimizaciju.

Objedinjenom analizom rezultata dizajna, virtuelnog skrininga i1 in silico ADMET
karakterizacije omogucena je kona¢na procena potencijala dizajniranih 1 VS jedinjenja za
dalja istrazivanja. lako su kod pojedinih struktura predvideni potencijalni problemi povezani
sa farmakokinetickim i toksi¢nim profilom, veéi broj jedinjenja pokazao je povoljne osobine,
prihvatljivu sloZenost sinteze 1 uravnoteZen profil predvidenth ADMET karakteristika.
Razmatranjem svih predvidenih karakteristika kao najperspektivniji kandidati izdvojeni su
D4, DS, D231 VSI1.

Dodatna analiza primenom PAMPA-SVR QSPR modela pokazala je da znacajan broj
dizajniranih PI3Ka inhibitora ima predvidenu srednju ili visoku pasivnu permeabilnost kroz
KMB, $to moze biti znacajno za dalju optimizaciju inhibitora sa potencijalnom primenom u
neuroonkologiji.

Komparativna strukturna analiza dizajniranih jedinjenja, zasnovana na poredenju potencijalno
elektroaktivnih funkcionalnih grupa, kao 1 aromati¢nih i heterocikli¢nih fragmenata sa
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erlotinibom, omogucila je dodatno razmatranje njihovog moguceg redoks ponaSanja i
potencijala za interakciju sa DNK.

Sveukupno, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da kombinovanje eksperimentalnih metoda
i savremenih CADD pristupa moze znacajno doprineti razumevanju odnosa strukture i aktivnosti
kinaznih inhibitora, kao i drugih relevantnih osobina. Dobijeni rezultati i razvijeni protokoli
predstavljaju osnovu za dizajn, sintezu i dalju eksperimentalnu validaciju potencijalno novih
antineoplastika sa povoljnijim profilima aktivnosti, selektivnosti, farmakokinetickih osobina i
bezbednosti.
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7. PRILOZI



Tabela P1.1. Jedinjenja iz seta podataka benzoksazepinskog (Bzo) klastera 1 njihove pK; vrednosti
za PI3Ka, PI3Kp, PI3Ky i PI3K? izoforme.

Oznaka ChEMBL r N PI3Ka  PI3KB PI3Ky PI3K$
jedinjenja identifikator ! z N e e K,
- SéN
B1 ChEMBL3770993 N /> 10,523 8,253 8,697 9,654
z ~
/§O Y N
HoN
v Sé“
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= \N
HZN/\O Y
N—} %N
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E ~
/§O Y N
HoN
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H2N> he
0 o0—j SéN
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o \( N
o o /Y/
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/?‘—O Y \N
/._
HoN
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, / -
B8 ChEMBL2387080 \”/><N N />\ 9523 8032 9,004 9921
Y ~
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B10

B11
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B14
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B19
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Tabela P1.2. Jedinjenja iz seta podataka tiazolnog (Thz) klastera i njihove pK; vrednosti za PI3Ka,
PI3Kp, PI3Ky i PI3K$ izoforme.

O
N
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Rs
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R, R;

P3Ka PI3Kp PI3Ky PI3KS
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T15

T16

T17

T18

ChEMBIL1.2071341

ChEMBL2071332

ChEMBL2071333

ChEMBL2071328

6,699

5,854

5,724

5,672

5,866

6,495

6,602

7,046

6,638

7,444

7,056

7,699

6,699

6,328

6,131

6,420
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Tabela P1.3. Eksperimentalne i predvidene logP. vrednosti dobijene PAMPA-KMB QSPR modelima

s Eksperimentalni MLR predvideni SVM predvideni ANN predvideni
Jedinjenje logPe logPe logPe logPe
Trening set
Jedinjenje 2 =5,950 -5,776 —5,846 —5,725

Vemurafenib =5,930 —6,002 -5,833 -5,891
Afatinib -5,830 —=5,510 —=5,733 —5,587
Nintedanib -5,800 —5,666 =5,731 =5,739
Jedinjenje 5 =5,790 —-5,585 —5,593 5,582
Jedinjenje 16 =5,790 —5,648 —5,621 5,639
Jedinjenje 7 =5,700 -5,617 —=5,600 -5,611
Jedinjenje 14 —-5,680 -5,553 -5,583 —5,549
Jedinjenje 17 —-5,640 -5,553 -5,583 —5,549
Nilotinib -5,620 -5,606 5,594 5,689
Jedinjenje 11 -5,600 5,493 -5,500 5,483
Jedinjenje 9 -5,550 -5,617 -5,600 -5,611
Jedinjenje 4 -5,530 -5,617 -5,600 -5,611
Jedinjenje 6 -5,510 —5,648 5,621 -5,639
Crizotinib -5,460 —-5,521 5,553 -5,515
Erlotinib 5,420 —5,638 —5,522 =5,717
Jedinjenje 12 -5,410 -5,585 -5,593 -5,582
Imatinib 5,320 —-5,333 -5,351 —-5,281
Dabrafenib -5,310 5,457 —5,414 5,439
Lapatinib -5,310 5,365 —5,411 —5,324
Jedinjenje 15 -5,280 -5,585 -5,593 —5,582
Fasudil -5,170 5,056 -5,273 =5,111
Everolimus -5,120 -5,218 —5,223 -5,168
Axitinib —4,930 —=5,041 -5,026 —4,948
Palbociclib —4,680 —4,651 —4,785 —4,674
Test set
Jedinjenje 1 -5,800 -5,808 —-5,892 —=5,742
Jedinjenje 8" -5,750 -5,617 —-5,626 -5,615
Gefitinib -5,620 —5,482 -5,509 5,556
Jedinjenje 10 -5,610 -5,585 -5,585 -5,581
Jedinjenje 13 -5,590 5,585 -5,585 -5,582
Jedinjenje 3" -5,490 —5,648 —5,668 —=5,647
RKI-1447 -5,430 5,350 -5,320 -5,370
N-dezmetilimatinib* =5,270 -5,333 —5,324 —-5,260
Ruxolitinib -5,120 5,122 —5,115 5,047

*Verifikacioni set jedinjenja u ANN modelu.
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potencijalnih antineoplastika“ uradio je na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, pod
mentorstvom prof. dr Katarine Nikoli¢, i odbranio sa ocenom 10. Doktorske akademske studije upisao
je 2018. godine na Univerzitetu u Beogradu — Farmaceutskom fakultetu, na modulu Farmaceutska
hemija, pod mentorstvom prof. dr Katarine Nikoli¢ i prof. dr Milkice Crevar.

Od novembra 2018. godine angazovan je kao saradnik u nastavi/saradnik van radnog odnosa na
Katedri za farmaceutsku hemiju Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Od 2022. godine
zaposlen je u Institutu za nuklearne nauke ,,Vinca* — Institutu od nacionalnog znacaja za Republiku
Srbiju, Univerziteta u Beogradu, kao istrazivac pripravnik, a od 2023. godine kao istrazivac¢ saradnik,
gde je angazovan na istrazivackoj temi pod nazivom ,,Preklinicka i klinicka ispitivanja psihijatrijskih
i neurodegenerativnih bolesti®.

Kao autor i1 koautor objavio tri rada u vode¢im medunarodnim ¢asopisima kategorije M21, jedan rad
u istaknutom medunarodnom €asopisu kategorije M22, jedan rad u nacionalnom ¢asopisu kategorije
M52, tri saopStenja sa medunarodnih skupova Stampana u celini kategorije M33 i tri saopStenja sa
medunarodnih skupova Stampana u izvodu kategorije M34.
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Obrazac 1.

Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora: Milan Jovanovié¢

Broj indeksa: 11/2018

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

»Heminformaticka analiza, dizajn i ispitivanje inhibitora lipidnih i protein kinaza kao
potencijalno novih antineoplastika*

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

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

e da su rezultati korektno navedeni 1

e danisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Obrazac 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Milan Jovanovi¢

Broj indeksa: 11/2018

Studijski program: Doktorske akademske studije

Naslov rada: Heminformaticka analiza, dizajn i ispitivanje inhibitora lipidnih i protein kinaza
kao potencijalno novih antineoplastika

Mentori:

Prof. dr Katarina Nikoli¢, redovni profesor na Katedri za

farmaceutsku hemiju, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Milos Petkovi¢, vanredni profesor na Katedri za

farmaceutsku hemiju, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu

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

Dozvoljavam da se objave moji li€ni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

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

Potpis autora

U Beogradu,
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Obrazac 3.

Izjava o koriS¢enju

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

»Heminformati¢ka analiza, dizajn i ispitivanje inhibitora lipidnih i protein kinaza kao
potencijalno novih antineoplastika“

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la 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/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

@Autorstvo —nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)

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

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

Potpis autora

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

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

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

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

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate 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.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, 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 slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Slicna je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.
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