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1. UvOD
1.1. Enzimi, inhibicija enzima i njen znacaj

Enzimi su bioloski katalizatori koji obezbeduju osnovu za postojanje zivota obavljajuci
esencijalnu funkciju ubrzavanja hemijskih reakcija u zivim organizmima. Reaktanti i proizvodi
jedne hemijske reakcije razdvojeni su energetskom barijerom koja se naziva slobodna energija
aktivacije. Ova barijera predstavlja energetsku razliku izmedu reaktanata i visokoenergetskog
prelaznog stanja (meduproizvoda) na putu do formiranja proizvoda. Ubrzavanje hemijskih reakcija
u prisustvu katalizatora zasniva se na snizavanju slobodne energije aktivacije. Enzimi obavljaju
klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze i kontroli metabolic¢kih puteva, dok njihov znac¢aj najbolje
opisuje podatak da jedna ¢etvrtina gena u humanom genomu kodira enzime. Moguénost obavljanja
funkcije bioloskih katalizatora se gotovo isklju¢ivo vezuje za proteine, uz nekoliko poznatih
izuzetaka RNK molekula. Osnova visoke specificnosti enzima u pogledu tipa reakcije koju
katalizuju 1 tipa supstrata koji je podvrgnut enzimskoj reakciji nalazi se u kompleksnoj
trodimenzionalnoj strukturi proteina [Berg 1 saradnici, 2019].

lako su enzimi klju¢ni za odrzavanje Zzivota, poremecaji u njihovoj aktivnosti mogu
rezultirati brojnim bolestima, ¢ineéi ih izuzetno vaznim metama za terapijske intervencije. Njihova
specifi¢na struktura, posebno aktivnih centara, dodatno doprinosi osetljivosti enzima na inhibiciju
od strane molekula malih molekulskih masa, te kao prominentna razlika u odnosu na druge
bioloske makromolekule, ¢ini enzime optimalnim metama za razvoj novih terapijskih moguénosti
[Copeland, 2013]. Istrazivanjem iz 2011. godine na temu terapijskih targeta odobrenih lekova
utvrdeno je da oko 30% odobrenih lekova deluje upravo na enzime ¢ine¢i ih drugom
najzastupljenijom grupom targeta, odmah nakon receptora povezanih sa G proteinom (~36%)
[Rask-Andersen i saradnici, 2011]. Na osnovu prethodnih trendova, procenjuje se da danas izmedu
40 1 50% lekova u upotrebi ostvaruje svoje efekte deluju¢i na enzime.

Inicijalni korak svih enzimskih reakcija predstavlja formiranje binarnog enzim-supstrat
kompleksa (ES) usled nekovalentnih interakcija (vodoni¢nih veza, van der Waals-ovih,
elektrostati¢kih 1 hidrofobnih sila) izmedu enzima (E) 1 supstrata (S). Slabe medumolekulske sile
omogucavaju reverzibilnost procesa, te ES kompleks moze disosovati do enzima i1 neizmenjenog
supstrata. Alternativno, ukoliko do kataliticke reakcije dode, kompleks ¢e se rastaviti oslobadajuci

enzim i novonastali proizvod reakcije (P) [Rufer, 2021].
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Proucavanje enzimskih reakcija najcescée se vrsi u ravnoteznom stanju tokom koga, usled
velikog visSka supstrata u odnosu na enzim, koncentracija ES kompleksa ostaje konstantna kao
posledica izjednacenih brzina njegovog formiranja i razgradnje. Brzina odvijanja enzimske
reakcije (v) se pri definisanim uslovima matematicki moze predstaviti Michaelis-Menten-ovom

jednaCinom.
Vimax [S]

"T Ky + [S]

Vmax predstavlja maksimalnu brzinu enzimske reakcije, dok se Kum definiSe kao Michaelis-Menten-
ova konstanta i ima vrednost koncentracije supstrata pri kojoj se dostize polovina maksimalne
brzine enzimske reakcije. Graficki prikaz uticaja koncentracije supstrata na brzinu enzimske
reakcije ukazuje na njihovu logaritamsku zavisnost (Slika 1). Inicijalno, povecanje koncentracije
supstrata rezultira naglim povecanjem brzine reakcije, kao posledica povezivanja supstrata sa jos
uvek dostupnim molekulima enzima. Kako koncentracija supstrata raste, a koncentracija
raspolozivih molekula enzima usled povezivanja sa supstratom opada, brzina reakcije postaje

gotovo konstantna Sto se graficki manifestuje zaravnjavanjem krive zavisnosti [Copeland, 2013].

Slika 1. Dijagrami zavisnosti brzine enzimske reakcije od koncentracije supstrata izraZenoj na

linearnoj (A) 1 logaritamskoj (B) skali.



Logaritamska zavisnost parametara sa prikazanih dijagrama (Slika 1) bila je razlog za
transformaciju Michaelis-Menten-ove jednacine u linearni oblik kojim je pojednostavljeno
odredivanje Vimax 1 Km vrednosti.

Kwv 1 1

. +
Vmax [S] Vmax

1
v

Iz prikazane formule je moguce konstruisati dijagram linearne zavisnosti recipro¢nih
vrednosti brzine i koncentracije supstrata (Slika 2). Nagib dobijene prave odgovara Kwm/Vmax

vrednosti, dok tacke u kojoj prava preseca x 1 y ose redom odgovaraju -1/Km 1 1/Vmax vrednostima

[Copeland, 2013].

Slika 2. Lineweaver-Burk-ov dijagram zavisnosti recipro¢nih vrednosti brzine i koncentracije

supstrata.

Prikazani dijagram nosi naziv duplo recipro¢ni ili Lineweaver-Burk-ov dijagram i danas se
najcesce koristi u svrhu odredivanja tipa inhibicije enzima.

Inhibitori enzima ¢ine raznorodnu grupu jedinjenja ¢ija je zajednicka osobina sposobnost
smanjivanja enzimske aktivnosti koja nastaje kao posledica njihovog vezivanja za molekul
enzima. Prema hemijskim osobinama koje poseduju, inhibitori enzima se mogu razvrstati na jone

teSkih metala, male organske molekule i makromolekule. Kako hemijska klasifikacija inhibitora



ne odaje informacije u vezi mehanizma inhibicije enzima, inhibitori se dalje mogu podeliti na
ireverzibilne 1 reverzibilne. Prema analogiji sa reakcijom enzima i supstrata, interakcija inhibitora

() sa enzimom rezultira formiranjem enzim-inhibitor kompleksa (EI).

Kq

E+1 El

k2
Ireverzibilne inhibitore karakteriSu reaktivne funkcionalne grupe koje najceS¢e formiraju
kovalentne veze sa bo¢nim lancima aminokiselina neophodnih za enzimsku aktivnost. Posledi¢no
je disocijacija EI kompleksa minimalna, usled snaznog vezivanja inhibitora za enzim. Nasuprot
ireverzibilnim inhibitorima, EI kompleksi reverzibilnih inhibitora i enzima nastaju usled
nekovalentnih interakcija, poput vodoni¢nih ili jonskih veza. Medu reverzibilnim inhibitorima

dalje razlikujemo kompetitivne, nekompetitivne, akompetitivne i meSovite inhibitore, zavisno od

tipa inhibicije (Slika 3) [Copeland, 2013; Lopina, 2017].

Slika 3. Prikaz tipova reverzibilne inhibicije enzima.

Kompetitivni inhibitori se vezuju iskljucivo za slobodan enzim 1 konkuriSu za isto mesto
vezivanja sa supstratom, pri ¢emu Vmax ostaje nepromenjena, dok Km vrednost raste. Inhibicija
enzima moze biti uklonjena povec¢anjem koncentracije supstrata, obzirom da inhibitor biva istisnut
iz EI kompleksa. Nekompetitivni inhibitori se vezuju iskljuivo za enzim-supstrat kompleks,

sprecavajuci njegovu disocijaciju, Sto rezultira smanjenim Vmax 1 Km vrednosti. Akompetitivni



inhibitori pokazuju afinitet za slobodan enzim 1 ES kompleks, usled ¢ega Km ostaje nepromenjena,
ali Vmax opada. MeSoviti tip inhibicije se javlja u slucaju kada se inhibitor istovremeno vezuje za
slobodan enzim i ES kompleks. Povecanjem koncentracije supstrata inhibicija moze biti samo
delimi¢no smanjena, ali ne i potpuno uklonjena. MeSoviti inhibitori smanjuju Vmax, @ povecavaju
Kwm vrednosti [Copeland, 2013; Lopina, 2017]. Lineweaver-Burk-ovi dijagrami kompetitivne,
nekompetitivne, akompetitivne 1 meSovite inhibicije enzima su prikazani na Slici 4. Tip
reverzibilne inhibicije moze biti odreden na osnovu izgleda pravih koje se dobijaju konstruisanjem

Lineweaver-Burk-ovih dijagrama.

Slika 4. Lineweaver-Burk-ovi dijagrami razli€itih tipova reverzibilne inhibicije. Zelenom bojom
je prikazana zavisnost recipro¢nih vrednosti brzine i koncentracije supstrata u odsustvu, a crvenom

u prisustvu inhibitora.



1.2. Dezoksiribonukleaza I: opSte karakteristike, mehanizam aktivnosti i znacaj

Dezoksiribonukleaza 1 (DNaza I) (EC 3.1.21.1) je enzim koji vr§i Ca?"-zavisno
endonukleoliticko raskidanje fosfodiestarskih veza u molekulu dvolan¢ane DNK, pri tom
produkujuci oligonukleotide sa 5'-fosfatnim 1 3’-hidroksilnim zavrSecima [Yasuda i saradnici,
1990]. Primarno je sekretorni enzim koji u najvecoj meri proizvode organi digestivnog sistema,
prevashodno pankreas i parotidne pljuvacne zlezde, te se posledi¢no prema poreklu razlikuju tri
tipa DNaze I: pankreasna, parotidna i pankreasno-parotidna DNaza I [Takeshita i saradnici, 2000].

Humana DNaza I nastaje kao produkt ekspresije gena DNASE! koji se sastoji od 3200
baznih parova, sa lokalizacijom na kra¢em p13.3 kraku hromozoma 16 [Yasuda i saradnici, 1995a;
Yasuda i saradnici, 1995b]. Ovaj monomerni protein molekulske mase od 30 kD je sacinjen od
260 aminokiselina [Shak i saradnici, 1990]. Oko tre¢ina aminokiselina izgraduje hidrofobno jezgro
enzima formiraju¢i dve gusto pakovane [B-ploce, koje okruzuju osam o-heliksa i nekoliko
sporednih petlji, predstavljajuéi osnovu strukturne stabilnosti i rigidnosti DNaze I (Slika 5) [Oefner

1 Suck, 1986].

Slika 5. Kristalografska struktura DNaze I u kompleksu sa dvolanéanom DNK (PDB: 1DNA).
Trodimenzionalna struktura DNaze I sa uocljivim a-heliksima 1 B-plocama prikazana je

ljubicastom bojom, dok su zeleno i narandZasto prikazani individualni lanci DNK.

Ispitivanje kristalografske strukture kompleksa humane DNaze I sa oligonukleotidima

utvrdeno je da 22 aminokiseline u€estvuju u prepoznavanju i raskidanju DNK lanaca. Prema svojoj



ulozi u ovom procesu aminokiseline se mogu razvrstati na cCetiri klase. Prvu klasu c¢ine
aminokiseline aktivnog centra, His 134, His 252, Glu 78 1 Asp 212, koje obavljaju klju¢nu ulogu
tokom kiselo-bazne hidrolize fosfodiestarskih veza. Od posebnog znacaja za odvijanje ovog
procesa je postojanje vodoni¢nih veza izmedu karboksilnih funkcionalnih grupa glutaminske i
asparaginske kiseline sa pomenutim ostacima histidina, povecavaju¢i njihove pK, vrednosti
[Perutz i saradnici 1985]. Drugoj klasi pripadaju tri aminokiseline, Glu 39, Asp 168 1 Asp 251, sa
ulogom liganada za helatizaciju jona dvovalentnih metala, prvenstveno Mg>" i Ca** jona, ¢ime se
omogucava stabilizacija prelaznog stanja supstrata prilikom raskidanja fosfodiestarskih veza.
Neophodne za aktivnost DNaze I su i sedam aminokiselina, Gln 9, Arg 41, Tyr 76, Arg 111, Asn
170, Tyr 175, Tyr 211, sa lokalizacijom u neposrednoj blizini aktivnog centra, koje pripadaju trecoj
klasi. Njihova funkcija se ogleda u ostvarivanju kljuénih kontakata sa DNK molekulom,
omogucavajuci delovanje aktivnog centra. Preostalih osam aminokiselinskih ostataka, Glu 13, Thr
14, Ser 43, His 44, Asn 74, Ser 75, Pro 206 1 Thr 207 pripadaju ¢etvrtoj klasi 1 ostvaruju interakcije
sa DNK molekulom distalno od aktivnog centra DNaze I. Smatra se da Cetvrta klasa aminokiselina
doprinosi generalnoj stabilnosti DNaza I — DNK kompleksa jer se kontakti ostvaruju sa
nukleotidima koji su udaljeni od mesta presecanja DNK lanaca, te stoga aminokiseline Cetvrte
klase ne uticu znacajno na aktivnost DNaze I [Pan i saradnici 1998].

DNaza I isklju€ivo prepoznaje i1 stupa u interakciju sa malim navojem B-forme DNK
molekula. Selektivnost DNaze I prema B-formi u odnosu na A- 1 Z-formu DNK proistice iz
geometrije njihovih lanaca. Naime, jedino je Sirina malog navoja B-forme odgovarajucih
dimenzija za interakciju sa bo¢nim lancima Arg 41 i Tyr 76, omogucavajuc¢i dodatne interakcije
hidrofilnih i pozitivno naelektrisanih aminokiselina sa fosfatnim ostacima oba lanca. Stoga, DNaza
I moZze biti okarakterisana kao enzim koji specificno prepoznaje strukturne varijacije DNK
molekula koje proizilaze iz redosleda baznih parova, ali ne poseduje specificnost prema odredenim
sekvencama [Suck, 1994].

Prilikom formiranja DNaza I — DNK kompleksa ne dolazi do konformacionih promena
enzima, dok DNK molekul podleze znacajnim deformacijama. Kontakt nastaje usled
preovladujucih elektrostatickih dipol-dipol interakcija, van der Waals-ovih 1 m—m interakcija.
Aminokiseline Arg 9, Arg 13, Thr 14, Glu 39, Ser 43 , Asn 74, Tyr 175, Ser 206 1 Tyr 211 formiraju
vodoni¢ne veze, a Arg 111 soni most sa fosfodezoksiriboznom okosnicom DNK molekula. Arg

41 je jedina aminokiselina koja ostvaruje direktan kontakt sa azotnim bazama. Interakcija se



zasniva na formiranju vodnoni¢nih veze sa O2- i N3- atomima purinskih 1 pirimidinskih baza, na
pozicijama 3 1 4 intaktnog lanca u 5'-smeru od mesta presecanja. Dodatno, n—mr interakcija izmedu
Tyr 76 1 prstena dezoksiriboze znacajno deformiSe DNK molekul, menjaju¢i konformaciju
napadnutog atoma fosfora i posledi¢no poveéavajuéi Sirinu malog navoja sa 12 na 15 A. Pomenute
interakcije rezultiraju deformacijom DNK molekula koji se usled svoje fleksibilnosti prilagodava
rigidnoj strukturi enzima, savijajuci se za 20° u smeru suprotnom od interakcije sa DNazom I,
odnosno ka velikom navoju [Suck, 1994; Baranovskii i saradnici, 2004].

Molekularni mehanizam delovanja DNaze 1 je prikazan na Slici 6. Presecanje
polinukleotidnih lanaca DNK se odvija mehanizmom kiselo-bazne hidrolize koja ukljucuje dva
histidina iz prve klase aminokiselina. His 134 deluje kao baza, preuzimajuci proton molekula vode,
dok His 252 deluje kao kiselina koja daje proton O3'-odlazecoj grupi. Aktivirani molekul vode
vr$i nukleofilni napad (Sn2 mehanizmom) na atom fosfora, raskidaju¢i P-O3' vezu [Suck, 1994].
Odvijanje nukleofilne supstitucije olak$ano je prisustvom Mg?" jona koji ostvaruje interakciju sa
kiseonikom fosfatne grupe, na taj nacin povecavajuci elektronegativnost atoma fosfora i ¢ineci ga

boljim targetom za nukleofilni napad [Baranovskii i saradnici, 2004].

Slika 6. Molekularni mehanizam presecanja fosfodiestarskih veza DNK molekula delovanjem

enzima DNaze I [adaptirano iz Baranovskii i saradnici, 2004].



DNaza I je, kao sekretorni enzim, najzastupljenija nukleaza u krvi i telesnim tecnostima
[Eulitz i Mannherz, 2007], gde obavlja vaznu funkciju razgradnje ekstracelularne DNK [Samejima
i Earnshaw, 2005]. Povecanje i smanjenje aktivnosti DNaze I je primeéeno u brojnim patoloskim
stanjima. Sistemski eritemski lupus je bolest kompleksne etiopatogeneze u kojoj smanjena
aktivnost DNaze I predstavlja vazan patoloski Cinilac. Usled nagomilavanja nerazgradene DNK
poreklom iz oSte¢enih ¢elija imunotolerancija biva kompromitovana, te se javljaju, za sistemski
eritemski lupus, karakteristicna antinuklearna antitela [Martinez Valle i saradnici, 2008; Laukova
i saradnici, 2020]. Nasuprot tome, znacajno povecanje enzimske aktivnosti zabeleZzeno je kod
pacijenata sa idiopatskom dilatiranom kardiomiopatijom [Yao i saradnici, 1996], u mozgu
pacijenata sa Alchajmerovom boleS¢u [Schatzmann-Turhani 1 saradnici, 1999], kod ishemijske
bolesti bubrega [Basnakian i saradnici, 2002], u prvim satima nakon infarkta [Kwai i saradnici,
2004], nakon perkutane koronarne intervencije u terapiji stabilne angine pektoris [Arakawa i
sradnici, 2005], u serumu i pankreasu pacijenata sa dijabetesom tip 2 [Zhu i saradnici, 2014] i u
serumu pacijenata koji boluju od nefrolitijaze [ Yusof i saradnici, 2015].

Korisni efekti inhibicije DNaze I dokumentovani su u stanjima masivnog ostecenja tkiva i
organa spoljnim faktorima poput ksenobiotika i zracenja. Toksi¢ni efekti cisplatina na bubrege se
ostvaruju posredstvom DNaze 1. Ispitivanjem sprovedenim na knock-out (KO) miSevima (Dnasel
’) sa potpuno inaktiviranom DNazom I je zabeleZeno znacajno niZe oSteéenje bubrega u poredenju
sa kontrolnom grupom, ukazujuéi na protektivno dejstvo inhibicije DNaze I prema nefrotoksi¢nim
efektima cisplatina [Basnakian 1 saradnici, 2005]. Na istom modelu knock-out miseva je ispitivan
uticaj DNaze I na hepatocelularnu nekrozu jetre izazvanu visokim dozama paracetamola. Nekroza
pericentralno lokalizovanih hepatocita je nastupila i u eksperimentalnoj i u kontrolnoj grupi, ali je
progresija oStecenja ka okolnim celijjama bila znacajno smanjena na modelu KO miSeva sa
inaktiviranom DNazom [ [Napirei i1 saradnici, 2006]. Inaktivacija DNaze I delovala je
radioprotektivno kod oStecenja slezine, kosne srzi i sluzokoZe malog creva nakon izlaganja
jonizuju¢em y-zracenju [Apostolov i saradnici, 2009]. Fragmentacija DNK molekula uzrokovana
intoksikacijom grafenskim nanomaterijalima posredovana je DNazom I. Citotoksi¢ni efekti na
epitelne celije bubrega su gotovo u potpunosti izostali istovremenom primenom specificnih
inhibitora DNaze I [Fahmi i saradnici, 2017].

Sva pomenuta stanja u kojima povecanje aktivnosti DNaze I predstavlja znacajan patoloski

faktor u osnovi imaju masovno odumiranje ¢elija, bilo apoptozom ili nekrozom. Apoptoza je



fizioloska forma genetski programirane ¢elijske smrti. Energetski je zavisan proces tokom koga
dolazi do naglog smanjenja volumena citoplazme 1 jedra, usled razgradnje intracelularnih
struktura, kondenzacije hromatina i fragmentacije DNK. Tokom apoptotskog programa vodenog
proteazama i1 nukleazama, razgradeni ¢Celijski sadrzaj biva okruzen delovima ¢elijske membrane,
formirajuci apoptotska tela, koja dalje preuzimaju i razgraduju makrofazi i okolne ¢elije. Visoko
organizovani redosled dogadaja tokom apoptoze ima za cilj uklanjanje celija bez kontakta
¢elijskog sadrzaja sa ekstracelularnim prostorom, ¢ime se sprecava nastanak inflamacije [Hetts,
1998]. Nasuprot apoptozi, nekroza je patoloska forma celijske smrti do koje dolazi nakon
izrazenog oStecenja Celija fizickim, hemijskim ili drugim faktorima. KarakteriSe se bubrenjem
¢elije usled nekontrolisanog ulaska vode i posledicnom rupturom celijske membrane, koja je
praéena rasipanjem celijskog sadrzaja u ekstracelularni prostor i inflamacijom [Van Cruchten i
Van den Broeck, 2002]. Uloga DNaze I u apoptozi i nekrozi je dobro dokumentovana [Peitsch 1
saradnici, 1993; Mannherz i saradnici, 1995; Oliveri i saradnici, 2001; Napirei i saradnici, 2006;
Li 1 saradnici, 2009; Zhu 1 saradnici, 2016]. Smatra se da je DNaza I svojom endonukleolitickom
aktivnos$¢éu odgovorna za inicijalnu degradaciju hromatina, bilo tokom apoptoze ili nekroze, na taj
nacin omogucavajuci dejstvo sekundarnih nukleaza i dalju razgradnju genetskog materijala do
oligonukleotida [Thiyagarajan i saradnici, 2015].

Pored uklanjanja nepotrebnih ostataka (engl. Waste-managment nuclease) vancelijske
DNK, DNaza I takode pripada grupi ¢elijsko-autonomnih nukleaza (engl. Cell-autonomous
nuclease) koje vrse razgradnju DNK unutar ¢elija tokom odvijanja apoptotskog procesa [Oliveri 1
saradnici, 2001; Samejima i Earnshaw, 2005]. Ipak, DNaza I ne obavlja samo efektornu ulogu
tokom sprovodenja programirane Celijske smrti, ve¢ je pokazano da vrsi 1 njeno pripremanje
modulacijom genske ekspresije Fas receptora, povecavaju¢i na taj nacin osetljivost celija na
apoptotske stimuluse [Oliveri 1 saradnici, 2004; Thiyagarajan 1 saradnici, 2018]. Dodatno, Fahmi
1 saradnici [2020] su ukazali na regulatornu ulogu DNaze I u ekspresiji drugih apoptotskih
nukleaza. DNaza I je jedina poznata nukleaza sa funkcijom tokom ¢itavog procesa Celijske smrt.
Njeni efekti se protezu od dogadaja koji prethode apoptozi kroz pripremanje ¢elije za programiranu

smrt, preko inicijalne fragmentacije, sve do finalne faze uklanjanja ostataka DNK molekula.
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1.3. Ksantin oksidaza: opsSte karakteristike, mehanizam aktivnosti i znacaj

Ksantin oksidoreduktaza je enzim koji pripada familiji flavoproteina i sastoji se iz dve
interkonvertibilne forme - ksantin oksidaze (engl. Xanthine Oxidase — XO) (EC 1.1.3.22) i ksantin
dehidrogenaze (engl. Xanthine Dehydrogenase — XDH) (1.17.1.14) [Stirpe 1 Della Corte, 1969].
Obe forme obavljaju klju¢nu ulogu u katabolizmu purinskih baza katalizujuci reakcije oksidacije
hipoksantina u ksantin i ksantina u mokra¢nu kiselinu, uz posledi¢nu redukciju nikotinamid adenin
dinukleotida (NAD") ili molekulskog kiseonika [Nishino, 1994; Hille i Nishino, 1995]. Najvisi
nivo enzimske aktivnosti prisutan je u jetri i crevima, dok je u mlecnim Zlezdama, bubrezima,
plu¢ima, srcu, mozgu, plazmi i drugim tkivima ta aktivnost niza [Linder i saradnici, 1999; Borges
i saradnici, 2002]. Enzim je u svojoj nativnoj XDH formi primarno lokalizovan u citozolu i na
povrsini Celijskih membrana [Berry 1 Hare, 2004] ¢éelija poput epitela mlecnih zlezdi i endotela
krvnih sudova [Hellstein-Westing, 1993]. Izlaganje metabolickom stresu rezultira prevodenjem
XDH u XO formu i njenim oslobadanjem u krvotok, gde slobodno cirkulise ili se vezuje visokim
afinitetom za povrsinu endotelnih ¢elija [Radi i saradnici, 1997].

Aktivne forme XO 1 XDH su po svojoj strukturi homodimeri molekulske mase 290 kDa, u
formi leptira (Slika 7), gde svaka od monomernih jedinica nezavisno obavlja kataliti¢ku funkciju
[Berry 1 Hare, 2004; Pacher 1 saradnici, 2006]. Sekvenca gena ksantin oksidoreduktaze pokazuje
visok stepen homologije medu sisarima (~ 90%) [Harrison, 2002; Berry i Hare 2004]. Monomerne
subjedinice humanog enzima sadrZe 1330 aminokiselina i nastaju kao produkt ekspresije gena koji
se nalazi na kra¢em kraku drugog hromozoma [Xu 1 saradnici, 1994; Xu i saradnici, 1996; Nishino
i saradnici, 2008].

Subjedinice enzima se sastoje iz tri uzajamno povezana domena, od kojih svaki poseduje
specifi¢ni kofaktor. Najkraci od njih, N-terminalni domen (aminokiselina 1-165) svojim sastavom
obuhvata dva medusobno razli¢ita [2F-2S] centra, okruzenih sa po cetiri boc¢na niza cisteina. Na
N-terminalni domen se, preko kraceg polipeptidnog veznika, nastavlja srediSnji domen
(aminokiseline 226-531) unutar koga se nalazi flavin adenin dinukleotid (FAD). U produzetku se
preko polipeptidnog veznika dalje nadovezuje najduzi, C-terminalni domen (aminokiseline 590-
1332) koji sadrzi kofaktor molibdopterin [Enroth i saradnici, 2000; Berry i Halle, 2004]. Gotovo
linearni raspored cetiri redoks centra u trodimenzionalnoj strukturi enzima ima za cilj olakSani

prenos elektrona tokom obavljanja oksido-redukcionog procesa [Pacher 1 saradnici, 2006].
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Slika 7. Kristalografska struktura ksantin oksidaze (PDB: 1FIQ). C-terminalni kraj polipeptidnih
lanaca oznacen je plavom bojom, sredi$nji domen narandZastom, a N-terminalni kraj zelenom

bojom.

Aktivne forme ksantin oksidoreduktaze uc¢estvuju u hidroksilaciji veceg broja endogenih 1
egzogenih supstrata, poput purina, pterina, aromati¢nih heterociklusa, aromati¢nih i alifaticnih
aldehida, na taj nacin omogucavajuci bilo njithovu aktivaciju ili detoksifikaciju [Pacher 1 saradnici,
2006]. Ipak, osnovna funkcija ksantin oksidoreduktaze u organizmu predstavlja prevodenje
hipoksantin u ksantin i ksantina dalje u mokra¢nu kiselinu, time sprovodec¢i zavrSne korake u
metaboli¢kom putu razgradnje purinskih baza [Berry 1 Halle, 2004].

Pre vezivanja supstrata, ksantin oksidoreduktaza se nalazi u oksidovanoj formi.
Polureakcija redukcije zapocinje na molibdopterinskom kofaktoru, sa jonom molibdena u
najvisem oksidacionom stanju Mo"’, koji se nakon preuzimanja dva elektrona ksantina redukuje
do oksidacionog stanja Mo'". Reoksidacija molibdena omogucena je prenosom elektrona preko
[2F-2S] centra do FAD koenzima, koji zatim ucestvuje u finalnom transferu elektrona do
odgovarajuceg akceptora (Oz ili NAD") (Slika 8) [Pauff i saradnici, 2008; Okamoto i saradnici,
2013].
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Slika 8. Linearni raspored redoks centara ksantin oksidoreduktaze i smer transfera elektrona.

Kataliticka reakcija oksidacije ksantina zapocinje uklanjanjem protona Mo-OH grupe
ostatkom glutaminske kiseline u neposrednoj blizini. Formirani Mo-O™ nukleofil istovremeno vrsi
nukleofilni napad na C8 ugljenikov atom supstrata koji ¢e biti oksidovan, §to je ujedno praceno
transfer protona na Mo=S grupu (Slika 9, A). Tokom odvijanja katalitickog procesa nastaje
meduproizvod u kome je supstrat preko atoma kiseonika kovalentno vezan za Mo'v (Slika 9, B i
D). U narednom koraku, produkt biva istisnut iz koordinacione sfere molibdena okolnim
molekulima vode. Preuzeti elektroni se preko [2Fe-2S] centara prenose do FAD-a, dok Mo'Y biva
reoksidovan do pocetnog Mo"! stanja, bilo direktno ili preko Mo" prelaznog stanja, pripremajuéi
enzim za naredni kataliticki ciklus. Citav proces se odvija uz pomo¢ aminokiselinskih ostataka Glu
802, Arg 880 i Glu 1261 koje vrSe stabilizaciju prelaznih stanja enzim-supstrat kompleksa

formiranjem vodonic¢nih veza [Pauff i saradnici, 2008; Okamoto i saradnici, 2013].
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Slika 9. Mehanizam katalitckog dejstva enzima ksantin oksidoreduktaze prikazan kroz primer

hidroksilacije ksantina do mokraéne kiseline [adaptirano iz Okamoto 1 saradnici, 2013].

Ksantin dehidrogenaza je fizioloski predominantna forma ksantin oksidoreduktaze. Iako
obe forme vrSe oksidaciju istih supstrata, osnovna razlika izmedu XDH 1 XO je u njihovoj sklonosti
ka finalnom akceptoru koji preuzima elektrone iz FAD domena. U slu¢aju XDH to je NAD*, dok
XO elektrone predaje molekulskom kiseoniku. Utvrdeno je da konverzija jedne forme ksantin
oksidoreduktaze u drugu moze biti ireverzibilna i reverzibilna. Izlaganje XDH proteolitickim
enzimima, poput tripsina, rezultira ireverzibilnim prevodenjem enzima u formu XO [Stirpe 1 Della
Corte, 1969]. Enzimska aktivnost XO opstaje 1 nakon ogranicene proteolize usled snaZznog
medusobnog povezivanja nastalih fragmenata, koji po svojim molekulskim masama odgovaraju
prethodno pomenutim domenima (20, 40, 85 kDa) sa odgovaraju¢im redoks centrima [Amaya i
saradnici, 1990]. Reverzibilna konverzija XDH u XO je posledica oksidacije tiolnih grupa bo¢nih
lanaca Cys 535 1 Cys 992 razli¢itim uzro¢nicima [Nishino i1 Nishino, 1997] 1 moze se prevazici
izlaganjem enzima tiolnim jedinjenjima, poput ditioeritritolu [Waud 1 Rajagopalan, 1976]. Uzrok
razli¢ite sklonosti XDH 1 XO ka razli¢itim akceptorima elektrona je strukturne prirode. Naime,
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prevodenje XDH u XO dovodi do strukturnih promena unutar FAD vezuju¢eg domena, usled
gubitka kontakta izmedu aminokiselinskih ostataka Phe 549 1 Trp 336, gotovo potpuno
onemogucavajuéi transfer elektrona sa FAD-a na NAD" [Kuwabara i saradnici, 2003]. Stoga,
fizioloski predominantna XDH poseduje visok afinitet za transfer elektrona na NAD", redukujudi
ga do NADH forme, dok strukturno izmenjena XO elektrone predaje O molekulu, $to rezultira
stvaranjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species — ROS), 02* 1 H20. Ipak,
ROS produkcija nije iskljucivo posledica aktivnosti XO, obzirom da XDH u uslovima nedostatka
NAD" koristi molekulski kiseonik kao akceptor elektrona [Berry i Halle, 2004]. Izuzev pomenutih
primarnih funkcija ksantin oksidoreduktaze, zabeleZzena je 1 sposobnost da pod odredenim
uslovima deluje kao NADH oksidaza [Zhang i saradnici, 1998a] i nitrit reduktaza [Zhang i
saradnici, 1998b]. Kompromitovana mitohondrijalna oksidacija u uslovima izrazene ishemije ili
hipoksije, i posledi¢no nagomilavanja NADH moze rezultirati NADH oksidaznom aktivno$¢h
XDH, koje se karakteriSe retrogradnim prenosom elektrona sa NADH na FAD, uz posledi¢no
nastajanje reaktivnih formi kiseonika [Cantu-Medellin i Kelley, 2013]. Pri uslovima anoksije 1
niske pH vrednosti, moze do¢i do redukcije NO2™ do NO na molibdopterinskom centru. Tom
prilikom kao donori elektrona sluze bilo ksantin ili NADH kroz pomenuti retrogradni transfer
elektrona. Ipak, funkcije NADH oksidaze 1 nitrit reduktaze nisu od velikog znacaja, obzirom na
gotovo ekstremne uslove pri kojima se javljaju [Kelley, 2015].

Poremecena funkcija ksantin oksidoreduktaze rezultira nastankom brojnih patoloskih
stanja. Nasledna deficijencija ovog enzima ima za posledicu autozomno-recesivno oboljenje
ksantinuriju, koje se karakteriSe visokim koncentracijama ksantina u urinu, njegovom depozicijom
u tkivima 1 prate¢im oStecenjima organa [Ichida i saradnici, 2012]. Ipak, daleko veca vaZznost
pridaje se stanjima koja nastaju usled povecane aktivnosti ksantin oksidoreduktaze. Posledi¢na
povecana oskidacija ksantina prevazilazi kapacitete organizma da izlu¢i formiranu mokra¢nu
kiselinu, te dolazi do njenog zadrzavanja i stanja koje se naziva hiperurikemija. Pri fizioloskim
vrednostima pH, mokra¢na kiselina se nalazi u rastvornoj jonizovanoj formi urata. Medutim, usled
prekomerne produkcije mokracne kiseline 1 ograni¢ene rastvorljivost urata u telesnim tecnostima,
dolazi do neminovnog talozenja mokraéne kiseline prvenstveno u zglobovima, vezivnom tkivu 1
bubrezima. Pokretanje inflamatornog odgovora usled nagomilavanja kristala mokraéne kiseline i
njenih soli u zglobovima, hiperurikemija progredira do stanja inflamatornog artritisa koje se naziva

giht [Zhu 1 saradnici, 2011; Petreski 1 saradnici, 2020]. Povecana aktivnost ksantin oksidaze
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dovodi 1 do povecanog stvaranja superoksid anjon radikala i vodonik peroksida koji, kroz
inicijaciju stvaranja ROS, rezultiraju oksidativnim stresom (Slika 10) [Berry i Hare, 2004]. Naime,
nastali O>*" podleze Haber-Weiss-ovoj reakciji sa Fe(Ill) jonom, produkuju¢i Oz i Fe(Il) jon, koji
zatim stupa u Fenton-ovu reakciju sa H>O», daju¢i ekstremno reaktivan hidroksil radikal (*OH).
Dodatno, reakcijom 0% sa NO nastaje peroksinitrit anjon (ONOO?) sa jako izrazenim

oksidacionim sposobnostima [Borges i saradnici, 2002].

Slika 10. Sematski prikaz nastanka reaktivnih formi kiseonika koje reaguju sa éelijskim

makromolekuliuma, oste¢ujuci subcelularne strukture i remete¢i funkcionisanje ¢elija.

Povecano stvaranje slobodnih radikala pra¢eno je nastankom oksidativnog stresa koji
doprinosi nastanku brojnih patoloskih stanja poput kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa,

karcinoma, neuroloskih i drugih poremecaja [Vlako i saradnici, 2006; Chen i saradnici, 2016].

1.4.  Potencijalni sinergisticki efekti inhibicije DNaze I i ksantin oksidaze na apoptozu

Ravnoteza izmedu celijske deobe (proliferacije) i kontrolisane ¢elijske smrti (apoptoze) je
visoko regulisan proces obnavljanja starih 1 oSte¢enih ¢elija. Svake sekunde oko 100 000 ¢elija u
ljudskom organizmu biva obnovljeno obezbeduju¢i homeostazu tkiva. Onemoguceno ili smanjeno
odvijanje apoptotskog programa narusava pomenutu ravnoteZu i vodi nastanku proliferativnih
bolesti, dok prekomerna i nekontrolisana apoptoza doprinosi nastanku neurodegenerativnih bolesti

[Thompson, 1995; Dadeel 1 Orrenius, 2005].
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Prilikom programirane celijske smrti dolazi do preklapanja Stetnih efekata povecane
aktivnosti DNaze 11 XO (Slika 11). DNaza I povecava osetljivost ¢elija na apoptotske stimuluse,
deluju¢i kao transkripcioni faktor Fas receptora [Olivieri i saradnici, 2004; Thiyagarajan i
saradnici, 2018], dok povecavana aktivnost XO produkuje reaktivne forme kiseonika koje, kroz
oStecenja subcelularnih struktura i makromolekula, obezbeduju stimulus za pokretanje apoptoze

[Circu i Aw, 2010; Sinha i saradnici, 2013; Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016].
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Slika 11. Pojednostavljeni prikaz mehanizama pokretanja apoptoze DNazom 11 XO.

Ekstracelularna DNaza I ulazi u ¢eliju difuzijom [Eulitz i Mannherz, 2007] ili vezivanjem

za katjon-nezavisni manoza-6-fosfat receptor (CI-MPR), nakon cega biva internalizovana
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endocitozom. U citoplazmi se DNaza I nalazi u neaktivnoj formi vezana za aktinske komponente
citoskeleta [Eulitz i Mannherz, 2007]. Gelsolin je aktin-vezuju¢i protein, ¢iji N-terminalni
fragment moze kompetitivno istisnuti DNazu I iz kompleksa sa aktinom, time doprinoseci
nastanku apoptoze [Chhabra i saradnici, 2006; Li i saradnici, 2009]. Kada se nade u velikim
koli¢inama u citoplazmi, DNaza I prevazilazi kapacitete aktina za vezivanjem. Slobodna DNaza I
u citoplazmu moze dospeti 1 sluajnim oslobadanjem iz endoplazmatskog retikuluma
[Thiyagarajan i saradnici, 2015]. Bez obzira na poreklo, DNaza I stize do jedra, najverovatnije
pasivnom difuzijom kroz pore jedrove membrane ili usled njenog narusenog integriteta tokom
apoptoze [Peitsch i saradnici, 1993], u kome moze vrsiti fragmentaciju DNK, ili se u ulozi
transkripcionog faktora vezuje za promotorni region fas gena, ushodno regulisu¢i produkciju Fas
receptora [Oliveri i saradnici, 2004]. Nuklearna translokacija DNaze I u cilju regulacije ekpresije
fas gena posredovana je IL-1B [Thiyagarajan i saradnici, 2018]. Endonukleaza G (EndoG) je
¢elijski-autonomna nukleaza sa lokalizacijom u mitohondrijama [Schafer i1 saradnici, 2004], iz
kojih nakon inicijacije apoptoze prelazi u jedro gde vrsi fragmentaciju DNK [Li i saradnici, 2001;
Samejima i Earnshaw, 2005]. Prekmerna ekspresija DNaze I povecava ekspresiju ostalih
apoptotskih nukleaza, ukljuc¢ujuéi i EndoG [Yin i saradnici, 2007; Fahmi i saradnici, 2020]. Uz to
EndoG ispoljava iste efekte ushodne regulacije na DNazu I i ostale nukleaze, ¢ine¢i circulus
vitiosus [Zhdanov 1 saradnici, 2015]. Do ushodne regulacije endonukleaza najverovatnije dolazi
usled relaksacije DNK molekula kontrolisanim zasecanjem bilo DNazom I ili EndoG nukleazom,
¢ime se se olakSava pristup transkripcionih proteina [Zhdanov i saradnici, 2015; Fahmi 1 saradnici,
2020]. ROS mogu uzrokovati oslobadaju EndoG iz mitohondrija, $to je praceno nuklearnom
translokacijom endonukleaze [Kim i saradnici, 2008].

Reaktivne kiseonicne vrste unutar mitohondrija izazivaju stanje oksidativnog stresa usled
koga membranski potencijal mitohondrija i njihova aktivnost bivaju kompromitovani oslobadajuci
molekule koji pokre¢u unutra$nji, mitohondrijalni put programirane Ccelijske smrti. Medu
oslobodenim molekulima najznacajniji je citohrom ¢ (Cyt ¢), koji aktivira kaspaze i pokrece
kaspaza-zavisni mitohondrijalni put apoptoze. Do oslobadanja Cyt ¢ dolazi kao posledica
smanjenog afiniteta kardiolipina usled ROS-uzrokovane oksidacije [Orrenius 1 saradnici, 2007].
Uz to biva osloboden i EndoG, koji prelazi u jedro i vrs$i ushodnu regulaciju ostalih endonukleaza
1 fragmentaciju DNK molekula u kaspaza-nezavisnom mitohondrijalnom putu apoptoze [Sinha i

saradnici, 2013]. Oksidativni stres rezultira aktivacijom p53 proteina 1 Jun N-terminalne kinaze
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(JNK), ¢ime se pokrece set proapoptotskih proteina iz B-Celijski limform 2 (Bcl-2) familije koji
nadvladavaju zastitne efekte antiapoptotskih proteina i naruSavaju integritet mitohondrijalne
membrane [Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016]. Apoptoza moze biti inicirana spoljnim putem
aktivacijom receptora na povrsini Celije, ¢ime biva pokrenuta signalna kaskada prevodenja
prokaskaza u aktivne kaspaze odgovorne za sprovodenje programirane smrti. ROS mogu aktivirati
Fas 1 TNF-R1 receptore Celijske smrti [Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016]. Oksidativni stres
remeti normalno savijanje polipeptidnih lanaca unutar endoplazmatskog retikuluma (ER), §to za
posledicu ima nagomilavanje nefunkcionalnih proteina narusene trodimenzionalne strukture i
posledi¢no javljanje stresa endoplazmatskog retikuluma. Do pokretanja apoptotskog programa
dolazi ukoliko stres prevazilazi kompenzatorne kapacitete ER 1 onemogucavaja homeostazu. Tada
zastitni mehanizmi pokrecu apoptozu samostalno ili uz pomo¢ mitohondrija, aktivacijom kaspaza,
JNK i Bel-2 proteina ili masivnim oslobadanjem jona Ca®" iz ER koji naruSava mitohondrijalni
membranski potencijal [Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016].

Izrazena 1 nekontrolisana apoptoza ima vaznu ulogu u razvoju ishemijskih bolesti organa,
traumatske povrede mozga, doprinosi nastanku hroni¢nih neurodegenerativnih oboljenja poput su
Alzheimerove, Parkinsonove i Huntingtonove bolesti, amiotroficne lateralne skleroze i multipla
skleroze, kao 1 degenerativnih oStecenja retine i skeletnog sistema ukljucujuéi osteoartritis 1
osteoporozu [Li i saradnici, 2021]. PodloZnost nervnog sistema degenerativnim promenama leZi u
samoj prirodi neurona kao post-mitotskih ¢elija bez proliferativnog kapaciteta, usled ¢ega su
oStecenja ireverzibilna 1 trajna. Terapijske strategije u prevenciji gubitka neurona se zasnivaju na
spreCavanju uzroka koji dovodi do oSteCenja i smrti neurona, ili na ometanju efektorskih
mehanizama kojima se realizuje Celijska smrt [Cummings, 2017]. Imajuéi u vidu medusobnu
povezanost direktnih 1 indirektnih efekata DNaze I 1 XO na apoptotske mehanizme 1 signalne
puteve, istovremena inhibicija ovih enzima potencijalno moze biti korisna u terapiji poremecaja
uzrokovanih ekscesivnom apoptozom. Razvoj dualnih inhibitora DNaze I 1 XO bio bi u skladu sa
modernim terapijskim pristupom u tretmanu multifaktorijalnih neurodegenenrativnih bolesti, u
kome se terapija pojedina¢nim lekom usmerenim na jedan patoloski mehanizma sve viSe napusta
u korist kombinovane terapije zasnovane na sinergistickim efektima viSe lekova na vise
mehanizama ili pojedina¢nih multi-target usmerenih liganada (engl. MLTD — Multi-Target-

Directed Ligands) [Huo 1 saradnici, 2019].
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1.5.  Pregled novijih inhibitora dezoksiribonukleaza I

Nakon vise od 70 godina od izolovanja DNaze I [Kunitz, 1950] broj poznatih inhibitora
ovog enzima je 1 dalje relativno ograniCen. Najskoriji literaturni pregled inhibitora DNaze I
sproveden je 2014. godine od strane Kolarevi¢ i saradnika, koji su ih tom prilikom na osnovu
porekla razvrstali na prirodne, sintetske i neorganske [Kolarevi¢ i saradnici, 2014].

Najpotentniji do sada identifikovani inhibitor DNaze I je globularni protein aktin, koji
izgraduje mikrofilamente citoskeleta 1 filamente miSi¢énih vlakana. Morrison i Dawson su
zabelezili ICso vrednost u opsegu od 10-60 nM, u zavisnosti od forme aktina [Morrison i Dawson,
2007]. Visok afinitet aktina prema DNazi I vazan je protektivni mehanizam kojim se sprecava
DNazom I uzrokovana degradacija hromatina i posledi¢na smrt ¢elija [Eulitz i Mannherz, 2007].

Poslednjih godina se kroz povecani broj radova beleZi porast interesovanja za malim
sintetskim molekulima sa sposobnos¢u inhibicije DNaze 1.

Rad Mavrove i saradnika [2018] je iznedrio viSe inhibitora DNaze I, koji se prema svojim
strukturnim karakteristikama mogu razvrstati na derivate tieno[2,3-d]pirimidin-4-amina 1
tieno[2,3-d]pirimidin-4-ftalimida. Analizom dobijenih rezultata, autori su wuocili izvesnu
pravilnost, po kojoj su nize ICso vrednost zabelezene kod derivata ftalimida u odnosu na svoje
odgovaraju¢e prekursorske amine. Strukturna formula najpotentnijeg derivata D1, sa ICso
vrednos$céu od 106,0 = 16,0 uM, prikazana je na Slici 12.

BondZi¢ 1 saradnici [2019] sintetisali su 1 ispitali inhibitorni potencijal derivata
benzociklobutan-2,5-diona prema DNazi I izolovanoj iz govedeg pankreasa. Medu ispitivanim
jedinjenjima, ICso vrednost niza od 150 uM zabeleZena je kod dva derivata (D2, D3) (Slika 12).
Sprovodenjem studije kinetike inhibicije enzima utvrdeno je da oba derivata deluju kao

nekompetitivni inhibitori.
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Slika 12. Strukturne formule derivata tieno[2,3-d]pirimidin-4-ftalimida [Mavrova i saradnici,
2018] 1 benzociklobutan-2,5-diona I [Bondzi¢ i saradnici, 2019] sa odgovaraju¢im ICsg

vrednostima prema DNazi i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na kristal violet.

Nesto potentniji inhibitori DNaze I, sa ICso vrednostima ispod 100 uM, zabeleZeni su medu
derivatima benzimidazola [Kolarevi¢ 1 saradnici, 2018]. U ispitivanoj seriji benzimidazola, 2-
supstituisani derivat 1,3-tiazol[3,2-a]benzimidazolona (D4, Slika 13) sa najnizom ICso vrednosti
od 79,46 + 11,75 uM pracen je derivatima 1,3-benzimidazol-tionima (D5 i D6, Slika 13).
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ICs0 = 79, 46 + 11,75 uM ICs = 89,85 £ 17,20 uM IC5 = 96,38 £ 19,27 uM
RIP = 4,43 RIP = 3,92 RIP = 3,65

Slika 13. Strukturne formule derivata benzimidazola sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema
DNazi I i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na kristal violet [Kolarevi¢ i1 saradnici,

2018].

U seriji od 53 derivata 4-tiazolidinona in vitro inhibitorna aktivnost prema DNazi I
izolovanoj iz govedeg pankreasea zabelezena je kod njih 10 [Kolarevi¢ i saradnici, 2019a]. Od
toga tri najpotentnija inhibitora (D7-9, Slika 14) su pokazala sposobnost inhibicije DNaze I u

homogenatu jetre pacova sa ICso vrednostima ispod 200 uM.
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Slika 14. Strukturne formule derivata 4-tiazolidinona sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema
DNazi I i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na kristal violet. Prikazane nizZe vrednosti
odgovaraju in vitro testiranju na izolovanom enzimu, dok su viSe vrednosti dobijene prilikom

testiranja kori§¢enjem homogenata jetre pacova [Kolarevi¢ i saradnici, 2019a].

Medu derivatima 4-(4-hlorofenil)tiazol-2-amina, ispitanim od strane Smelcerovié i
saradnika [2020] inhibitorna aktivnost prema DNazi I je zabelezena kod veceg broja njih, od kojih
su 3 derivata pokazala ICso vrednosti nize od 100 uM (D10-12, Slika 15). Aktivni derivati, ne
samo da su medu potentnijim poznatim inhibitorima DNaze I, ve¢ pokazuju sposobnost inhibicije
S-lipoksigenaze (5-LO) u submikromolarnom opsegu. Jedinjenja D10-12 su prvi do sada
identifikovani dualni inhibitori DNaze I 1 5-LO, te predstavaljaju dobru polaznu osnovu za dalji
razvoj sliénih dualnih inhibitora, posebno imaju¢i u vidu znacaj DNaze 1 1 5-LO u patogenezi

neurodegenerativnih bolesti.

H;C_ N
o s H,N s s
[ p—NH | >—NH [ N/>~NH
N
cl cl cl
OH OH OH
D10 D11 D12
IC50 = 81,30 £8,12 uM IC5o = 79,79 £ 7,04 uM IC5 = 88,81 £ 10,26 uM
RIP = 4,42 RIP = 4,50 RIP = 4,04

Slika 15. Strukturne formule 4-(4-hlorofenil)tiazol-2-amina sa odgovaraju¢im ICso vrednostima
prema DNazi I i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na kristal violet [Smelcerovic 1

saradnici, 2020].

Daljim radom istih autora na molekulima koji u osnovi imaju tiazolov prsten prosiren je

spektar poznatih dualnih inhibitora DNaze I 1 5-LO [Markovi¢ i saradnici, 2023]. Inhibitorni
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potencijal novih derivata tiazola [Markovi¢ i saradnici, 2023] prema DNazi I bio je u skladu sa
prethodno ispitanim derivatima [Smelcerovic i saradnici, 2020]. Najpotentnije medu ispitivanim

strukturama (D13 i D14, Slika 16) su takode pokazale ICso vrednosti ispod 100 pM.

N OH

=Sl <
| )—o | )>—NH
C|/©j: cl O N

D13 D14
ICsp = 74,34 £ 10,59 uM ICso = 99,24 + 9,40 uM
RIP = 4,66 RIP = 3,49

Slika 16. Strukturne formule 4-(4-hlorofenil)tiazola sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema
DNazi I i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na kristal violet [Markovi¢ i saradnici,

2023].

Ruseva 1 saradnici [2023a i1 2023b] ispitali su inhibitorni potencijal ukupno 5 derivata
skvaramida prema DNazi [ (D15-19, Slika 17). Uprkos malom broju ispitanih predstavnika ove
serije, rezultati testiranja pokazali su da sve analizirane supstance dovode do smanjenja aktivnosti
DNaze I. Cetiri derivata (D15-19) inhibiralo je DNazu I sa ICs vrednostima ispod 60 uM, &ineéi
skvaramide jednima od najpotentnijih do sada poznatih malih sintetskih organskih molekula sa

sposobnoscu inhibicije DNaze 1.
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Slika 17. Strukturne formule derivata skvaramida sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema
DNazi I i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na kristal violet [Ruseva i saradnici

2023a; Ruseva i saradnici, 2023b].

Interesovanje za malim sintetskim inhibitorima DNaze I, iako u porastu, i dalje je relativno
ograni¢eno. Verovatan razlog manjka interesovanja u osnovi ima nepostojanje terapijske
indikacije u kojoj je DNaza I prepoznata i odobrena kao validan terapijski target. Posledi¢no, rad
na pronalazenju potentnih inhibitora DNaze I, kojima bi se omogucilo bolje razumevanje
patofizioloske uloge enzima, ostaje ograni¢en. Navedene okolnosti stavljaju DNazu [ u svojevrsan
,»zacarani krug®, gde nedostatak potentnih inhibitora proizilazi iz nedostatka podataka o DNaze I
kao validnom targetu, koji za uzrok ima upravo pomenuti nedostatak potentnih inhibitora. Uprkos
tome, trend porasta inhibitornog potencijala prema DNazi I jasno se uocava medu do sada

identifikovanim inhibitorima.

1.6.  Pregled novijih inhibitora ksantin oksidaze

Terapijski potencijal inhibicije ksantin oksidaze prepoznat je jo§ sredinom dvadesetog
veka. Prvi inhibitor enzima odobren za terapiju gihta od strane americke Agencije za hranu i lekove
(engl. Food and Drug Administration — FDA) bio je alopurinol 1966. godine [Kumar i saradnici,
2017]. Kao strukturni izomer ksantina, alopurinol (Slika 18) pod dejstvom XO biva konvertovan

u oksipurinol, koji inhibira enzimsku aktivnost kovalentnim vezivanjem za molibden unutar
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aktivnog centra [Okamoto i saradnici, 2008]. Terapijska primena alopurinola je znacajno
ogranicena brojim nezeljenim efektima koji se javljaju usled strukturne sli¢nosti sa hipoksantinom.
Pored osipa i hipersenzitivnih reakcija, kontinuirana upotreba alopurinola moze dovesti do teskih
1 zivotno ugrozavaju¢ih komplikacija poput gastrointestinalnih poremecaja, fulminantnog
hepatitisa, otkazivanja bubrega ili Stevens-Johnson-ovog sindroma [Pacher 1 saradnici, 2006;
Shalom 1 saradnici, 2008]. Vise od cetiri decenije nakon alopurinola odobrenje za terapijsku
primenu su dobili febuksostat (2009. godine) 1 topiroksostat (2013. godine) (Slika 18) [Kumar i
saradnici, 2017]. U postmarketinskoj fazi praéenja febuksostata uoc¢eno je povecanje mortaliteta
uzrokovanog kardio-vaskularnim problemima u odnosu na alopurinol [White i saradnici, 2018], te
je FDA 2019. godine izdala upozorenje u kome se isti€u nove smernice i ogranicena za primenu
ovog leka [FDA, 2019]. Takode je uoc¢eno da topiroksostat moze povecati incidencu javljanja gihta
kod pacijenata sa hiperurikemijom [Hosoya i saradnici, 2016]. Imajuéi u vidu ozbiljne nezeljene
efekte koji se dovode u vezu sa terapijskom primenom alopurinola, febuksostata i topiroksostata,

nesumnjiva je potreba za pronalazenjem novih inhibitora XO sa povoljnijim bezbednosnim

profilom.
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Hipoksantin Alopurinol Oksipurinol Febuksostat Topiroksostat

Slika 18. Strukturne formule hipoksantina, alopurinola, oksipurinola, febuksostata 1

topiroksostata.

Nasuprot DNazi I, kod koje je broj poznatih inhibitora relativno ogranicen, terapijska
primena €ini istraZivanje novih inhibitora XO mnogo atraktivnijim. Interesovanje za inhibitorima
XO najbolje se ilustruje ¢injenicom da se svakih 5-6 godina javlja realna potreba za opseznim
literaturnim pregledima novih inhibitora [gmelcerovié 1 saradnici, 2017; Kumar 1 saradnici, 2017;
Singh 1 saradnici, 2023; Agrawal i saradnici, 2023], s ciljem da se kroz sistemati¢an pregled
trenutnih saznanja pruze smernice za njihov dalji razvoj. U nastavku ¢e biti prikazani odabrani

predstavnici novih potentnih malih sintetskih inhibitora ovog enzima.
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Poslednjih godina, medu zapaZenim inhibitorima XO sa petoc¢lanim heterociklicnim
prstenom nasli su se derivati pirola, tiazola, imidazola, triazola i tetrazola.

Kibriz i saradnici [2018] sintetisali su 1 ispitali inhibitorni potencijal serije derivata pirola
prema ksantin oksidazi. ICso vrednosti svih ispitivanih derivata bile su u niskom mikromolarnom
opsegu. In silico studija molekularnog docking-a najpotentnijih inhibitora (K1 i K2) (Slika 19)

ukazala je na znacaj hidrofobnih interakcija za inhibiciju ksantin oksidaze.

ICs0 = 4,61 uM ICs = 4,66 uM
RIP, = 1,18 RIP, = 1,17

Slika 19. Strukturne formule derivata pirazola sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema XO 1

relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na alopurinol [Kibriz i saradnici, 2018].

Tiazolov heterociklus se, po uzoru na febuksostat, nalazi u osnovi veceg broja
novosintetisanih inhibitora XO. Odredivanje inhibitornog potencijala je pokazalo da se izosternom
zamenom benzenovog prstena febuksostata indolom (K3 i K4) [Song i saradnici, 2015; Song i
saradnici, 2016] zadrZzava niska nanomolarna aktivnost (Slika 20). Isti efekat je postignut
bioizosternom zamenom tiazolovog prstena febuksostata 2-feniltiazol-4-karboksilnom kiselinom

(K5) [Xu i saradnici, 2019] (Slika 20).

/N
I
NO, i H3C>\\02N

=

H3C\( & e & |
S OH H,C o S OH N OH
o o
K4

CH,3
o
K3 K5
ICs = 3,50 nM ICs0 = 5,10 nM ICs = 48,60 nM
RIP; = 0,89-1,57 RIP = 0,61-1,08 RIP; = 0,098

Slika 20. Strukturne formule derivata tiazola sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema XO i
relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na febuksostat [Song i1 saradnici, 2015; Song 1

saradnici, 2016; Xu 1 saradnici, 2019].
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Chen i saradnici [2015] su sintetisali seriju derivata 1-hidroksi/metoksi-4-metil-2-fenil-1H-
imidazol-5-karboksilne kiseline, sa imidazolovim prstenom u osnovi. Lineweaver-Burk-ovim
dijagramom je utvdeno da najpotentniji inhibitor Ké (Slika 21), sa ICso vrednos¢u od 0,006 pM,
pokazuje meSoviti tip inhibicije XO.

Medu zapazenim predstavnicima triazola su jedinjenja K7 [Shi i saradnici, 2016] 1 K8
[Zhang i saradnici, 2017] (Slika 21), kao meSoviti inhibitori XO pripremljeni takode po ugledu na
febuksostat. Derivat K8 sa metoksi supstituentom u meta poziciji benzenovog prstena je bio
efikasniji u odnosu na svoje orto 1 para analoge.

Odstupanje od uobi¢ajenog pristupa izosternih modifikacija febuksostata pri dizajnu novih
XO inhibitora zabelezeno je u radu Tan i saradnika [2020], koji su sintetisali i ispitali inhibitornu
aktivnost prema XO derivata dobijenih povezivanjem triazola sa strukturnim fragmentima
karbaSecera. Najpotentniji predstavnik K9 (Slika 21) pokazao je vecu potentnost inhibicije XO u
odnosu na alopurinol.

Yagiz i saradnici [2021] su sintetisali serije derivata dimetil N-benzil-1H-1,2,3-triazol-4,5-
dikarboksilata i odgovarajucih derivata dimetanola. Snaznija sposobnost inhibicije XO uocena je
kod derivata dikarboksilata u odnosu na derivate dimetanola. Najpotentniji predstavnici obe serije

(K10-12) sa odgovaraju¢im ICso 1 RIP vrednostima prikazani su na Slici 21.

CH,4
o CH
H;C OH 3
N 9 N N=N P N )
= q \\ N., 7 X N/
N N/ oH CH, N oH /@\ N oH
HsC..
CH, H3C)\/\O 0 o
K6 K7 K8
ICs0 = 0,006 1M ICs0 = 0,084 uM ICso = 0,21 uM
RIP; = 1,67 RIP; = 0,143 RIP, = 36,0
HiC HiC
o o
N=N \\\ _CH; HO o o o cl
N CH o
Q/K/ /Q O~cH, /\P/\N ’ HsC /—"q/\©\ =
\( HO  \=N 3:€-0  \=N on HiC-0'  \=N
K10 K11 K12
ICso = o 586 uM ICs = 0,71 uM ICso = 0,75 uM ICs0 = 0,73 uM
RIP, = 1,95 RIP, = 3,61 RIP, = 3,42 RIP, = 3,51
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Slika 21. Strukturne formule derivata imidazola i triazola sa odgovaraju¢im ICso vrednostima
prema XO 1 relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na febuksostat/alopurinol [Chen i
saradnici, 2015; Shi i saradnici, 2016; Zhang i saradnici, 2017; Tan, 2020; Yagiz i saradnici 2021].

Nepurinski inhibitori XO sa tetrazolovim prstenom su pokazali zapazenu aktivnost.
Inhibicija enzima u mikromolarnom opsegu zabelezena je kod svih 26 predstavnika seriji
pripremljenih od strane Zhang B i saradnika [2019]. Najpotentnije jedinjenje K13, okarakterisano
kao meSoviti inhibitor, ne samo da je pokazalo uporedivu ICso vrednost sa febuksostatom, ve¢ je
uspesno snizavalo nivo urata kod eksperimentalnog modela hiperurikemije pacova. Analizom
odnosa struktura-aktivnost uocen je znacaj alkoksi supstitucije u para poziciji srediSnjeg
benzenovog prstena. Sli¢nu seriju tetrazola sintetisali su Zhang TJ i saradnici [2019] zamenivsi
fragment 4-okso-4,5-dihidropirimidi-5-karboksilne kiseline izonikotinamidom. Najpotentniji
predstavnik (K14) takode je ispoljio meSoviti tip inhibicije XO, sa ICso vrednoscu koja je bila jako

bliska vrednosti topiroksostata koris¢enog kao pozitivna kontrola.

o .
: SeN
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o N\ N,N\\ o NN
- §

HO N =N Xr N NN
N H N
N

[o) =
K13 K14
IC50 = 0,0288 uM IC50 =0,031 uM
RIPg = 0,82 RIP; = 0,68

Slika 22. Strukturne formule derivata tetrazola sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema XO i
relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na febuksostat/topiroksostat [Zhang B 1 saradnici,

2019; Zhang TJ 1 saradnici, 2019].

Medu novosintetisanim inhibitorima XO sa Sestoc¢lanim prstenom po svojoj aktivnosti se
1zdvajaju derivati benzena, pirimidina 1 piridazina.

Li 1 saradici [2018] su sintetisali 1 ispitali inhibitorni potencijal manje serije derivata
benzaldehid tiosemikarbazona. Najpotentniji predstavnik K15 (Slika 23) je inhibirao XO sa ICso
vredno$¢u od 0,04 uM, premasivsi vise od 400 puta referentni inhibitor alopurinol. Pored

mesovitog tipa inhibicije, studijom molekularnog docking-a je utvrdeno da para -OH supstituent

28



benzenovog prstena formira vodoni¢ne veze, a fenil supstituent na terminalnoj amino grupi n-n
interakcije sa XO, doprinose¢i visokom inhibitornom potencijalu.

Predstavnici simetricnih mono- i difluoro supstituisanih derivata bis-halkona ispoljili su
sposobnost inhibicije ksantin oksidaze u mikromolarnom 1 submikromolarnom opsegu
[Burmaoglu i saradnici, 2019]. Pozicija atoma fluora na aromati¢cnom prstenu uticala je na tip
inhibicije, te su pojedini predstavnici okarakterisani kao kompetitivni, a drugi kao nekompetitivni
inhibitori. Najpotentniji predstavnik, 2-fluoro derivat (K16) (Slika 23), nekompetitivno je

inhibirao enzim.

CH, CH,
Ol 0 LD
/N‘NJ\N 7 X
H H O OH O
K15 K16
IC5 = 0,04 uM IC59 = 0,728 pM
RIP, = 445,75 RIP, = 7,46

Slika 23. Strukturne formule derivata benzena sa odgovaraju¢im ICso vrednostima prema XO i
relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na alopurinol [Li i saradnici, 2018, Burmaoglu i

saradnici, 2019].

Veéi broj inhibitora ksantin oksidaze dobijen je izosternom zamenom peto¢lanog
tiazolovog prstena febuksostata Sestoflanim pirimidinom ili piridazinom. Najpotentniji
predstavnici K17 [Shi i saradnici, 2018], K18 [Mao 1 saradnici, 2019] 1 K19 [Zhang L i saradnici,
2019] (Slika 24) ispoljili su meSoviti tip inhibicije.

Noviji predstavnici inhibitora ksanitin oksidaze sa sedmoc¢lanim prstenom dobijeni su iz a-
tropolona [Sato 1 saradnici, 2018]. Vecina aktivnih derivata je inhibirala enzim sa ICso vrednostima
u niskom mikromolarnom opsegu, izuzev najaktivnijeg K20 (Slika 24) koji je pokazao

submikromolarnu vrednost.
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N?N
SH
K17 K18 K19
ICs0 = 0,132 uM ICs0 = 1,03 uM IC50 = 0,0181 uM
RIPg = 0,098 RIP: = 0,017 RIP = 1,30

K20
ICs = 0,46 uM
RIP, = 5,65

Slika 24. Strukturne formule derivata pirimidina, piridazina i a-tropolona sa odgovaraju¢im ICso
vrednostima prema XO i relativnim inhibitornim potencijalom u odnosu na febuksostat/alopurinol

[Shi i saradnici, 2018, Mao 1 saradnici, 2019; Zhang L i saradnici, 2019; Sato i saradnici, 2018].

Veliko interesovanje i posveceni rad na pronalazenju novih inhibitora ksantin oksidaze je
doveo nekoliko kandidata do pretklini¢kih 1 klini¢kih faza ispitivanja [Shi i saradnici, 2023].
Najperspektivniji medu njima je tiguliksostat (Slika 25), selektivni nepurinski inhibitor ksantin
oksidaze ¢ija je in vitro aktivnost uporediva sa febuksostatom. Nakon uspe$no sprovedene II faze
klinickih ispitivanja, kojom je utvrdeno znaCajno sniZzenje koncentracije serumskih urata u
poredenju sa placebom, uz prihvatljivi bezbednosni profil [Terkeltaub i saradnici, 2023],
topiroksostat se trenutno nalazi u III fazi klinickih ispitivanja, koje imaju za cilj odredivanje
efikasnosti 1 bezbednosti terapije tiguliksostatom kod pacijenata sa gihtom udruZzenim sa

hiperurikemijom [Lee, 2022; Lee, 2023].

Tiguliksostat

Slika 25. Strukturna formula tiguliksostata.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje inhibitornog potencijala dostupnih
sintetisanih  heterociklicnih derivata 2-alkiliden 1 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina, 1-
supstituisanih 1 1,2-disupstituisanih 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina, derivata 1-(pirolidin-2-
il)propan-2-ona i derivata 8-hidroksihinolina i srodnih struktura na aktivnost enzima
dezoksiribonukleaze I i ksantin oksidaze in vitro, u poredenju sa referentnim inhibitorima kristal
violetom i alopurinolom. Najefikasniji heterocikli¢ni inhibitori dezoksiribonukleaze I i/ili ksantin
oksidaze podvrgnuti su odreduvanju kinetike enzimske inhibicije, dok su metode molekulskog
dockinga 1 dinamike iskoriS¢ene za predvidanje najznacajnijih interakcija ispitivanjih jedinjenja sa

DNazom I i ksantin oksidazom.
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. Ispitivana jedinjenja

Ispitivanjem inhibitorne aktivnosti prema enzimima DNazi I i XO su obuhvaéeni derivati
2-alkiliden-4-oksitiazolidina (1-5, Sema 1)1 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina (6-9, Sema 2; 10-14
Sema 3), 1-supstituisanih (151 16, Sema 3) i 1,2-disupstituisanih 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina (17-
38, Sema 4), derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona (39 i 40, Sema 5), derivati naftalena (41,
Sema 6; 42 i 43, Sema 7, 44-48, Sema 8), derivati 8-hidroksihinolina (49 i 50, Sema 9; 51, Sema
10), derivati nitroksolina (52, Sema 11; 53-56, Sema 12; 61-63, Sema 13; 64-67, Sema 15; 68 i
69, Sema 16), derivati triptofana (70 i 71, Sema 17), derivati N-alkilpiperidin karbamata (72 i 73,

Sema 18) i &etiri strukturno nesvrstana derivata (74-77, Sema 19).

SH a ;ks b ;ks
—_— o —> 0
. 5‘)\{ EWG N)yEWG
H H R, H
NC” EWG 2
1-5
Jedinjenje Ri R: EWG Referenca
1 H CH; CN Gajic i saradnici, 2021a
2 H CH,COEt CO,Et Dzambaski 1 saradnici, 2013
3 H Bn CONHPh Dzambaski 1 saradnici, 2013
4 H Bn CONH(CH3),Ph Gajic i saradnici, 2021a
5 CH,CO;Et CH3 COPh Markovi¢ i saradnici, 2004a

Sema 1. Sinteza derivata 2-alkiliden-4-oksotiazolidina (1-5). Reagensi i uslovi: a) K»COs kat.,
EtOH, refluks; b) Mel, BnBr ili BrCH,CO-Et (1,1-1,5 ekvivalenata), KoCOj3 (1-1,2 ekvivalenta),

DMEF, sobna temperatura.
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vy vy vy
N EWG H H H Br H H
6-9
Jedinjenje EWG Referenca
6 CN Markovi¢ i saradnici, 2004b
7 COzEt Markovi¢ i saradnici, 2004b
8 CONHPh Markovi¢ i saradnici, 2004b
9 COPh Markovi¢ i saradnici, 2004b

Sema 2. Sinteza derivata 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina (6-9). Reagensi i uslovi: a) K2CO;s kat.,
EtOH, refluks [Markovi¢ i saradnici, 2003]; b) PHBP, ACN, 0°C, 30 min; c) 80-85°C, 2-3 h

[Markovi¢ i saradnici 2004b].

H;C \Q
N—CH, HN

0 \ \

~ A _sH a s c s d s o
H,c” S0 0’«/\ . o} — > o0
. NN N NS og
Ry H Ry H

NC” O EWG b
10-13

14
Jedinjenje Ri EWG Referenca
10 CH; CO,Et Gajic i saradnici, 2021a
11 CH; CONHPh Gajic i saradnici, 2021a
12 Bn CONH(CH;),Ph Gajic i saradnici, 2021a
13 0-Br-Bn COsEt Gaji¢ i saradnici, 2021a
14 Bn CO,Et Gajic i saradnici, 2021a

Sema 3. Sinteza derivata 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina (6-14). Reagensi i uslovi: a) KoCO3
kat., EtOH, refluks; b) Mel, BnBr ili 0-BrCsH4CH>Br (1,1-1,5 ekvivalenata), K,CO3 (1-1,2
ekvivalenta), DMF, sobna temperatura; ¢) ‘BuOCH(NMe»)> (1,5 ekvivalenata), toluen, sobna
temperatura; d) BnNH; (10 ekvivalenata), DMF, 60°C.
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R a R b R
Tl — X — \n
R4 R4 Z R4
CH,
(o]

15i16
Jedinjenje Ri Referenca
15 H Dzambaski i Bondzi¢, 2019
16 OCH; Dzambaski 1 Bondzi¢, 2019

Sema 4. Sinteza 1-supstituisanih derivata 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina (15 i 16). Reagensi i uslovi:

a) IBX 1 ekvivalent, DMSO, sobna temperatura, 20 min b) L-prolin 0,3 ekvivalenta, TFA 0,3

ekvivalenta, aceton, 4 h.

Rz:@@
N
R “Rq

+

Ry
17-38
Jedinjenje Ri R: R3 Referenca

17 Ph H CH,COCH3 DzZambaski i Bondzié¢, 2019
18 Ph OCHj3 CH,COCH3 DzZambaski i Bondzié¢, 2019
19 Ph H CH,COCH;CH; DzZambaski i Bondzié¢, 2019
20 Ph OCH; CH,COCH,CH3 Dzambaski i Bondzi¢, 2019
21 Ph H CH,COPh Dzambaski i Bondzi¢, 2019
22 Ph OCH; CH,COPh Dzambaski i Bondzi¢, 2019
23 Ph H 2-oksocikloheksil ~ Dzambaski i Bondzié¢, 2019
24 2-CH3-CgHa4 H CH,COCH; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
25 4-F-C¢Ha4 H CH,COCH; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
26 4-F-CeHy OCH3; CH>COCH; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
27 4-F-CeHy H CH,COCH,CHj3; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
28 4-F-CeHy OCH3; CH,COCH,CHj3; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
29 4-F-CeHy H CH,COPh Dzambaski i Bondzi¢, 2019
30 4-F-CsHy H CN Dzambaski i Bondzi¢, 2019
31 4-F-CeHy OCH3; CN Dzambaski i Bondzi¢, 2019
32 4-F-C¢Hy H 2-oksocikloheksil ~ Dzambaski i Bondzié¢, 2019
33 4-F-C¢Hy OCH; 2-oksocikloheksil ~ Dzambaski i Bondzié¢, 2019
34 4-CH3-C¢Ha H CH,COCH; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
35 4-CH3-CgH4 H CH>COPh Dzambaski i Bondzi¢, 2019
36 4-CH3-CgH4 OCH; 2-oksocikloheksil ~ Dzambaski i Bondzi¢, 2019
37 4-CH3-CgHs OCH3 CH,COCH,CHj3; Dzambaski i Bondzi¢, 2019
38 4-CH;3-CgH4 OCH; CN DzZambaski i Bondzi¢, 2019

Sema 5. Sinteza 1,2-disupstituisanih derivata 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina (17-38). Reagensi i

uslovi: a) L-prolin 30 mol%, TFA 30 mol%, DDQ 1,05 ekvivalenta, odgovaraju¢i CH3;COR3

rastvaraC, ACN.
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R R
3940
Jedinjenje R Referenca
39 é DZambaski i Bondzi¢, 2019
O\CHs
40 Hac\o/éS\O,CHs DzZambaski i Bondzi¢, 2019
O\CH3

Sema 6. Sinteza derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona (39 i 40). Reagensi i uslovi: a) svetlost,

L-prolin 30 mol%, [Ru(bpy)3]Cl> x 6H,O, ACN.
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41

Sema 7. Sinteza derivata naftalena (41). Reagensi i uslovi: a) (i) PhCOCI, Et;:N, THF, 0 °C do
sobne temperature, 22-25 h; (ii) LiAlH4, anhidrovani THF, sobna temperatura do refluksa,
atmosfera argona, 2-3 h; (iii)) Boc2O, EtzN, CH2Cl, 0°C do sobne temperature, 21-24 h b)
cikloheksan, Pd(OH),/C cat., metanol, sobna temperatura, atmosfera argona, 20 h c¢) propargil
bromid, Cs>CO3, aceton, sobna temperatura, 24 h d) 2 M rastvor HCI u Et,0, metanol, 0°C do
sobne temperature, atmosfera argona, 24 h e) naftalen-2-sulfonil hlorid, EtsN, CH>Cl> 0°C do

sobne temperature, atmosfera argona, 24 h [Kosak i saradnici, 2017].
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O, LM ERARR Yo

M1
Jedinjenje Referenca
42 Kosak 1 saradnici, 2016
43 Brus i saradnici, 2014

Sema 8. Sinteza derivata naftalena (42 i 43) i meduproizvoda M1. Reagensi i uslovi: a) (i)
PhCOCI, K>COs, THF-H>0, 0°C do sobne temperature, 22 h; (ii) 6 M HCI (aq), 0°C; (iii) H2N-
CH»-CH>-OMe, TBTU, EtsN, CH2Cl,, sobna temperatura, 22 h; (iv) LiAlH4, anhidrovani THF,
sobna temperatura do refluksa, atmosfera argona, 3 h; (v) Boc2O, EtsN, CH2Clz, 0°C do sobne
temperature, 20 h [KosSak i saradnici, 2014]; b) naftalen-2-sulfonil hlorid, EtsN, CH>Cl> 0°C do
sobne temperature, atmosfera argona, 24 h [KoSak 1 saradnici, 2016]; c¢) cikloheksan, Pd(OH)./C
cat., metanol, sobna temperatura, atmosfera argona, 17 h; d) NaBH(OAc)3, AcOH, 1,2-dihloretan,
sobna temperatura, atmosfera argona, 72 h; c¢) (i) TFA, CH2Cly, sobna temperatura, 22 h; (ii) | M
aq NaOH, 0°C; d) 2-naftojeva kiselina, TBTU, Et;N, CH>Cl,, sobna temperatura, 19 h [Brus 1
saradnici, 2014].
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44 Knez i saradnici, 2018
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47 Gaji¢ i saradnici, 2022
48 Gaji¢ i saradnici, 2022

Sema 9. Sinteza derivata naftalena (44-48) i meduproizvoda (M2 i M3). Reagensi i uslovi: a) (i)
PhCOCI, K2CO3, THF-H:0, 0°C do sobne temperature, 22 h; (i1) 6 M HCI (aq), 0°C; b) H2N-
CH»-CH2-NMe», TBTU, EtsN, CH2Cl,, sobna temperatura, 24 h; c¢) LiAlH4, anhidrovani THF,
sobna temperatura do refluksa, atmosfera argona, 3,5 h; d) 2-naftoil hlorid, EtzN, CH2Cl>, 0°C do
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sobne temperature, 24 h [Kosak i saradnici, 2018]; e) cikloheksan, PA(OH),/C cat., metanol, 75°C,
18 h; f) KoCO3, anhidrovani DMF, 50°C, 16 h [Knez i saradnici, 2018]; g) Boc2O, EtzsN, CH2Cly,
0°C do sobne temperature, 24 h; h) cikloheksan, Pd(OH),/C cat., metanol, sobna temperatura,
atmosfera argona, 24 h; 1) 1,3-dihidro-2H-inden-2-on, NaBH(OAc);, AcOH, 1,2-dihloretan,
atmosfera argona, 24 h; j) TFA, CH>Cl,, sobna temperatura, 24 h [KoSak 1 saradnici, 2018]; k) (i)
odgovarajuci derivat naftojeve kiseline, HATU, K>CO3, MeCN, 50°C, 48-72 h; (ii) za 46: K,COs,
MeOH, H»O, sobna temperatura, 6 h [Gaji¢ i saradnici, 2022].

H3C.-CHs Hac\n,(gH3 HyC.  -CHs
L0 s b a L A
Oy - Gl e QLT

O OH S ® |\ o] OH
49 " N/ M3 " N/ 50
O OH (¢] OH
Jedinjenje Referenca
49 Knez i saradnici, 2018
50 Knez i saradnici, 2018

Sema 10. Sinteza derivata 8-hidroksihinolina (49 i 50) iz meduproizvoda M3 &ija je sinteza
prikazana Semom 9. Reagensi i uslovi: a) HATU, EtsN, MeCN, sobna temperatura, 30 min [Knez
1 saradnici, 2018].
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Sema 11. Sinteza derivata 8-hidroksihinolina (51) iz meduproizvoda M2 ¢&ija je sinteza prikazana
Semom 9. Reagensi i uslovi: a) 8-hidroksihinolin-2-karbaldehid, NaB(OAc)s, AcOH, 1,2-

dihloretan, sobna temperatura, 24 h [Knez i saradnici, 2018].
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Sema 12. Sinteza derivata nitroksolina (8-hidroksi-5-nitrohinolina) (52). Reagensi i uslovi: a)
dimetilamin hidrohlorid, Na(OAc)BH3, DIPEA, 1,2-dihloretan, sobna temperatura, 24 h; b) KNOs3,
97% H>S0O4, CH3COOH, sobna temperatura, 3 h [Knez i saradnici, 2019].
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Jedinjenje R Referenca

CH
53 N % Sosi¢ i saradnici, 2013

54 Q Sosi¢ i saradnici, 2013

oA\
55 ©\/HJ”R Sosi¢ i saradnici, 2013

56 G“ j&% Mirkovi¢ i saradnici, 2011
HO
57 \Q \}H Mirkovi¢ i saradnici, 2011

58 I

A 7

K/ Sosi¢ i saradnici, 2013

59

60 O\/\ /\ JH’ Gaji¢ i saradnici, 2022

Sema 13. Sinteza derivata nitroksolina (53-60). Reagensi i uslovi: a) odgovaraju¢i amin, HCHO,

piridin, 55-60°C, 90 min.
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Sema 14. Sinteza derivata nitroksolina (61-63). Reagensi i uslovi: a) (i) SOCl,, toluen, 80°C, 4 h;
(i1) odgovarajuc¢i amin, THF, 0°C do sobne temperature, 24 h; b) KNO3/97% H>SO4, CH3COOH,
16°C do sobne temperature, 1 h; c) odgovarajuc¢i amin, HATU, DIPEA, ACN, sobna temperatura,
24 h [Sosic i saradnici, 2018].
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Sema 15. Sinteza meduproizvoda (M4-M8) uz upotrebu meduproizvoda M1 ¢&ija je sinteza
prikazana Semom 8. Reagensi i uslovi: a) (i) PhCOC], Et;N, THF, 0°C do sobne temperature, 22
h; (i1) LiAlH4, anhidrovani THF, sobna temperatura do refluksa, atmosfera argona, 3 h; (iii) Boc.O,
EtsN, CH2Cl, 0°C do sobne temperature, 24 h; iv) cikloheksan, Pd(OH),/C cat., metanol, sobna
temperatura, atmosfera argona, 20 h; b) 2-(hlorometil)benzo[d]tiazol, K.CO3;, DMF, sobna
temperatura, 72 h; c) TFA, CHxCl,, sobna temperatura, 1,5 h; d) 1H-inden-2(3H)-on,
Na(AcO);:BH, AcOH, CHxCl,, aceton, sobna temperatura, atmosfera argona, 20 h; e) (i) PhCOCl,
K>CO3, THF-H>0, 0 °C do sobne temperature, 22 h; (i1)) 6 M HCI (aq), 0°C, 85%; (iii) HoN-CH>-
CH»-OMe, TBTU, EtsN, CH>Cl, sobna temperatura, 22 h; (iv) LiAlH4, anhidrovani THF, sobna
temperatura do refluksa, atmosfera argona, 2 h; (v) Boc2O, EtsN, CHxCl,, 0°C do sobne

temperature, 22 h; (vi) cikloheksan, Pd(OH)>/C cat., metanol, sobna temperatura, atmosfera
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argona, 20 h; e) 2-(hlorometil)benzo[d]oksazol, KoCO3, DMF, sobna temperatura, 24 h [KoSak 1

saradnici, 2014; Knez i saradnici, 2015].

X a X b X
HO N/ —» HO N/ —> RyRyN N/
(o} OH

O OH O OH
64-67
Jedinjenje Ri R: Referenca

Knez i saradnici, 2014

Knez i saradnici, 2014

Knez i saradnici, 2014
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Knez i saradnici, 2014

~

67 7
T"Cu
Sema 16. Sinteza derivata nitroksolina (64-67) iz koris¢enjem meduproizvoda M4-M8 &ija je

sinteza prikazana Semom 15. Reagensi i uslovi: a) HNO3/H2SO4 = 1/1 (v/v), H2SO4, 0°C, 20 min;
(b) (1) SOCly, toluen, 85°C, atmosfera argona, 24 h; (i1) odgovaraju¢i amin (M4-M8), Et:N,

CH>Cl,, 0°C do sobne temperature, atmosfera argona, 24 h [Knez 1 saradnici, 2015].
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69 Knez i saradnici, 2018

Sema 17. Sinteza derivata nitroksolina (68 i 69) iz meduproizvoda M3 &ija je sinteza prikazana

Semom 9. Reagensi i uslovi: a) HATU, Et;N, MeCN, sobna temperatura, 30 min [Knez i saradnici,
2018].
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71 Meden i saradnici, 2020

Sema 18. Sinteza derivata triptofana (70 i 71). Reagensi i uslovi: a) Boc2O, TEA, THF/H,0, sobna
temperatura, 12 h; b) (i) za 70 - 2-cikloheptiletan-1-amin, za 71 - 2-(1-benzilazepan-4-il)etan-1-
amin, CDI, anhidrovani THF, atmosfera argona, sobna temperatura, 12 h; (ii) TFA, CH2Cl,, sobna

temperatura, 1,5 h.
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Sema 19. Sinteza derivata N-alkilpiperidin karbamata (72 i 73). Reagensi i uslovi: a) Cs2COs3,
aceton, sobna temperatura, 24 h; b) cat. 4-DMAP, CH2Cl,, sobna temperatura, 24 h [Kosak i
saradnici, 2020].

HyC. -CH;
N_ SN N
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Sema 20. Sinteza derivata (74-77) iz meduproizvoda M3 &ija je sinteza prikazana Semom 9.
Reagensi 1 uslovi: a) odgovarajuca kiselina, TBTU, EtsN, CH>Cl,, 0°C, 30 min; b) odgovarajuca
kiselina, HATU, EtsN, MeCN, sobna temperatura, 30 min [Knez i saradnici, 2018].
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3.2.  Invitro test inhibicije DNaze I

Uticaj ispitivanih jedinjenja na aktivnost enzima DNaze I ispitivan je in vitro koriS¢enjem
komercijalno dostupne DNaze I (tip IV, liofilizovani prasak, > 2000 Kunitz jedinica/mg proteina;
Sigma-Aldrich) izolovane iz govedeg pankreasa. Test je sproveden kao spektrofotometrijsko
odredivanje apsorbance formiranih nukleotida na 260 nm [Kolarevic¢ i saradnici, 2018]. Oc¢itavanje
apsorbance je vrieno na spektrofotometru Beckman DU® 530.

Ispitivanje je vrSeno u epruvetama. Ukupna zapremina reakcione smese iznosila je 1040
uL 1 sastojala se od 80 puL rastvora DNaze I u destilovanoj vodi (80 Kunitz jedinica DNaze I), 40
pL rastvora ispitivane supstance u dimetil sulfoksidu (DMSO; ¢istoce > 99,5%; Sigma-Aldrich),
0,0077% DNK (natrijumova so dezoksiribonukleinske kiseline iz timusa teleta, tip I; Sigma-Aldrich) i
80,77 mM Tris-HCI pufera (pH 7,6). U cilju ispitivanja uticaja rastvaraca pripreman je sli¢an uzorak
koji se sastojao istih koli¢ina DNaze I, DNK 1 Tris-HCI pufera, sa izuzetkom rastvora ispitivane
supstance umesto koga je dodavan ¢ist DMSO. Pripremljeni uzorci podvrgnuti su periodu
predinkubacije u trajanju od 15 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega bi usledio period inkubacije u
trajanju od 30 min na 37°C. Po isticanju inkubacionog vremena, enzimska reakcija je zaustavljana
dodatkom 80 pL ledene perhlorne kiseline. Za svaku od ispitivanih analiza pripreman je kontrolni
uzorak koji je bio izloZen identi¢nim uslovima kao i analiza, uz razliku $to je DNK dodavan u
reakcionu smesu nakon deaktivacije enzima dodatkom ledene perhlorne kiseline. Po zaustavljanju
enzimske reakcije usledilo bi zamrzavanje u trajanju od 2 h na -20°C, zatim centrifugiranje (10
min brzinom od 3600 obrtaja/min) i kona¢no spektrofotometrijsko o€itavanje rezultata. Ukupan
udeo DMSO rastvaraca u finalnoj zapremini reakcione smese, u iznosu od 3,85% v/v, ne uti¢e na
enzimsku aktivnost DNaze 1. Prilikom izvodenja eksperimenta kori$¢en je kristal violet (Sigma-
Aldrich) kao pozitivna kontrola. Ispitivanja svih supstanci sprovodena su u triplikatu [Kolarevi¢ 1
saradnici, 2018].

Procenat inhibicije enzima preracunavan je kao odnos razlike apsorbanci analiza 1 njihovih
odgovaraju¢ih kontrolnih uzoraka i kontrolnih uzoraka koji su umesto ispitivanih supstanci
sadrzali Cist rastvarac. Inhibitorni potencijal jedinjenja najpre je vrSen inicijalnim ispitivanjem u
koncentraciji od 200 uM u ukupnoj zapremini reakcione smese. Supstance koje su pri maksimalnoj
ispitivanoj koncentraciji od 200 pM inhibirale vise od 50% enzimske aktivnosti podvrgnute su
odredivanju ICso vrednosti dodatnim odredivanjem procenta inhibicije enzimske aktivnosti pri

koncentracijama od 150, 100 i 50 pM.
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3.3. Odredivanje kinetike inhibicije DNaze I

Odredivanje tipa kinetike inhibicije enzima dezoksiribonukleaze I najaktivnihih jedinjenja
vrseno je pomocu Lineweaver-Burk-ovih dijagrama. Ispitivanje je izvedeno koriS¢enjem razlicitih
koncentracija DNK kao supstrata, u prisustvu i odsustvu inhibitora enzima. Eksperiment je
izvoden sa Cetiri razlicite koncentracije ispitivanih inhibitora, zavisno od prethodno odredenih ICso
vrednosti (0, 12,5, 25, 1 50 uM, odnosno 0, 50, 100 i 150 uM) uz variranje koncentracije DNK
(0,003%, 0,005%, 0,007%, 0,010%, 0,015% 1 0,020%).

3.4. Invitro test inhibicije ksantin oksidaze

Odredivanje inhibitorne aktivnosti ispitivanih supstanci vrSeno je in vitro na komercijalno
dostupnom enzimu ksantin oksidazi (Sigma-Aldrich) izolovanom iz kravljeg mleka. Utvrdivanje
stepena inhibicije enzima vr§eno je na osnovu rezultata spektrofotometrijskog merenja apsorbance
formirane mokraéne kiseline na 293 nm [Smelcerovic i saradnici, 2015].

Ispitivani uzorci ukupnih zapremina 2150 pL pripremani su u epruvetama i sastojali su se
od 100 pL rastvora analiziranih supstanci u dimetil sulfoksidu (Cisto¢e >99,5%; Sigma-Aldrich), 50
pL rastvora 0,01 jedinice ksantin oksidaze u destilovanoj vodi, 232,5 uM ksantina (¢isto¢a >99,5%;
Sigma-Aldrich) i 46,5 mM Tris-HCI pufera (pH = 7.8). Dodatno, u cilju ispitivanja uticaja rastvaraca
pripreman je uzorak koji se sastojao istih koli¢ina ksantin oksidaze, ksantina i Tris-HCI pufera, sa
izuzetkom rastvora ispitivane supstance umesto koga je dodavan ¢ist DMSO. Nakon perioda od 15
minuta predinkubacije na sobnoj temperaturi, pripremljeni uzorci su podvrgavani inkubaciji u periodu
od 15 min na temperaturi od 37°C. Po isteku inkubacionog vremena, enzimska reakcija je zaustavljana
denaturacijom enzima dodatkom ledene perhlorne kiseline (100 pL). Za svaki od analiziranih
uzoraka pripreman je kontrolni uzorak koji je bio podvrgnut istim uslovima kao 1 odgovarajuca
analiza, uz razliku §to je supstrat enzimske reakcije (ksantin) dodavan u reakcionu smesu tek nakon
inaktivacije ksantin oksidaze dodatkom perhlorne kiseline. Nakon zaustavljanja reakcije usledilo
bi zamrzavanje uzoraka u trajanju od 2 h na -20°C, zatim centrifugiranje (10 minuta na 3600
obrtaja/min koriS¢enjem cetrifuge Centric 322A Tehtnica) i potom spektrofotometrijsko merenje
rezultata. Finalna koncentracija dimetil sulfoksida u reakcionoj smesi od 4,65% v/v ne utie na
enzimsku aktivnost. Kao pozitivna kontrola prilikom izvodenja eksperimenta koriS¢en je alopurinol

(Cisto¢a >99%; Sigma-Aldrich). Sva ispitivanja su radena u triplikatu.
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Procenat inhibicije enzima preracunavan je kao odnos razlike apsorbanci analiza i njihovih
odgovaraju¢ih kontrolnih uzoraka i kontrolnih uzoraka koji su umesto ispitivanih supstanci
sadrzali Cist rastvaraC. Inhibitorni potencijal jedinjenja najpre je vrSen inicijalnim ispitivanjem u
koncentraciji od 150 uM u ukupnoj zapremini reakcione smese. Supstance koje su pri maksimalnoj
ispitivanoj koncentraciji od 150 pM inhibirale viSe od 50% enzimske aktivnosti podvrgnute su
odredivanju ICso vrednosti dodatnim odredivanjem procenta inhibicije enzimske aktivnosti pri

koncentracijama od 100, 50 i 25 pM.

3.5. Ispitivanje afiniteta prema humanim H3, H4 i dopaminskim D2 i D3 receptorima

Odredivanje vezivanja ispitivanih supstanci za Hi, H4, D2s 1 D3 receptorima sprovedeno je
in vitro [Kottke 1 saradnici, 2011; Frank i saradnici, 2018; Corréa i saradnici, 2020]. Jedinjenja su
testirana u opsegu od 7 do 11 koncentracija u eseju istiskivanja radioliganda. Afinitet prema
rekombinovanim humanim histaminskim i dopaminskim receptorima odredivan je inkubacijom
ispitivanih jedinjenja i odgovaraju¢ih radioliganada sa izolovanim celijskim membranama
¢elijskih linija koje eksprimiraju odgovarajuci receptor. Stabilna ekspresija humanog H3 receptora
prisutna je kod HEK293 ¢elija, prolazna ekspresija humanog H4 receptora kod Sf9, a stabilna
ekspresija humanih D»s/Ds receptora kod CHO-K1 ¢elija. Vreme inkubaciju u slu¢aju Hs receptora
iznosilo je 60 minuta, u slul€aju Hs4 90, a u slu¢aju D2s/D;3 iznosilo je 120 minuta. U svrhu
odredivanja afiniteta prema Hs receptoru koriS¢en je tricijumom obeleZeni radioaktivni ligand
[*’H]Na-metilhisamin, u slu¢aju Hs receptora [°H]hisamin, dok je za odredivanje afiniteta prema
D»s/Ds receptorima kao radioaktivni ligand kori§éen [*H]spiperon. Vezani radioligandi sakupljani
su filtracijom kroz GF/B filtre (Perkin Elmer) ispiranjem tri puta destilovanom vodom i merenjem
radioaktivnosti kori§¢enjem te¢nog scintilacionog brojaca. Nespecifi¢no vezivanje odredivano je
koriS¢enjem pitolizanta u koncentraciji od 10 uM (Hs receptor), jedinjenja JNJ-7777120 u
koncentraciji od 100 uM (H4 receptor), odnosno haloperidola u koncentraciji od 10 uM (D2 1 D3
receptori). Dobijeni rezultati tri nezavisna eksperimenta sprovedenih najmanje u duplikatu
analizirani su programom GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, USA) koriS¢enjem nelinearne
regresije. Cheng-Prusoff-ova jednjacina upotrebljena je za pretvaranje ICso u K; vrednosti [Cheng
1 Prusoft, 1973]. Statisti¢ka analiza sprovedena je na pK; vrednostima i transformisana je u srednje

K; vrednosti 1 odgovarajuce 95% intervale poverenja.

47



3.6. Odredivanje inhibicije S-lipoksigenaze

Sveze izolovani polimorfonuklearni leukociti koriS¢eni su u eseju sa intaktnim ¢elijama u
svrhu odredivanja inhibitornih osobina prema 5-lipoksigenazi kroz pra¢enje formiranja produkata
enzimske reakcije HPLC metodom, prema proceduri koju su objavili Kretschmer i saradnici

[2016].

3.7. Molekularni docking

Studija molekularnog docking-a derivata 2-alkiliden i 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina, 1-
supstituisanih i 1,2-disupstituisanih 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina i 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona
sprovedena je koriS¢enjem programa Molecular Operating Environment (MOE, verzija
2019.0101). U tu svrhu su kristalografske strukture enzima DNaze [ (PDB kod: 1DNK) i XO (PDB
kod: IN5X), koje su preuzete iz Banke podataka proteina (engl. Protein Data Bank), optimizovane
1 iskori§¢ena za simulaciju vezivanja ispitivanih supstanci za najbolje rangirano vezujué¢e mesto
na svakom od enzima [Ili¢ i saradnici, 2021; Gaji¢ i saradnici, 2021a].

Studija molekularnog docking-a derivata 8-hidroksihinolina 1 nitroksolina sprovedena je
prema prethodno opisanoj proceduri [Gaji¢ i saradnici, 2022 ] uz primenu FRED Docking software-
a (OEDocking, verzija 3.0.1.) 1 kristalne strukture govede DNaze I u kompleksu sa N-
acetilglukozaminom 1 DNK (PDB kod: 2DNJ).

3.8. Simulacija molekularne dinamike

Studija simulacije molekularne dinamike sprovedena je na odabranim molekulima
koriS¢enjem programa Desmond Molecular Dynamics System (Desmond, verzija 2018.4)
[Desmond, 2018] prema prethodno opisanim procedurama [Ili¢ i saradici, 2021; Gaji¢ 1 saradnici
2021a] sa ciljem utvrdivanja stabilnosti docking kompleksa formiranih izmedu odabranih

molekula 1 vezujuéih mesta odgovarajucih enzima.
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3.9. Insilico predvidanje ADMET i PAINS osobina

U svrhu in silico predvidanja fizicko-hemijskih i farmakokinetickih osobina ispitivanih
supstanci  koriS¢ene su Web platforme SwissADME [Diana 1 saradnici, 2017;

http://www.swissadme.ch] i ADMETlab [Dong i saradnici, 2018; http://admet.scbdd.com], dok je

program OSIRIS Data Warrior (verzija v06.00.00) [Sander i saradnici, 2015] upotrebljen za
predikciju toksikoloskih osobina.

Ispitivanje prisustva molekulskih obrazaca koji se dovode u vezu sa ometanjem eseja (engl.
PAINS — Pan-Assay Interference Compounds) sprovedeno je koris¢enjem Web platforme Hit
Dexter 2.0 [Stork i saradnici, 2019; https://nerdd.zbh.uni-hamburg.de/hitdexter].
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
4.1. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 2-alkiliden- i 2,5-dialkiliden-4-
oksotiazolidina

Uticaj derivata 2-alkiliden- (1-5) i 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina (6-14) na aktivnost
enzima DNaze I i ksantin oksidaze vrSen je in vitro na komercijalno dostupnim enzimima. Medu
14 ispitivanih jedinjenja, jedan derivat 2-alkiliden-4-oksotiazolidina (1) (Tabela 1) i jedan derivat
2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina (6) (Tabela 2) inhibirali su DNazu I sa ICso vredno$¢u nizom od
200 uM. Sposobnost inhibicije ksantin oksdaze sa ICso vredno$¢u nizom od 150 uM zabelezena
samo kod jedinjenja 6 (Tabela 2). Kao referentni inhibitor enzima DNaze I koris¢en je kristal violet
(ICs0=364,64 £ 16,56, Slika 26), dok je kao standardni inhibitor enzima ksantin oksidaze koris¢en
alopurinol (ICso = 1,24 £ 0,18 uM, Slika 27).

100
Kristal violet

o
(=]

D
=)

Inhibicija DNaze 1
(% kontrole)

40
20 y = 73,287In(x) - 382,32
R*=0,9993
0
0 100 200 300 400 500 600
Koncentracija inhibitora (umol/L)
Slika 26. Inhibicija DNaze I kristal violetom.

o 100
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280
'M ~~
© o
£8 60
5 g
£ =240
=28
.8 N
5 20 y =20,708In(x) + 45,524
= R?=0,9895

0

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
Koncentracija inhibitora (umol/L)

Slika 27. Inhibicija ksantin oksidaze alopurinolom.
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Tabela 1. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 2-alkiliden-4-oksotiazolidina 1-5

[Gaji¢ 1 saradnici, 2021a].

DNaza ICso + XO ICs0 = SD

Jedinjenje Struktura
Jen SD (uM) (uM)
H
S
1 o:(j\{CN 162,63 16,56 > 150
[‘l X
H5;C H

H
Js 0
0 P PN
2 H3c\/o>])N)§H)ko CH, > 200 > 150
o

H
S (0]
0;2\ N /©
3 N)\H)LH > 200 > 150

H
;2\3 i /\/©
° XN > >
4 N)\H{mu 200 150

(o]
33,0
5 wd ol I >200 > 150
H, H

Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICso = 364,64 + 13,64 uM
Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM
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Tabela 2. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina 6-14

[Gaji¢ 1 saradnici, 2021].

. . DNaza ICso + XO ICs0 = SD
Jedinjenje Struktura
15 SD (uM) (uM)
? oﬁCHs
6 §s 67,94 + 5,99 97,98 + 13,47
0= A CN
H
O /—CHs
o
7 /j\\\:s o > 200 > 150
° N/L§¢/H\O/A\CH3
H
K oﬁCHs
8 Y o > 200 > 150
o N)\/”\N
H H
Q o/‘CHs
9 7?3 o >200 > 150
° N)\/U\N
H H
HyC
N-CH,
10 }s o) > 200 > 150
o N)\/u\o/\CHS
H4C
HC
N-CH,
11 \ s O > 200 > 150
o= AN
HsC H
HN~/<
12 :}\\s o > 200 > 150
o § ~
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1 } /\/@ >2 ~
3 N)\/u\ 00 150
Cﬂ “
N-CH,

14 . )\/lk o, >200 > 150

Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICso = 364,64 + 13,64 uM

Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM

Jedinjenja 1 1 6 (Slike 28 1 29) pokazala su bolji inhibitorni potencijal prema DNazi [ u
poredenju sa kristal violetom. Jedinjenje 6 je pored inhibicije DNaze I sa ICso vredno$¢u od 67,94
+ 5,99 uM inhibiralo i enzim ksantin oksidazu (ICso = 97,98 £ 13,47 uM, Slika 30), Sto ga ¢ini ne
samo jedinim derivatom 4-oksatiazolidina, ve¢ i jedinim do sada poznatim dualnim inhibitorom
enzima DNaze I i ksantin oksidaze [Gaji¢ i saradnici, 2021a]. Prema sposobnost inhibicije DNaze
I ovaj dualni inhibitor zaostaje jedino za derivatima skvaramida (D15-18, Slika 12 [Ruseva 1
saradnici, 2023a; Ruseva i saradnici, 2023b]), Sto ga svrstava medu potentnije poznate inhibitore

DNaze I u formi malih sintetskih molekula.

N W B W N
S O O O o O

Inhibicija DNaze 1
(% kontrole)

y =35.1391n(x) - 128.91
R> = 0.9948

—
o O

0 50 100 150 200 250
Koncentracija inhibitora (imol/L)

Slika 28. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 1.
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Slika 29. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 6.

y = 27.42In(x) - 75.993
R> = 0.9907

Inhibicija ksantin oksidaze
(% kontrole)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Koncentracija inhibitora (pmol/L)

Slika 30. Inhibicija ksantin oksidaze jedinjenjem 6.

U cilju dalje karakterizacije jedinjenja 6, koje se u ispitivanoj seriji derivata 4-
oksotiazolidina pokazalo kao najefikasniji inhibitor DNaze I, sprovedeno je ispitivanje kinetike
inhibicije enzima. Dobijeni Lineweaver-Burk-ov dijagram (Slika 31) ukazuje da jedinjenje 6 deluje

kao nekompetitivni inhibitor DNaze 1.

54



22 T

20 1

18

16

14 s _ 150 uM
= 12 - 100 uM
= 10 M

X 50 uM

a o T
6 Y T ®0 uM
4

150 -1007 -50 5 0 50 100 150 200 250 300 350 400
1/[DNA] (%)

Slika 31. Lineweaver-Burk-ov dijagram inhibicije DNaze I jedinjenjem 6 [Gaji¢ i saradnici,

2021a].

Dobijeni eksperimentalni rezultati jedinjenja 1 i 6 dalje su upotpunjeni in silico
predikcijama molekularnog docking-a i simulacijom molekularne dinamike sa odgovaraju¢im
enzimima.

Predvidene intermolekularne interakcije izmedu 4-oksotiazolidina i DNaze I prikazane su
Tabelom 3 1 Slikama 32 i 33. Diastereoizomeri potentnijeg inhibitora 6(2Z, 572) 1 6(2E, 5Z)
prevashodno ostvaruju interakcije putem vodoni¢nih veza sa katalitickim His 134, dok samo
petoClani prsten diastereoizomera 6(2Z, 57) ostvaruje n-katjonske interakcije sa His 252 (Tabela
3, Slika 32A-D). Interakcije sa aminokiselinama His 134 1 His 252 od posebnog su znac¢aja imajuci
u vidu njihovu esencijalnost u procesu raskidanja fosfodiestarskih veza [Jones i saradnici, 1996;
Pan 1 saradnici, 1998, Guéroult 1 saradnici, 2010]. Dodatno, diastereoizomeri 6(2Z, 52) 1 6(2E, 57)
potencijalno ostvaruju interakcije sa aminokiselinama Asn 170 1 Asp 251 (Tabela 3, Slika 32A—
D) koje se dovode u vezu sa smanjenom aktivnoS¢éu DNaze I [Jones i saradnici, 1996; Pan 1
saradnici, 1998]. Prema predvidenim interakcijama diastereoizomera 1(2Z2) 1 1(2E) (Tabela 3,
Slika 33A-D) do smanjenja aktivnosti DNaze I najverovatnije dolazi usled interakcija sa

aminokiselinama udaljenim od katalitickih histidina [Pan i saradnici, 1998].
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Tabela 3. Predvidene intermolekulske interakcije 4-oksotiazolidina sa aminokiselinskim ostacima

DNaze I [Gaji¢ i saradnici, 2021a].

Inhibitor Atom Amino- Tip Duzina Energija veze AG*
inhibitora  Kiselina interakcije veze (A) (kcal/mol) (kcal/mol)

N3 Asn 170 H-donor 3,14 -4.8
S5 Asp 251 H-donor 3,61 -0,9

6(27, 57) 06 His 134 H-akceptor 3,03 -2,6 -5,84
06 Asn 170 H-akceptor 3,29 -1,9
prsten His 252 n-katjonske 3,51 -0,4
S5 Asp 251 H-donor 4,01 0,1

6(2E, 57) 010 His 134 H-akceptor 3,21 -5,2 -6,13
010 Asn 170 H-akceptor 3,20 -1,7
Cl Asn 170 H-donor 3,17 -0,6

1(22) N10 Tyr211  H-akceptor 3,64 -0,3 4,82
S5 Thr 205 H-donor 3,63 -1,0
S5 Asp 251 H-donor 3,71 -0,8

128) N10 Tyr 175 H-akceptor 3,94 -0,2 4,80
N10 Tyr 211 H-akceptor 3,71 -0,1

*AG — Gibsova slobodna energija

Stabilnost interakcije ispitivanih jedinjenja i enzima dodatno je okarakterisana simulacijom
molekularne dinamike. Dobijene vrednosti srednjeg kvadratnog odstupanja (RMSD — engl. Root-
mean-square deviation) 1 srednje kvadratne fluktuacije (RMSF — engl. Root-mean-square
Sfluctuation) ukazuju na stabilnost kompleksa enzim-inhibitor tokom 10 ns trajanja simulacije,
tokom kojeg su Co atomi, bo¢ni nizovi 1 heteroatomi ostali u granicama prihvatljivog odstupanja
od 3 A (Slike 34-36). Interne fluktuacije atoma diastereoizomera 6(2Z, 5Z) i 6(2E, 5Z), prikazane
kroz RMSD vrednosti, dostiZzu stanje ravnoteze nakon 4 ns 1 ostaju relativno stabilne do tokom
preostalog vremena trajanja simulacije (Slika 35A 1 35B). Nasuprot tome, odgovaraju¢e RMSD
vrednosti diastereoizomera 1(2Z2) 1 1(2E) ispoljavaju vecu sklonost ka oscilacijama (Slika 35C i
35D) Sto moze biti posledica veceg neokupiranog volumena unutar vezujuceg mesta, koji
obezbeduje viSe prostora za konformaciono prilagodavanje manje voluminoznih diastereoizomera
jedinjenja 1. Fluktuacije pozicija individualnih atoma diastereoizomera 6(2Z, 57) i 6(2E, 572) u
odnosu na vezuju¢e mesto DNaze I ukazuju da je funkcionalna grupa nitrila najmobilnija (Slika
36A 1 36B). Rezultati dobijeni simulacijom molekularne dinamike ukazuju stabilnost kompleksa
4-oksotiazolidina/DNaze I usled minimalnih intra- i intermolekularnih pomeranja [Gaji¢ 1

saradnici, 2021a].
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Slika 32. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija diastereoizomemra
6(27, 57) (A, B)16(2E, 5E) (C, D) sa aktivnim mestom DNaze I. Polarni regioni vezuju¢eg mesta
oznaceni su roze, hidrofobni regioni zelenom, a regioni izloZeni rastvaracu crvenom bojom [Gajié

1 saradnici, 2021a].
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Slika 33. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija diastereoizomemra
1 (22) (A, B)11 (2E) (C, D) sa aktivnim mestom DNaze 1. Polarni regioni vezuju¢eg mesta
oznaceni su roze, hidrofobni regioni zelenom, a regioni izloZeni rastvaracu crvenom bojom [Gajié

1 saradnici, 2021a].

Slika 34. RMSD (A) i RMSF (B) dijagrami DNaze I dobijeni tokom 10 ns trajanja simulacije

molekularne dinamike [Gaji¢ i saradnici, 2021a].
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Slika 35. RMSD dijagrami jedinjenja 6(2Z, 52) (A), 6(2E, 57) (B), 1(22) (C) 1 1(2E) (D) dobijeni
tokom 10 ns trajanja simulacije molekularne dinamike unutar aktivnog mesta DNaze I [Gaji¢ 1

saradnici, 2021a].

Slika 36. RMSF dijagrami jedinjenja 6(2Z, 52) (A), 6(2E, 5Z) (B), 1(22) (C) i 1(2E) (D) dobijeni
tokom 10 ns trajanja simulacije molekularne dinamike unutar aktivhog mesta DNaze I [Gaji¢ 1

saradnici, 2021a].
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Profili predvidenih interakcija diastereoizomera 6(2Z, 52) 1 6(2E, 57) sa ksantin oksidazom
prikazani su Tabelom 4 i Slikom 37. Jedinjenje 6(2Z, 5Z) prevashodno formira vodoni¢ne veze sa
katalitickim Ala 1079, dok se vodoni¢ne veze jedinjenja 6(2E, 5Z) ostvaruju sa katalitickim
ostacima aminokiselina Glu 802, Thr 1010 i Glu 1261 (Tabela 4, Slika 37). Pored interakcija sa
aminokiselinama neophodnim za kataliticku aktivnost enzima XO, zabelezeno je i nekoliko

interakcija sa nekatalitickim aminokiselinama (Tabela 4, Slika 37) [Gaji¢ 1 saradnici, 2021a].

Tabela 4. Predvidene intermolekulske interakcije 4-oksotiazolidina 6 sa aminokiselinskim

ostacima ksantin oksidaze [Gaji¢ 1 saradnici, 2021a].

Inhibitor Atom Amino- Tip Duzina  Energija veze AG*
inhibitora  Kkiselina  interakcije veze (A) (kcal/mol) (kcal/mol)
N3 Phe 798 H-donor 3,42 -0,4
06 Phe 798 H-akceptor 3,33 -0,5
N10 Ala 1078  H-akceptor 3,78 -0,2
622, 52) N10 Ala 1079  H-akceptor 3,29 -1,6 7,74
012 Ser 1080  H-akceptor 3,65 -0,2
012 Gly 1260  H-akceptor 3,39 -0,4
N3 Glu 1261 H-donor 2,81 -8,3
S5 Glu 802 H-donor 3,14 -7,1
C7 Glu 802 H-donor 3,13 -1,4
6(2E, 32) 010 Thr 1010  H-akceptor 3,11 2,8 7,94
N15 Arg 912 H-akceptor 3,58 -0,8
prsten Phe 914 -7 3,51 -0,1

*AG — Gibsova slobodna energija
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Slika 37. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija diastereoizomemra
6(2Z, 57) (A, B) 1 6(2E, 5E) (C, D) sa vezuju¢im mestom ksantin oksidaze. Polarni regioni
vezujuéeg mesta oznaceni su roze, hidrofobni regioni zelenom, a regioni izlozeni rastvaracu

crvenom bojom [Gaji¢ 1 saradnici, 2021a].

U cilju karakterizacije stabilnosti docking kompleksa enzima ksantin oksidaze i
diastereoizomera 6(2Z, 57) 1 6(2E, 5Z) sprovedena je simulacija molekularne dinamike (Slike 38-
40). Dobijene RMSD vrednosti za 6(2Z,57) ukazuju da je ravnotezno stanje postignuto nakon 1
ns, a u slucaju 6(2E,57) nakon 3 ns simulacije (Slika 39). Polozaji individualnih atoma oba
stereoizomera menjali su se unutar RMSF vrednosti koji odgovaraju stabilnoj interakciji liganada
1 enzima (Sika 40). Prikazani rezultati ukazuju da je formirani kompleksa ksantin oksidaze 1
diastereoizomera 6(2Z, 57) 1 6(2E, 57) stabilan tokom ukupnog trajanja simulacije molekularne

dinamike [Liu i saradnici, 2017].
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Slika 38. RMSD (A) 1 RMSF (B) dijagrami ksantin oksidaze dobijeni tokom 10 ns trajanja

simulacije molekularne dinamike [Gaji¢ i saradnici, 2021a].

Slika 39. RMSD dijagrami jedinjenja 6(2Z, 5Z) (A) 1 6(2E, 5Z) (B) dobijeni tokom 10 ns trajanja
simulacije molekularne dinamike unutar aktivnhog mesta ksantin oksidaze [Gaji¢ 1 saradnici,

2021a].

Slika 40. RMSF dijagrami jedinjenja 6(2Z, 57) (A) 1 6(2E, 5Z) (B) dobijeni tokom 10 ns trajanja
simulacije molekularne dinamike unutar aktivnog mesta ksantin oksidaze [Gaji¢ 1 saradnici,

2021a].
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Derivati 2-alkiliden- 1 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina sa sposobnos¢u inhibicije DNaze I
potencijalno mogu ostvariti korisne efekte u patoloSkim stanjima koja su pra¢ena povecanom
aktivnoséu DNaze I, poput pomenutih ishemijskih bolesti organa [Basnakian i saradnici, 2002;
Kwai 1 saradnici, 2004; Arakawa i sradnici, 2005; Yusof i saradnici, 2015]. Imajuéi u vidu
prethodno izloZzene direktne 1 indirektne efekte DNaze I i ksantin oksidaze na inicijaciju i odvijanje
procesa apoptoze, dualnom inhibicijom ovih enzima, koja je po prvi put zabelezena kod jedinjenja
6, mogli bi se potencijalno posti¢i aditivni ili ¢ak sinergisticki efekti u kontroli prekomerne
apoptoze koja se susreée kod traumatskih povreda, hroni¢nih neurodegenerativnih bolesti,

degenerativnih promena lokomotornog sistema i drugih poremecaja [Li 1 saradnici, 2021].
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4.2. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina

Inhibitorni potencijal derivata 1-supstituisanih (15 i 16) i 1,2-disupstituisanih 1,2,3,4-
tetrahidroizohinolina (17-38) ispitivan je in vitro na komercijalno dostupnim enzimima DNazi [ i
ksantin oksidazi. Medu 24 ispitivanih jedinjenja (Tabela 5) ICso vrednost niza od 200 uM prema
DNazi I zabelezena je kod cetiri supstance (16, 29, 32 1 36), dok je ICso vrednost niza od 150 uM

prema ksantin oksidazi zabeleZzena samo kod jedinjenja 30.

Tabela 5. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina 6-14
[Gaji¢ i saradnici, 2021b, Gaji¢ i saradnici, 2021c¢].

DNaza ICso + XO ICs0 = SD

Jedinjenje Struktura
yen SD (M) (uM)

NH
15 o > 200 > 150

CH,
H,CO
NH

16 H;CO . 134,35+ 11,38 > 150

3
N
17 SRS > 200 > 150
CH,
H,CO
18 3°°j©3 O > 200 > 150
19 ] O >200 > 150

3

H;CO
20 3Co:©j5> \© - 200 > 150

HsC
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21

22

23

24

25

26

27

28

> 200

> 200

> 200

> 200

> 200

> 200

> 200

> 200

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

I
@
[«
(@]
O
4
(2]
I

147,51 + 14,87

> 200

> 200

149,07 + 2,98

> 200

>200

>200

148,31 £ 2,96

> 200

> 150

135,72 +£ 2,71

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150
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CN

H;CO
38 Hscomﬁ > 200 > 150
CH,

Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICso = 362,45 + 35,55 uM
Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM

U ispitivanoj seriji 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina kao najpotentniji inhibitor DNaze I
pokazao se derivat 16 (ICso = 134,35 + 11,38 uM, Slika 41) sa nesto nizom ICso vrednos¢u u
odnosu na preostala 3 aktivna derivata 29 (ICso = 147,51 + 14,87 uM, Slika 42), 32 (ICso = 149,07
+ 2,98 uM, Slika 43) 1 36 (ICso = 148,31 £ 2,96 uM, Slika 44). Dobijene vrednosti nadmasuju vise
od 2 puta ICso vrednost kristal violeta koji je koriS¢en kao pozitivna kontrola, i u skladu su sa
brojnim malim organskim inhibitorima DNaze ¢ije se ICso vrednosti nalaze u opsegu od 70 uM do
150 uM [Mavrova i saradnici, 2018; Kolarevi¢ i saradnici, 2018; Kolarevi¢ i saradnici, 2019a;
Kolarevi¢ 1 saradnici, 2019b; Bondzi¢ i saradnici, 2019; Smelcerovic i saradnici, 2020; Ili¢ i
saradnici, 2021]. Inhibitorni potencijal prema ksantin oksidazi zabelezen je jedino kod derivata 30
(ICso = 135,72 + 2,71 uM, Slika 45). Analiziranjem strukturnih karakteristika aktivnog derivata
30 i njegovog najsrodnijeg neaktivnog analoga 31 moze se zakljuciti da 7,8-dimetoksi supstitucija
na 1,2,3,4-tetrahidroizohinolinskom jezgru moze biti potencijalni uzro¢nik izostanka inhibitornog

potencijala jedinjenja 31 [Gaji¢ i saradnici, 2021c].
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Slika 41. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 16.
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Slika 42. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 29.
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Slika 43. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 32.
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Slika 44. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 36.
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Slika 45. Inhibicija ksantin oksidaze jedinjenjem 30.

U svrhu boljeg razumevanja interakcije aktivnih derivata 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina sa
odgovarajuéim enzimima sprovedena je in silico studija molekularnog docking-a 1 simulacija
molekularne dinamike.

Dobijeni rezultati ukazuju da inhibitori DNaze I (16, 29, 32 i 36) ostvaruju kontakt sa
aminokiselinama poput Glu 39, His 134, Asn 170, Tyr 211, Asp 251 1 His 252, koje se nalaze
unutar regiona odgovornog za interakciju sa d(GGTATACC); oktamerom DNK molekula [Gaji¢
i saradnici, 2021b]. Tip interakcija inhibitora i aminokiselinskih ostataka, duzina i energija veza,
kao 1 slobodna energija vezivanja date su u Tabeli 4. Najucestaliji tip interakcija ¢ine vodonicne
veze 1 H-m interakcije sa katalitickim histidinima His 134 1 His 252. Dodatne interakcije se
ostvaruju preko Glu 39 1 Asp 251, odgovornih za koordinisanje jona dvovalentnih metala unutar
aktivnog centra enzima, ili Asp 170 1 Tyr 211 u neposrednoj blizini aktivnog centra, ¢ije mutacije
rezultiraju smanjenjem ili potpunim izostankom enzimske aktivnosti. Sematski prikaz interakcija
inhibitora 16, 29, 32 i 36 sa aktivnim centrom DNaze I prikazan je Slikama 46 1 47.

Rezultati dobijeni simulacijom molekularne dinamike, u vidu RMSD i1 RMSF dijagrama,
ukazuju na stabilnost docking kompleksa DNaze I 1 ispitivanih 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina tokom
Citavog perioda simulacije (Slike 48-50). Vrednosti RMSD i RMSF za Ca atome, bo¢ne lance 1
heteroatome nalaze se unutar granice od 2 A, ukazujuéi na prihvatljive konformacione promene i
strukturna rearanZziranja, §to za posledicu ima stabilnost formiranih kompleksa [Gaji¢ 1 saradnici,

2021].
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Tabela 4. Predvidene intermolekulske interakcije 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina  sa

aminokiselinskim ostacima DNaze I [Gaji¢ i1 saradnici, 2021b].

Inhibitor Atom Amino- Tip Duzina  Energija veze AG*
inhibitora  Kkiselina interakcije veze (A) (kcal/mol) (kcal/mol)
C18 Glu 39 H-donor 3,13 -0,4
16 C18 Asp 251 H-donor 3,51 -0,3 637
015 His 134 H-akceptor 3,01 -1,2 ’
017 His 252 H-akceptor 3,44 -0,3
020 His 252 H-akceptor 2,94 -1,4
29 C21 His 252 H-n 4,27 -1,0 -6,92
prsten Tyr 211 n-H 4,49 -0,2
C13 Asn 170 H-donor 3,29 -0,4
32 C21 Asp 251 H-donor 3,34 0,1 6.53
024 His 134 H-akceptor 3,38 -1,1 ’
024 His 252 H-akceptor 3,30 -3,8
36 N8 His 252 H-akceptor 3,21 3,7 787
C26 His 134 H-n 4,80 -0,2 ’

*AG — Gibsova slobodna energija
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Slika 46. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija jedinjenja 16 (A,
B) i 29 (C, D) sa aktivnim mestom DNaze I. Polarni regioni vezuju¢eg mesta oznaceni su roze,
hidrofobni regioni zelenom, a regioni izlozeni rastvara¢u crvenom bojom [Gaji¢ 1 saradnici,

2021b].
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Slika 47. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija jedinjenja 32 (A,
B) 136 (C, D) sa aktivnim mestom DNaze 1. Polarni regioni vezujuéeg mesta oznaceni su roze,
hidrofobni regioni zelenom, a regioni izlozeni rastvara¢u crvenom bojom [Gaji¢ 1 saradnici,

2021b].

Slika 48. RMSD (A) 1 RMSF (B) dijagrami DNaze I dobijeni tokom 10 ns trajanja simulacije

molekularne dinamike [Gaji¢ i saradnici, 2021b].
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Slika 49. RMSD dijagrami jedinjenja 16 (A), 29 (B), 32 (C) 36 (D) dobijeni tokom 10 ns trajanja

simulacije molekularne dinamike unutar aktivnog mesta DNaze I [Gaji¢ 1 saradnici, 2021b].

Slika 50. RMSF dijagrami jedinjenja 16 (A), 29 (B), 32 (C) 1 36 (D) dobijeni tokom 10 ns trajanja

simulacije molekularne dinamike unutar aktivnog mesta DNaze I [Gaji¢ i saradnici, 2021b].
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Predvidene intermolekularne interakcije inhibitora 30 i enzima ksantin oksidaze prikazane
su Tabelom 5 i1 Slikom 51. Zasnivaju se na vodnonicnim vezama i n-H interakcijama sa
nekatalitickim aminokiselinama Met 1038, Gln 1040, Thr 1077, Gln 1194 i Val 1259 klju¢enim u
interakciju sa nepurinskim inhibitorima ksantin okidaze [Li i1 saradnici, 2013; Wan i saradnici,
2016; Malik 1 saradnici, 2019; Cao i saradnici, 2020]. Neki od derivata pirazola inhibiraju ksantin
oksidazu preko aminokiseliskih ostataka Met 1038, GIn 1040 i GIn 1194 [Li i saradnici, 2013].
Inhibitorni efekat verbaskozida na ksantin oksidazu se moze pripisati formiranju vodoni¢nih veza
sa aminokiselinom Gln 1194 [Wan i saradnici, 2016]. Dodatno, molekulske simulacije su ukazale
da neki od novosintetisanih derivata hesperidina interaguju sa ostacima Met 1038, Gln 1040, Thr
1077, Gln 1194 1 Val 1259 [Malik i saradnici, 2019], dok derivat kafene kiseline ostvaruje
interakciju sa Gln 1040 i Thr 1077 [Cao i saradnici, 2020].

Tabela 5. Predvidene intermolekulske interakcije 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina 30 sa

aminokiselinskim ostacima ksantin oksidaze [Gaji¢ 1 saradnici, 2021c].

Inhibitor Atom Amino- Tip Duzina  Energija veze AG*
inhibitora  Kkiselina  interakcije veze (A) (kcal/mol) (kcal/mol)
C10 Met 1038 H-donor 4,29 -0,3
Cl12 Gln 1194 H-donor 3,06 -0,5
30 N19 Thr 1077  H-akceptor 3,47 2,2 -8.,36
prsten Gln 1040 n-H 441 -0,2
prsten Val 1259 n-H 4,64 -0.4

*AG — Gibsova slobodna energija

Slika 51. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija jedinjenja 30 (A,

B) sa aktivnim mestom ksantin oksidaze. Polarni regioni vezuju¢eg mesta oznaceni su roze,
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hidrofobni regioni zelenom, a regioni izlozeni rastvaracu crvenom bojom [Gaji¢ 1 saradnici,

2021c].

Stabilnost kompleksa inhibitora 30 i ksantin oksidaze evaluirana je simulacijom
molekularne dinamike. RMSD i RMSF dijagrami ksantin oksidaze i ispitivanog inhibitora ukazuju
da je docking kompleks enzim-inhibitor ostao stabilan tokom citavog trajanja simulacije (Slike 52
i 53). RMSD vrednosti Co. atoma, bo¢nih lanaca i heteroatoma ostale su unutar granice od 2 A.
Ista tendencija je zabelezena i kod RMSF vrednosti. Dobijeni rezultati ukazuju na minimalne
konformacione promene i strukturna rearanziranja, §to za posledicu ima stabilnost ispitivanog

enzim-inhibitor kompleksa [Gajic 1 saradnici 2021c].

Slika 52. RSMD (A) 1 RMSF (B) dijagrami ksantin oksidaze dobijeni tokom 10 ns trajanja

simulacije molekularne dinamike [Gaji¢ 1 saradnici, 2021c].

Slika 53. RSMD (A) 1 RMSF (B) dijagrami jedinjenja 30 dobijeni tokom 10 ns trajanja simulacije

molekularne dinamike [Gaji¢ 1 saradnici, 2021c].
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Inhibicija DNaze I derivatima 1,2,3,4-tetrahidroizohinolina mozZe potencijalno ispoljiti
protektivne efekte u stanjima masivnog oStecenja tkiva i organa koja su direktno posredovana
povecanom aktivnos¢u DNaze I, poput nefrotoksi¢nih efekata cisplatina [Basnakian i saradnici,
2005], hepatocelularne nekroze uzrokovane visokim dozama paracetamola [Napirei i saradnici,
2006], nakon izlaganja jonizuju¢em y-zraCenju [Apostolov i saradnici, 2009] ili grafenskim
nanomaterijalima [Fahmi i1 saradnici, 2017]. Korisni efekti inhibicije DNaze I ovim derivatima bi
se verovatno mogli ocekivati i u stanjima koja su udruzena sa povecanom enzimskom aktivnoscu,
odnosno stanjima kod kojih prekomerna i nekontrolisana apoptoza predstavlja znacajan patoloski

¢inilac.
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4.3. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona

Dva dostupna derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona, 39 i 40, podvrgnuta su testiranju
inhibitornog potencijala prema DNazi I 1 ksantin oksidazi (Tabela 6). Oba jedinjenja su ispoljila
inhibitorni potencijal prema DNazi I, dok je inhibitorni potencijal prema ksantin oksidazi izostao.
Niza ICso vrednost zabelezena je kod 3.,4,5-trimetoksifenil supstituisanog derivata 40 (ICsp =
132.62 + 9.92 uM, Slika 54) u odnosu na 4-metoksifenil supstitusani derivat 39 (ICso = 193,13 %
16,95 uM, Slika 55). Dobijene ICso vednosti derivata 39 1 40 su 1,88 u 2,73 puta nize od ICso
vrednosti kristal violeta koji je koriS¢en kao pozitivna kontrola, 1 u skladu su sa ICso vrednostima

vecéine poznatih malih organskih inhibitora DNaze I [Ili¢ i saradnici, 2021].

Tabela 6. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona 39 i 40
[Gaji¢ 1 saradnici, 2021a].

DNaza ICso + XO ICs0 = SD

Jedinjenje Struktura
1o SD (uM) (uM)

(0]
39 © 193,13 £ 16,95 > 150
H3c’o

40 132,62 £9,92 > 150
HiC o-CHs

HaC”

Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICsp = 362,45 + 35,55 uM
Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM
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Slika 55. Inhibicija DNaze I jedinjenjem 40.

Ispitivani derivati 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona dalje su podvrgnuti in silico predvidanju
ADMET profila, molekularnih 1 fizicko-hemijskih deskriptora kako bi se utvrdilo u kojoj meri
osobine ispitivanih molekula potencijalno odgovaraju poZeljnim osobinama lekova [Sander 1
saradnici, 2015; Diana 1 saradnici, 2017; Dong i saradnici, 2018]. Jedinjenja 39 i 40 ispunjavaju
pravilo Lipinskog u pogledu broja akceptora i donora vodoni¢nih veza, molekulske mase i
particionog koeficijenta oktanol-voda [Lipinski 1 saradnici, 1997], te se posledicno moze ocekivati
da ispoljavaju visok nivo gastrointestinalne apsorpcije (Tabele 6 1 7). Posebno vredna paznje je
predvidena sposobnost prolaska kroz krvno-moZzdanu barijeru, imaju¢i u vidu da bi primarno
mesto delovanja inhibitora DNaze I moglo biti u centralnom nervnom sistemu, usled brojnih
neurodegenerativnih poremecaja koji se karakteriSu povecanjem nivoa DNaze I ili izrazenom

apoptozom [Smelcerovic i saradnici, 2020].
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Tabela 7. Odabrani molekularni deskriptori i ADME osobine derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-2-
ona 39 i 40 predvidene SwissADME platformom [Ili¢ i saradnici, 2021].
Jedinjenje MW Ny HBAIFl HBD!Y TPSAlFl LogP!! GIAlsl  BBBIM
39 233,31 4 2 0 29,54 2,33 Visok +
40 239,36 6 4 0 48,00 2,29 Visok +

[l Molekulska masa; [ Broj rotirajuéih veza; [! Broj akceptora vodoni¢nih veza; [ Broj donora vodoni¢nih veza;

[l Polarna topoloska povrsina; (! LogP proratunata SwissADME platformom; (¢! Gastrointestinalna apsorpcija;

(" Permeabilnost kroz krvno-mozdanu barijeru.

Tabela 8. Odabrane ADMET osobine derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona 39 i 40 predvidene
ADMET]lab platformom [Ili¢ i saradnici, 2021].

-opl?] -
Jedinjenje . P2P P-gp  m pgpl CYP3A4 CYP3A4 CYP2D6 CYP2D6

inhibitor supstrat inhibitor supstrat inhibitor supstrat
39 + -- ++ +++ - + - ++
40 - -- + +++ - + - +

[a] P-glikoprotein; ) Humana intestinalna apsorpcija; ! Permeabilnost kroz krvno-mozdanu barijeru.

Nalik na 90% poznatih lekova, prema predikciji, ispitivani derivati 1-(pirolidin-2-
il)propan-2-ona mogu biti supstrat enzima citohrom P450 3A4 i 2D6, ali bez sposobnosti da
inhibisu njihovu aktivnost. Dodatno, za jedinjenja se predvida da su nemutagena, netumorogena 1
da ne ispoljavaju reproduktivnu toksi¢nost. Koris¢enjem HitDexter 2.0 platforme koja kombinuje
metode zasnovane na slicnosti, primeni pravila i maSinskom ucenju, u strukturama ispitivanih
jedinjenja nisu detektovani molekulski obrasci koji se dovode u vezu sa ometanjem eseja [Stork i
saradnici, 2019].

Koris¢enjem MOE software-a analizirana je interakcija derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-
2-ona 1 DNaze I. Intermolekularni kontakt inhibitora i DNaze I se ostvaruje putem vodoni¢nih
veza i n-H interakcija (Tabela 9, Slika 56), koji za posledicu ima smanjenje enzimske aktivnosti
usled interakcije sa aminokiselinskim ostacima neophodnim za enzimsku aktivnost, poput Glu 78
1 His 252, kordinaciju jona dvovalentnih metala (Glu 39 1 Asp 251) ili stabilizaciju enzim-supstrat

kompleksa usled blizine aktivnom mestu enzima (Arg 111) [Ili¢ i saradnici, 2021].
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Tabela 9. Predvidene intermolekulske interakcije derivata 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona 39 i 40

sa aminokiselinskim ostacima DNaze I [Ili¢ 1 saradnici, 2021].

Inhibitor Atom Amino- Tip Duzina  Energija veze AG*
inhibitora  Kkiselina interakcije veze (A) (kcal/mol) (kcal/mol)
Cl4 Glu 39 H-donor 3,47 -0,3
39 0Ol15 His 252 H-akceptor 3,01 -4,1 -5,99
prsten Pro 137 n-H 3,48 -0,2
Cl4 Glu 78 H-donor 3,23 -0,4
40 C17 Glu 39 H-donor 3,49 -0,6 6.59
C17 Asp 251 H-donor 3,59 -0,3 ’
015 Arg 111 H-akceptor 3,59 -0,2

*AG — Gibsova slobodna energija

Stabilnost kompleksa inhibitor-enzim dalje je evaluirana simulacijom molekularne

dinamike. Dijagrami RMSD i RMSF vrednosti ispitivanih 1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona i DNaze

I ukazuju na stabilnost docking kompleksa tokom perioda trajanja simulacije. Predvidene RMSD

vrednosti za Ca atome, boc¢ne lance 1 heteroatome, kao i RMSF vrednosti (Slike 57-59), nalaze se

unutar prihvatljive granice od 2 A, sugeri§uéi postojanje minimalnih strukturnih rearanZiranja i

ograni¢enih konformacionih promena, koje za posledicu imaju stabilnost kompleksa 1-(pirolidin-

2-il)propan-2-ona i DNaze I [Ili¢ 1 saradnici, 2021].
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Slika 56. Trodimenzionalni i dvodimenzionalni prikaz predvidenih interakcija jedinjenja 39 (A,
B) 1 40 (C, D) sa aktivnim mestom DNaze 1. Polarni regioni vezujuéeg mesta oznaceni su roze,

hidrofobni regioni zelenom, a regioni izloZeni rastvaracu crvenom bojom [Ili¢ 1 saradnici, 2021].

Slika 57. RSMD (A) 1 RMSF (B) dijagrami DNaze I dobijeni tokom 10 ns trajanja simulacije

molekularne dinamike [Ili¢ 1 saradnici, 2021].
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Slika 58. RSMD dijagrami inhibitora 39 (A) i 40 (B) dobijeni tokom 10 ns trajanja simulacije

molekularne dinamike [Ili¢ i saradnici, 2021].

Slika 59. RSMF dijagrami inhibitora 39 (A) 1 40 (B) dobijeni tokom 10 ns trajanja simulacije

molekularne dinamike [Ili¢ 1 saradnici, 2021].

Derivati  1-(pirolidin-2-il)propan-2-ona kroz svoju sposobnost inhibicije DNaze [
potencijalno mogu ispoljiti korisne efekte u prethodno razmatranim stanjima koja su bilo
uzrokovana ili pra¢ena poveéanom enzimskom aktivnos¢u DNaze I [Yao 1 saradnici, 1996;
Schatzmann-Turhani 1 saradnici, 1999; Basnakian 1 saradnici, 2002; Kwai 1 saradnici, 2004;
Arakawa 1 sradnici, 2005; Basnakian 1 saradnici, 2005; Napirei 1 saradnici, 2006; Apostolov 1

saradnici, 2009; Zhu i saradnici, 2014; Yusof i saradnici, 2015; Fahmi i saradnici, 2017].
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4.4. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima naftalena, 8-hidroksihinolina,
nitroksolina i srodnih struktura

Inhibitorna aktivnost serija od 37 inhibitora (41-77) butirilholin esteraze (BChE) [Brus 1
saradnici, 2014; Knez i saradnici, 2015; Knez i saradnici, 2018; Kosak i saradnici, 2018; Knez i
saradnici, 2019, Gaji¢ i saradnici, 2022] i katepsina B (CatB) [Mirkovi¢ i saradnici, 2011; Sosic 1
saradnici, 2013; Sosi€ 1 saradnici, 2018; Knez 1 saradnici, 2020], dizajniranih kao multi-target
usmereni ligandi, ispitana je in vitro prema DNazi I i ksantin oksidazi u cilju proSirivanja broja
targeta na koje ispoljavaju dejstvo. Derivata naftalena i naftola (41-48) (Tabela 10) nisu ispoljili
inhibitorni potencijal prema DNazi i ksantin oksidazi pri maksimalnim koncentracijama izvodenja
eseja. Nasuprot njima, Sesnaest (49-51, 53, 54, 56-65 i1 67) (Tabela 11, Slike 60-75) od ukupno
dvadeset jednog derivata 8-hidroksihinolina i nitroksolina (49-69) (Tabela 11) inhibiralo je DNazu
I sa ICso vrednostima nizim od 100 pM, dok je inhibicija ksantin oksidaze izostala. Kao
najpotentniji inhibitor DNaze [ pokazao se derivat nitroksolina N-((1-(benzo[d]tiazol-2-
ilmetil)piperidin-3-il)metil)-8-hidroksi-5-nitrohinolin-7-carboksamid (64) (ICso = 23,33 + 3,36
uM) 1 blisko je prac¢en derivatima 8-hidroksihinolina N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-
3-il)metil)-N-(2-(dimetilamino)etil)-8-hidroksihinolin-2-karboksamidom (50) (ICso = 25,61 =+
4,80 uM) i N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-il)metil)-N-(2-(dimetilamino)etil )-8-
hidroksihinolin-7-karboksakidom (49) (ICso = 30,58 + 7,39 uM). Najmanje efikasan inhibitor
DNaze I bilo je jedinjenje 60 sa ICso vrednoS¢u od 77,74 = 15,96 uM. Referentni inhibitor kristal
violet ispoljio je 5-15 puta niZi inhibitorni potencijal prema DNazi I u odnosu na svih 16
identifikovanih inhibitora DNaze 1. Inhibicija DNaze I 1 ksantin oksidaze je izostala medu
derivatima triptofana (70 i 71), N-alkilpiperidin karbamata (72 i 73) i srodnih struktura (74-77)
(Tabela 12) [Gaji¢ 1 saradnici, 2022].

Sposobnost inhibicije DNaze 1 derivatima 49, 50 1 64 prevazilazi sve do sada poznate
inhibitore [Kolarevi¢ i saradnici, 2014; Ili¢ 1 saradnici, 2018; Mavrova i saradnici, 2018; Kolarevic¢
1 saradnici, 2018; Kolarevic i saradnici, 2019a; Kolarevi¢ i saradnici, 2019b, Bondzi¢ 1 saradnici,
2019; Smelcerovic i saradnici, 2020; Markovi¢ 1 saradnici, 2023, Ruseva 1 saradnici, 2023a;
Ruseva 1 saradnici, 2023b] $to ih €ini najpotentnijim poznatim inhibitorima DNaze [ u formi malih

sintetskih molekula.
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Tabela 10. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima naftalena i naftola 41-48 [Gajic 1

saradnici, 2022].

DNaza ICso + XO ICs0 = SD

Jedinjenje Struktura
jen SD (uM) (uM)

HC

N
)
41 (8 > 100 > 150
o, L
N
@ o-CHs
0
S

¢

42 OVN > 100 > 150
A0
43 o et 100 150
N > >
OO0
o
/1
HN\
44 S\%\/)N\ HsC. \,-CHs > 100 > 150
N
SUdse
(o]
45 o 100 150
N
H > >

CH
H,Cc. /3
46 N oA >100 >150
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H3C\N,CH3
47 N H > 100 > 150
o¥dse
O OH
48 > 100 > 150

HyC. -CHy

o
(A ”OO
0 OH

Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICso = 364,64 + 13,64 uM
Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM

Tabela 11. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima 8-hidroksihinolina i nitroksolina 49-

69 [Gaji¢ i saradnici, 2022].

DNaza ICso + XO ICs0 = SD

Jedinjenje Struktura
1e SD (uM) (uM)

49 N H “ 30,58 7,39 > 150
50 N H “ 25,61 £4,80 > 150
P
N

51 31,34+ 5,80 > 150
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52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

HsC

> 100

42,98 +£ 9,26

50,83 +£ 10,51

> 100

39,93 £6,75

73,75 £ 10,35

66,66 £ 8,26

52,43 £ 8,43

77,74 £ 15,96

33,83 £6,19

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150
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62

63

64

65

66

67

68

@,m 43,03 £ 4,67

N
O OH
NO,
X
p HKCN 61,59 7,27
OH (o)
j\
N" NO
N ~ 23,33 +3,36
H
SUNe e
O OH
| 102 67,40 = 9,36
H X
Gl S0
O OH
oo
? >100
N H N
sUdee
O OH
o__N O/CHa o
T 1% 34,54+2,76
SUSee
N N/
O OH
CH
HsC. rio
N : “ >100
L
O OH

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150

> 150
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H3C\ ,CH3
69 ! HN NG > 100 > 150
A
QUL 00
N
o OH

X
8-hidroksihinolin N7 > 100 -
OH
NO,
Nitroksolin \/ > 100 -
N
OH

Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICso = 364,64 + 13,64 uM
Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM

Tabela 12. Inhibicija DNaze I i ksantin oksidaze derivatima triptofana (70 i 71), N-alkilpiperidin

karbamata (72 1 73) 1 srodnim strukturama (74-77) [Gaji¢ i saradnici, 2022].
DNazaICso =  XO ICso = SD

Jedinjenje Struktura
1 SD (uM) (uM)
HN
70 N w > 100 > 150
H3C/\/\N N ~"N
H o

X

71 = > 100 > 150
H,¢” "N N
Ho b N

72 > 100 > 150
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73

H3C\N,CH3 CH3
) N W
QU
o] CH,
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Pozitivna kontrola za DNazu I — kristal violet, ICso = 364,64 + 13,64 uM
Pozitivna kontrola za XO — alopurinol, ICso = 1,24 + 0,18 uM
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Analiza struktura ispitanih derivata (Tabele 10-12) jasno ukazuje da su 8-hidroksihinolin 1
nitroksolin (8-hidroksi-5-nitrohinolin) kljuéni strukturni fragmenti aktivnih jedinjenja. Derivati 8-
hidroksihinolina 49 i 50 inhibirali su DNazu I, dok su njihovi strukturni analozi koji sadrze naftalen
(45) i naftol (46-48) ostali neaktivni (Slika 76). Poredenjem parova 47 i 49, odnosno 48 i 50, koji
poseduju hidroksilnu grupu u istoj poziciji bicikliénih aromati¢nih sistema uvida se znacaj
heterocikli¢nog hinolinskog jezgra. Dodatno, inhibicija DNaze I je izostala i medu derivatima 74-
77 koji predstavljaju strukturne analoge aktivnih jedinjenja 49 i 50, ali umesto fragmenta 8-

hidroksihinolina sadrze fragment hromana, piridina ili fenola (Slika 76) [Gaji¢ 1 saradnici, 2022].

Slika 76. Aktivni derivati 8-hidroksihinolina i njihovi neaktivni analozi.
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Nesupstituisani 8-hidroksihinolin i nitroksolin testirani su zajedno sa ostalim jedinjenjima
(Tabela 11) u cilju provere hipoteze da fragment 8-hidroksihinolina jeste neophodan ali ne i1
dovoljan za inhibiciju DNaze I. Izostanak inhibicije pri koncentraciji od 100 uM ukazao je da
strukturne karakteristike izuzev posedovanja 8-hidroksihinolinskog jezgra doprinose inhibiciji
enzima. Daljom analizom strukturnih karakteristika ispitivanih derivata uoceno je da N,N-
dimetilaminoetil supstituent amidne funkcionalne grupe dovodi do inhibicije DNaze I ukoliko je
udruzen sa 8-hidroksihinolinom (49 i 50), ali ne i ukoliko je udruzen sa nitroksolinom (68 i 69).
Sli¢no, derivat 66 sa metoksietil supstituentom nije pokazao aktivnost, dok je njegov analog 25,
bez drugog suptituenta amidne funkcionalne grupe, inhibirao enzim. Primeceno je 1 da su derivati
53, 54, 56-62 sa malim supstituentom u poziciji 7 nitroksolinskog jezgra ispoljavali inhibitorni
potencijal, sa izuzetkom jedinjenja 55, koje je ostalo neaktivno [Gaji¢ i saradnici, 2022].

Na osnovu dobijenih rezultata inhibicije DNaze I, najpotentniji derivati 49, 50 i 64
podvrgnuti su daljem ispitivanju kinetike inhibicije enzima. Linewaver-Burk-ovi dijagrami (Slike

77-79) ukazuju na nekompetitivni tip inhibicije DNaze 1.

14
12
10 $
8 - 50 uM
> 6 25 uM
8 12,5 uM
e(0uM

150 -1000 -50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
1/[DNA] (%)

Slika 77. Lineweaver-Burk-ov dijagram inhibicije DNaze I jedinjenjem 49 [Gaji¢ i saradnici,

2022].
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Slika 78. Lineweaver-Burk-ov dijagram inhibicije DNaze I jedinjenjem 50 [Gaji¢ i saradnici,

2022].
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Slika 79. Lineweaver-Burk-ov dijagram inhibicije DNaze I jedinjenjem 64 [Gaji¢ i saradnici,

2022].

Molekularnim docking-om predvideno je vezivanje selektovanih jedinjenja 49, 50 i 64 na
natin kojim se ostvaruje delimi¢no preklapanje sa DNK-vezujuéim mestom (Slika 80).
Preklapanje je omogucéeno uklanjanjem DNK molekula iz kristalografske strukture DNaze I pre

izvodenja simulacije molekularnog docking-a. lako je vezivanje za aktivno mesto enzima odlika
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kompetitivnih inhibitora, dobijeni rezultati razmatranih derivata 8-hidroksihinolina ukazuju da to
nije slucaj. Nakon superponiranja jedinjenja u odgovaraju¢im konformacijama vezivanja sa
uklonjenim oligonukleotidom iz kristalografske strukture (PDB kod: 2DNIJ), uocava se
preklapanje samo dela polinukleotidnog lanca DNK sa vezanim inhibitorima, dok kontakt ostatka
DNK sa enzimom nije naruSen. Predvideni nacin vezivanja derivata 8-hidroksihinolina 49, 50 i 64
za DNazu I u skladu je sa eksperimentalno dobijen rezultatima o nekompetitivnom tipu inhibicije

[Gaji¢ i saradnici, 2022].

Slika 80. Rezultat molekularnog docking-a jedinjenja 49, 50 1 64 za DNazu I (PDB kod: 2DNJ):
A) Preklapanje najbolje rangirane orijentacije inhibitora 50 unutar vezuju¢eg mesta DNaze I sa
DNK molekulom; B) Uvecani prikaz interakcija jedinjenja 49 (ljubicasto), 50 (sivo) i 64 (zeleno)

sa aminokiselinskim ostacima unutar vezuju¢eg mesta DNaze I [Gaji¢ 1 saradnici, 2022].

98



4.5. Ispitivanje inhibicije 5-lipoksigenaze i odredivanje afiniteta vezivanja odabranih
jedinjenja za dopaminske D2 i D3 i histaminske H3 i Hs receptore

Imajucéi u vidu znacaj BChE i CatB enzima za razvoj potencijalnih lekova usmerenih protiv
Alchajmerove bolesti [Bautista-Aguilera i saradnici, 2017; Knez i saradnici, 2018; Kosak i
saradnici, 2018; Sosi€ 1 saradnici, 2018] 1 prekomernu ekspresiju DNaze I kao pretpostavljeni
uzrok povecane ucestalosti apoptoze u Alchajmerovoj bolesti [Schatzmann-Turhani 1 saradnici,
1999], ispitivanje selektovanih derivata 8-hidroksihinolina 49, 50 i 64 prosireno je na enzim 5-
lipoksigenazu i dopaminske D2 i D3 i histaminske H3 i H4 receptore koji su validni terapijski targeti
u cilju modifikacije toka ili simtomatske terapije Alchajmerove bolesti [Cummings i saradnici,
2019]. Rezultati meta analize ukazuju na povezanost nivoa dopamina i broja dopaminskih
receptora sa patofiziologijom Alchajmerove bolesti [Pan i saradnici, 2019]. Agonisti dopaminskih
D»/Ds receptora, poput rotigotina, dovode do obnavljanja kortikalne plasti¢nosti [Koch i saradnici,
2014], dok antagonisti D»/Dj receptora, poput amisulprida, pronalaze primenu u tretmanu psihoza
1 agitacije pacijenata sa Alchajmerovom bole$¢u [Reeves i saradnici, 2017; Reeves 1 saradnici,
2018]. Nalik tome, antagonisticki efekat na histaminskim Hj3 receptorima predstavlja znacajnu
terapijsku strategiju, a H3 receptor znacajnu metu multi-target usmerenih liganada [Khanfar i
saradnici, 2016; Sadek 1 saradnici, 2016; Bautista-Aguilera i saradnici, 2017; Bajda 1 saradnici,
2020; Lazewska 1 saradnici, 2021] usled svojih regulatornih efekata na oslobadanje acetilholina 1
drugih neurotransmitera. lako je ta¢na uloga histaminskog Hs receptora u kognitivnim procesima
1 dalje predmet diskusije [Provensi i saradnici, 2020], nedavni podaci ukazuju na neuroprotektivne
efekte klobenpirita, agonista H3 i parcijalnog agonista H4 receptora, na oSte¢enja nervnog sistema
uzrokovanim amiloidom-f [Stark, 2013; Patnaik i saradnici, 2018]. Nivoi enzima 5-LO i njenih
nishodnih metabolita leukotriena ne samo S§to su povecani kod starijih pacijenata sa
Alchajmerovom bolesc¢u, ve¢ se dovode u vezu sa pove¢anom produkcijom amiloida-f [Firuzi i
saradnici, 2008; Joshi i1 saradnici, 2015].

Selektovani inhibitori DNaze I, 49, 50 i 64, testirani su na pomenutim receptorima i
enzimu. Rezultati ispitivanja ukazuju na izostanak afiniteta testiranih jedinjenja prema
dopaminskim D2, D3 1 histaminskim H3 1 H4 receptorima, izuzev jedinjenja 50, koje je pokazalo
nizak afinitet sa K; vrednos¢u od 13,7 uM prema humanom Hj3 receptoru. Nijedno od ispitivanih

jedinjenja nije pokazalo sposobnost inhibicije 5-lipoksigenaze [Gaji¢ i saradnici, 2022].
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4.6. Razmatranje ispitivanih 8-hidroksihinolina kao potencijalnih multifunkcionalnih
liganada protiv Alchajmerove bolesti

Sposobnost inhibicije DNaze I derivatima 8-hidroksihinolina i nitroksolina je u skladu sa
njihovim veé¢ potvrdenom multifunkcionalnom prirodom. Naime, jedinjenja 49, 50 i 51 su
selektivni inhibitori humane BChE, sa ICso vrednostima od 13,8 £0,6 nM, 11,1 £+ 0,6 nM 141,8 +
1,4 nM, koja takode poseduju svojstva uklanjanja slobodnih radikala [Knez i saradnici, 2018].
Inhibicija BChE u terapiji Alchajmerove bolesti ima za cilj smanjenu razgradnju acetilholina, ¢ija
je snizena koncentracija u osnovi poremecene holinergicke signalizacije 1 prate¢ih poremecaja
kognitivnih funkcija [Liu i saradnici, 2019]. Derivati 8-hidroksihinolina 49 i 50 ispoljavaju
sposobnost helatizacije Cu?* jona i smanjuju intracelularnu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsti.
Njihov protektivni efekat od toksi¢nih oStecenja uzrokovanim amiloidom-f je zabelezen na SH-
SYSY c¢elijskoj liniji. Farmakokinetickim ispitivanjem je utvrdeno da jedinjenja 49 i 50 nisu
supstrati efluks transportera, dok je PAMPA-BBB eksperiment ukazao na njihovu sposobnost
prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru [Knez i saradnici, 2018]. Spektar potencijalno korisnih
efekata derivata 50 u terapiji Alchajmerove bolesti moze biti proSiren njegovom sposobnoscu
vezivanja za histaminski H3 receptor (K; = 13,7 uM) [Gai¢ i saradnici, 2022], ¢ija aktivnost
reguliSe oslobadanje acetilholina i drugih neurotransmitera [Bautista-Aguilera i saradnici, 2017].
Dodatno, najpotentniji inhibitor DNaze I medu ispitivan supstancama, jedinjenje 64, poseduje
osobinu inhibicije enzimske aktivnosti katepsina B (K; =12 puM # 1 uM) [Sosi¢ i saradnici, 2018].
Sposobnost dualne inhibicije DNaze 11 CatB zabeleZena je 1 kod derivata nitroksolina 54, 56, 57-
59, 62-63 [Mirkovi¢ 1 saradnici, 2011; Sosi€ 1 saradnici, 2013; Sosi€ 1 saradnici, 2018], dok je
jedinjenje 55 pored DNaze I i Cat B inhibiralo i humanu BChE [Knez i saradnici, 2018]. Katepsin
B je lizozomalna cistein proteaza [Mirkovi¢ i saradnici, 2011], koja obavlja ulogu B-sekretaze u
obradivanju amilod prekursorskog proteina, produkuju¢i amiloid-f [Hook i saradnici, 2014;
Lowry i Klegeris, 2018]. Sumirano, derivati 8-hidroksihinolina 49, 50 1 51 pokazuju ICso vrednosti
ispod 35 uM prema DNazu I i ispod 50 nM prema hBChE, dok su derivati nitroksolina 55 i 64
inhibirali DNazu I 1 egzopeptidaznu aktivnost CatB sa ICso vrednostima ispod 60 i ispod 20 uM.

Medu ispitivanim jedinjenjima posebno se izdvaja derivat 8-hidroksihinolina 50 po svojim
osobinom multi-target usmerenog liganda sa potencijalnom primenom u terapiji Alchajmerove
bolesti. Njegova sposobnost inhibicije BChE u nanomolarnom i DNaze I i H3 receptora u

mikromolarnom opsegu upotpunjeni su osobinama uklanjanja slobodnih radikala, helatizacije
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metalnih jona, inhibicije intracelijske ROS produkcije 1 agregacije amilioida-f uz povoljne
farmakokinetiCke osobine. Imajuci u vidu sposobnost jedinjenja 50 da vrs$i modulaciju aktivnosti
nekoliko dokazanih terapijskih targeta Alchajmerove bolesti, dodatno proSirivanje spektra
njegovog delovanja na DNazu I i histaminski H3 receptor potencijalno moze rezultirati aditivnim

ili ¢ak sinergistickim efektima protiv Alchajmerove bolesti [Gajic 1 saradnici, 2022].
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5.

ZAKLJUCAK

Doktorskom disertacijom ,Inhibicija dezoksiribonukleaze 1 i ksantin oksidaze

heterocikli¢nim jedinjenjima in vitro* je sprovedeno ispitivanje ukupno 77 jedinjenja u testovima

inhibicije aktivnosti enzima dezoksiribonukleaze I 1 ksantin oksidaze u poredenju sa referentnim

inhibitorima kristal violetom i alopurinolom. Na osnovu rezultata sprovedenog ispitivanja su

izvedeni sledeci zakljucci:

Od 14 ispitanih derivata 2-alkiliden 1 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina sposobnost
inhibicije DNaze I sa ICso vrednostima niZzim od 200 uM zabeleZena je kod jedinjenja 1
(ICs0=162,63 £ 16,56 uM) 1 6 (ICso = 67,94 £ 5,99 uM). U ispitivanoj seriji jedinjenje 6
je jedino inhibiralo aktivnost XO (ICso = 97,98 + 13,47 uM), $to ga Cini jedinim do sada

poznatim dualnim inhibitorom DNaze 11 XO.

Medu 24 derivata 1-supstituisanih i 1,2-disupstituisanih-1,2,3,4-tetrahidroizohinolina Cetiri
jedinjenja (16, 29, 32 1 36) je inhibiralo DNazu I sa ICs¢ vrednostima nizim od 200 puM, pri
¢emu je jedinjenje 16 bilo najaktivnije (ICso = 134,35 + 11,38 uM). Sposobnost inhibicije
XO sa ICso vredno$¢u nizom od 150 uM je zabelezena jedino kod jedinjenja 30 (ICso =
135,72 £2,71 uM).

Sesnaest (49-51, 53, 54, 56-65, 67) od ukupno 21 ispitivanog derivata 8-hidroksihinolina i
nitroksolina inhibiralo je DNazu I sa ICso vrednostima ispod 80 uM, dok su njihovi analozi
izvedeni iz naftalena 1 naftola ostali neaktivni. Inhibitorni potencijali aktivnih jedinjenja su
5-15 puta visi u odnosu na referentni inhibitor kristal violet (ICso = 364,64 + 13,64 uM).
Kao najpotentniji inhibitor DNaze I pokazao se derivat nitroksolina N-((1-(benzo[d]tiazol-
2-ilmetil)piperidin-3-il)metil)-8-hidroksi-5-nitrohinolin-7-carboksamid (64) (1Cso = 23,33
+ 3,36 uM) 1 blisko je pracen derivatima 8-hidroksihinolina N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-
2-il)piperidin-3-il)metil)-N-(2-(dimetilamino)etil)-8-hidroksihinolin-2-karboksamidom

(50) (ICs0 = 25,61 £4,80 uM) i N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-il)metil )-/N-
(2-(dimetilamino)etil)-8-hidroksihinolin-7-karboksamidom (49) (ICso = 30,58 = 7,39 uM).

Sposobnost inhibicije XO sa ICso vrednoS¢u nizom od 150 pM je izostala.
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e  Medu najpotentnijim inhibitorima DNaze I (49, 50 1 64) jedino jedinjenje 50 poseduje nizak
afinitet vezivanja za histaminski H3 receptor (K; = 13,7 uM). Inhibicija 5-LO enzima i

vezivanje ovih inhibitora za dopaminske D>, D3 1 histaminski H4 receptor nisu zabelezeni.

e  Multifunkcionalna priroda ispitivanih derivata 8-hidroksihinolina i nitroksolina u vidu
dualne inhibicije DNaze I 1 BChE (49, 50 i 51), odnosno DNaze I 1 Cat B (54, 56, 57-59,
62-64), ili cak sva tri enzima (55), u skladu je sa modernim pristupom u terapiji
multifaktorijalnih neurodegenenrativnih bolesti koji prednost daje lekovima sa dejstvom

na veci broj targeta ili patoloSkih mehanizama.

e Na osnovu Lineweaver-Burk-ovih dijagrama je utvrdeno da jedini dualni inhibitor DNaze
I 1 ksantin oksidaze, jedinjenje 6, i tri najpotentnija inhibitora DNaze I, jedinjenja 49, 50 i

64, deluju kao nekompetitivni inhibitori DNaze I.

e Studijom molekularnog docking-a se predvida da ispitivani inhibitori DNaze I najcesce
stupaju u interakcije sa aminokiselinama odgovornim za hidrolizu fosfodiestarskih veza (I
klasa) i helatizaciju jona dvovalentnih metala (II klasa), dok inhibitori XO ostvaruju veze
sa katalitickim 1 nekatalitickim aminokiselinama. Simulacijom molekularne dinamike

predvidena je stabilnost kompleksa ispitivanih jedinjenja i odgovaraju¢eg enzima.

Opésti zaklju€ak ove doktorske disertacije je da 24 od ukupno 77 ispitanih heterocikli¢nih
jedinjenja inhibira DNazu 1. Derivati 8-hidroksihinolina 1 nitroksolina, jedinjenja 49, 50 1 64,
predstavljaju ne samo najpotentnije inhibitore DNaze I obuhvaéene ovom disertacijom, ve¢ su
ujedno i najpotentniji do sada pronadeni inhibitori DNaze I u formi malih sintetskih organskih
molekula. Derivat 2,5-dialkiliden-4-oksotiazolidina, jedinjenje 6, jedini je do sada identifikovani
dualni inhibitor DNaze 1 i ksantin oksidaze. Izdvojena jedinjenja mogu posluziti kao uzor za dizajn

jos efikasnijih inhibitora DNaze I ili dualnih inhibitora DNaze 11 XO.
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Hijana 1.

HIJABA O AYTOPCTRY

Hajarmyjes 13 je JOKTOPCKA IHCEPTALN]A 100 HECIOBOM

HHXHBHILIA JEIOKCHPHBOAY KIAEAJE | H KCAHTHH ORCHIASE
XETEPOIHETHYHHEM JETHLERWMA IV FITRO

koja je oabparmena a Mensmmmcron dasyamery Yuurepanwrera v Huury:

L] J'IE"!}'.'JTE.'I' COIICTREHGT I'I-I'_'TP.B.'.-BIIIHEH HET s

* a3 OBY JIMCEPTALATY, M Y LCTNHH, HATH ¥ ACHORHMA, HHCAM DPHJAERMBAG HA APYFHM
{DAKYITTETHMA, HITH VITHREPINTETHMA,

= A4 HHCAM HOBPEIHO AVTOPCKA MPARa, HHTH VIVIOTPEDMO HETEIEKTYLIHY CROJMHY APVIHX

M.

Joamomanad fa ce oBjaBe MOJH THMHE NOJAUN, KOJH €Y ¥ BEIM ¢ avTOPCTROM 1 IoDHjamew
ARSIEMCRAT SRaE ILOKTORD Havka, Kao T O HASC B IPEansG, DO B MecTo '[flﬂtlﬂ!bil [LRE R kY
ondpane paga, » vo y karatory baltmorese, Jlursmamion penossrropujyyy Ynueepawrera v

Huuy, ka0 1y nyGankaudjass Yamsepinrera ¥y Humy,

¥ Huury,

[Mormnne ay Topa Jncepramje:
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Hijaga 2.

HAJABA O HCTOBETHOCTH IITAMITAHOI H ENTEKTPOHCKEODI OBTHEA
JOKTOPCKE JJHCEPTAIIHIE

Hacnoe ancepransje:

HHXHEHILIA JE3OKCHPHEOHYKIEAZE | H KCAHTHH OKCHIAIE
XETEPOUHEITHYHHAM JEAHILERHMA IV VITRO

Majarkvies na je enekrposcknt obIHE MOjE A0KTOPCKE ANCCPTALEMJE, KOJY CasM Npeiao oa

VHOLIELE y JIArsmanen penoswropHjya Yuueepanrera v Huy, werorctan urrammanos obirrky.
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Hajapa 3.

HIJABA O KOPHINRELY

Cuaanhyjesm Yaueepavtercky Grtnmorexy JHuwona Tecaa™ na v Jeramaanosm penosvTopHjyMy

Vimpepsarera y Humy yHece Mojy JoKTOPCKY AUCEDPTAIM]Y, MAK HACADEOM;

HHXHEHILIA TE3OKCHPFHEOHYKJEA3E 1 H KCAHTHH OKCHIAIE
XETEPOUHKIHYHOHEM JEAHILEIGHMA IV FITRO

JIMcepTalMy ca CEMM MPUIOIHMAE NPEiad CAM Y EISKTPORCKOM OOAHKY, MOTOAHOM 33 TpajRo

APXHAMPALE,

Mojv mokTopcky nHcepraum]y. vHery ¥ Jlarwranam penodnropiiye Yameepadteta v Humy,
MOV KOPHCTHTH CRH KOjH NOITY |y onpente capprane y onabpasos niry aunedne Kpeamisne

zajeanme {Creative Commaons), 5 KOjy CaMm Ce oIy IHo.
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