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PREDGOVOR

Ranije se do otkri¢a lekovitih svojstava nekih jedinjenja ili preparata
najcesce dolazilo slu€ajno, tj. uoavanjem nekih bioloskih ili farmakoloskih
odgovora nakon tretmana prilikom ispitivanja njihovih osobina radi potpuno
razli¢ite namene. Cesto su slu¢ajna otkri¢a nastala prilikom razvoja lekova za
druge bolesti ili probleme. Tako je upotreba NO 1 etra za narkozu prilikom
operacija proizaSla iz zapazanja da osobe koje su th udahnule ne osecaju bol
od povrede. Vazodilatorno delovanje amilnitrita 1 nitroglicerina uocili su
hemicari koji su imali jaku glavobolju nakon unoSenja ovih supstanci u
organizam. Za acetilsalicilnu kiselinu smatralo se da je organizam kao pro-
lek (engl. prodrug) supstancu bolje podnosi od salicilne kiseline. Medutim,
ispostavilo se da ova dva jedinjenja imaju potpuno razliCit bioloski efekat,
kao 1 mehanizam delovanja. Varfarin, antikoagulans, kori§¢en je prvo za
trovanje glodara.
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‘That’s Dr Arnold Moore. He’s conducting an experiment to tesé ﬁe‘ﬂ;;z;)ry
that most great scientific discoveries were hit on by accident.”
Drawing by Hoff ; © 1957
The New Yorker Magazine, Inc.

Otkrivanje lekova, medutim, ni sluCajno nije nasumic¢no. Razvojem
lekova danas se bave veliki interdisciplinarni timovi istrazivaca. Medicinska
hemija, po definiciji, povezuje razliite oblasti hemije, biohemije, biologije,
farmakologije, toksikologije 1 medicine, Ciji udruZeni rezultati istraZivanja
mogu da doprinesu razvoju lekova (engl. drug discovery), na opstu korist.



Problemi i bolesti u ¢ijoj osnovi je hipo- ili hiperprodukcija androgenih,
odnosno estrogenih hormona ili poremecaj njihove fizioloSke funkcije su
brojni 1 raznorodni, od neplodnosti muskaraca i1 Zena do karcinoma
reproduktivnih tkiva. Stoga postoji veliki broj istrazivackih timova koji se
bave ovom veoma interesantnom i aktuelnom problematikom - medicinskom
hemijom steroida, ¢iji rezultati bi trebalo da doprinesu otkrivanju novih 1
efikasnijih lekova za lecenje bolesti zavisnih od steroidnih hormona. Ova
studija obuhvata deo takvih istraZivanja istrazivaCke grupe na Prirodno-
matematickom fakultetu Univerziteta u Novom Sadu (UNS PMF). Posvecena
je ranijim i sadasnjim istrazivacima.

Autor



MEDICINSKA HEMIJA

Potreba za lecenjem ljudi postoji od kada postoji i Covek. Preteca
primene lekova kakve poznajemo danas svakako je tradicionalna medicina
koja je hiljadama godina pre nove ere koristila prirodne proizvode radi
leCenja ljudi i1 Zivotinja, o ¢emu postoje brojni istorijski zapisi. Tokom
perioda renesanse alhemicari su otpoceli sa pripremanjem preparata
namenjenih za lecenje ili smanjivanje tegoba. Posle II svetskog rata napredak
u razumevanju farmakologije na molekularnom nivou omogucio je da se
bioloska aktivnost izrazi kao merljiva osobina nekog molekula. Tako, na
primer, ICso vrednost pokazuje sposobnost supstance da smanji aktivnost
ciljnog molekula za 50%. U razvoju racionalnog dizajna lekova naucnici su
poceli da manipuliSu pojedinim delovima molekula i da uocavaju promene
nastale u bioloSkim aktivnostima tih novih molekula. Ovo je omogucilo
nauc¢nicima da utvrde kljune strukturne karakteristike molekula koje
doprinose njegovoj bioloSkoj aktivnosti. To je bila dobra osnova za razvoj
popularne 1 informativne studije odnosa strukture 1 aktivnosti (engl.
Structure—Activity Relationship studies, SAR), koje su 1 dalje medu najcesce
koris¢enim tehnikama u otkrivanju i1 razvoju lekova, te dugoroc¢no i za razvoj
posebne oblasti nauke — medicinske hemije.

Medicinska hemija bavi se interdisciplinarnim istrazivanjima, koja
obuhvataju razli¢ite oblasti hemije 1 biologije u cilju otkrivanja novih 1 boljih
lekova. Cesto se poistoveéuje sa racionalnim dizajnom lekova (engl. Rational
Drug Discovery). Medicinska hemija obuhvata sintezu novih jedinjenja,
ispitivanje njihovog efekta u bioloskim sistemima, menjanje strukture
jedinjenja tako da se postigne optimalni bioloski ili farmakoloski efekat uz
minimalne sporedne efekte, proucavanje unosa, distribucije, metabolizma,
ekskrecije 1 toksi¢nosti kandidata za lekove i samih lekova. Klinicka
ispitivanja se takode mogu klasifikovati u oblast medicinske hemije, pri ¢emu
je uloga lekara u razvoju lekova veoma vazna (Holbrook i1 Garneau-
Tsodikova, 2017).



Medicinska hemija mogla bi se definisati na viSe nacina. Tako, na
primer Patrick (2013) definiSe medicinsku hemiju kao nauku koja se bavi
otkrivanjem 1 dizajniranjem novih 1 boljih terapeutskih supstanci 1 razvojem
tih supstanci u lekove. Ova definicija je pojednostavljena, ali sveobuhvatna,
jer ne navodi sve oblasti nauke ukljucene u razvoj lekova. [UPAC u Recniku
pojmova iz 1988. godine Medicinsku hemiju definiSe kao disciplinu
zasnovanu na hemiji, koja takode ukljucuje aspekte bioloSkih, medicinskih 1
farmaceutskih nauka. Bavi se pronalaskom, otkricem, dizajnom,
identifikacijom 1 dobijanjem bioloski aktivnih jedinjenja, proucavanjem
njthovog metabolizma, tumacenjem njthovog nac¢ina delovanja na
molekularnom nivou i definisanjem odnosa strukture 1 aktivnosti (Wermuth 1
sar., 1998). Ovaj rec¢nik sadrzi veliki broj pojmova koji se koriste u
istrazivanjima iz oblasti medicinske hemije. [IUPAC u Rec¢niku pojmova iz
2013. godine, medutim, znacajno prosiruje recnik izraza, jer se sa otkriCem i
koris¢enjem novih tehnika, klasa jedinjenja 1 aspekata istraZzivanja
kontinualno uvode novi izrazi (Buckle 1 sar., 2013).

Evropsko udruZenje za medicinsku hemiju (engl. The European
Federation for Medicinal Chemistry, EFMC) osnovano je 1970. godine.
Njegov cilj je unapredivanje nauke u oblasti medicinske hemije i hemijske
biologije stimulisanjem povezivanja i saradnje pojedinih istrazivackih grupa.
EFMC definiSe medicinsku hemiju na slican nac¢in kao IUPAC, kao nauku
koja se bazira na dizajnu 1 sintezi novih bioloski aktivnih molekula, u cilju
kreiranja jedinjenja koja omogucavaju bolje razumevanje 1 kontrolu
fizioloSkih 1 patoloskih procesa (http://www.efmc.info/content.php?langue=
english&cle menus=1201086391).

Lekovi danas viSe nisu ograni¢eni na male molekule, nego se paleta
ostalih, terapiju proteinima i konjugatima antitela i1 leka. Osim toga, brojne
nove tehnike 1 nau¢ni pristupi omogucavaju sintezu novih jedinjenja, pri
c¢emu ekoloski aspekt svakodnevno dobija na znacaju, pa se jedinjenja sve
viSe sintetiSu uz koriS¢enje mikrotalasa 1 ultrazvuka ili hemoenzimskim
transformacijama. Nove tehnike omogucavaju brzu i/ili automatizovanu



sintezu 1 preciS¢avanje. Sa razvojem tehnologija oStra granica izmedu
moguceg 1 nemogucéeg polako bledi. U teznji da se izbegnu sporedni efekti
terapije, sve ceS¢e se koristi personalizovana medicina, zasnovana na
velikom broju podataka u okviru svih istrazivanja koje obuhvata medicinska
hemija (Holbrook i1 Garneau-Tsodikova, 2017).

Otkrivanje lekova na osnovu hemijskih osobina novosintetisanih
jedinjenja

Sinteza novih jedinjenja predstavlja osnovu razvoja terapeutika,
odnosno otkrivanje lekova bazirano na hemiji (engl. Chemistry-driven drug
discovery). Stoga se dosta Cesto organska sinteza poistovecuje sa
medicinskom hemijom. Medutim, tokom poslednjih nekoliko dekada stavovi
u nauci su se donekle promenili, tako da se medicinska hemija smatra

interdisciplinarnom naukom (Lombardino 1 Lowe, 2004).

Medicinska hemija, kao nauka koja se bavi otkricem 1 dizajniranjem
novih terapeutskih agenasa 1 njithovim razvojem do medicinske upotrebe
obuhvata razli¢ite oblasti nauke (Thomas, 2007; Patrick, 2013). Tu spadaju:

- dizajniranje 1 sinteza novih jedinjenja, potencijalnih terapeutika;
- raCunarski proracuni 1 simulacije;
- farmakoloske 1 toksikoloske studije:

- pracenje metabolizma 1 farmakokinetike, te merenje apsorpcije,
distribucije, metabolizma 1 ekskrecije (engl. absorption, distribution,
metabolism and excretion, ADME);

- razvoj formulacije;
- klinicke studije.

Sinteza novih organskih molekula moZe da bude vodena ranijim
rezultatima, sli¢noS¢u sa strukturama koje su se pokazala kao aktivne ili
predikcijom mogucénosti kompleksiranja (engl. docking) sa ciljnim
molekulom na osnovu korelacije izmedu strukture 1 aktivnosti (engl.
Structure-activity relationship, SAR) molekula ili in silico eksperimenata.



Analizom tipova reakcija koje se koriste za sintezu organskih molekula
u medicinskoj hemiji u toku 1984. i 2014. godine, u periodu u kojem je
sinteza novih molekula, potencijalnih lekova, u ekspanziji, doSlo se do
zakljucka da se najcesSce koriste reakcije amidacije, SNAT 1 joS neke, dok se
retko otkrivaju nove reakcije u organskoj sintezi (Slika 1) (Brown i Bostrom,
2016).
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Slika 1 Najcesc¢e reakcije u sintezi novih organskih jedinjenja 1984. 1 2014. godine,
prema procentu pojavljivanja u odabranim reprezentativnim radovima objavljenim u
J Med Chem; strelice i godine oznacavaju prvi rad u kojem se pojavila odredena
nova reakcija (preradeno iz Brown 1 Bostrom, 2016)

Dakle, u ovom periodu medicinski hemicari koji se bave organskom
sintezom viSe su paZznje usmerili na broj 1 strukturnu raznovrsnost novih
jedinjenja, nego na razvoj novih reakcija. To se mozda 1 moglo ocekivati, s
obzirom na stalno povecanje broja obolelih od razliitih bolesti Sirom sveta i
stoga povecanoj potrebi za brzim razvojem novih lekova, za Sta je osnova
pronalazenje novih aktivnih molekula 1/ili farmakofora vaznih za ispoljavanje
bioloske, odnosno farmakoloske aktivnosti (Campbell 1 sar., 2018). Sinteza
novih organskih jedinjenja vrlo se Cesto zasniva na kombinatorijalnoj hemiji 1



paralelnim sintezama (Maltais i sar., 2004; Maryanoff, 2009), a sintetiSe se i

sve viSe organometalnih kompleksa, od kojih su neki u upotrebi kao lekovi.

Kompjuterska hemija i in silico eksperimenti su u ekspaniziji ve¢ dugi
niz godina. Veoma korisne tehnike i programi omogucavaju brzu obradu
eksperimentalno prikupljenth podataka, ali 1 dizajniranje 1 proucavanje
interakcija organski molekul-terapijska meta (Jorgensen, 2004; Deeb, 2012).
Postoji ogroman broj baza podataka koje istraziva¢i mogu da koriste za sve
tipove istrazivanja. Na primer, baze koje sadrze podatke o svim do sada
sintetisanim molekulima, o mehanizmu delovanja razli¢itih jedinjenja,
njihovoj toksi¢nosti, o strukturi proteina koji su terapeutske mete, Celijskoj
signalizaciji, rezultate vezane za proteomiku, genomiku i metabolomiku
(engl. 'omics’ istrazivanja), rezultate in vitro 1 in vivo eksperimenata i drugo.
Mnoge baze sadrZe rezultate in silico eksperimenata za sve navedene oblasti,
kao 1 za mnoge druge (Pawar i sar., 2019).

In silico tehnike omogucavaju:
- Ispitivanje polarnosti molekula;

- Virtualni skrining velikog broja jedinjenja 1 de novo dizajn (engl. Library
Screening and De Novo Design); ima za cilj da jedinjenja sa ICso
vrednosti reda pM sintezom sli¢nih jedinjenja smanji na red nM, te da sa
osnovnih istrazivanja razvoj lekova dovede u fazu farmakoloSkih studija
1 daljih preklinickih, pa 1 klini¢kih istrazivanja (Hiiser, 2006);

- Predikciju osobina dizajniranih molekula 1 njithovog vezivanja za ciljne
molekule, te, na osnovu toga, 1 moguénosti da posluze kao osnova za
razvo] leka (engl. prediction of properties and drug-likeness). Ovi
eksperimenti povezani su sa in silico ADME ispitivanjima: po
Lipinskom i saradnicima (1997), da bi neko jedinjenje bilo upotrebljivo
kao lek za oralnu administraciju, treba da zadovoljava neka pravila: da je
M <500,daje logP < 5, da ima manje od 5 donora, a manje od 10
akceptora vodoni¢ne veze (pravilo ,,5R*, engl. ,,rool of five ) (Lipinski 1
sar., 1997; Jorgensen, 2004); u praksi se, pak, Cesto vodeca jedinjenja



traze medu molekulima manje molekulske mase (<350) i manje
lipofilnosti (log P < 3);

- Monte Carlo (MC) statisticko-mehanicke 1 molekularno-dinamicke
simulacije (MD) (engl. advanced treatments of protein-ligand binding)
kompleksa protein-ligand, kojima se mogu proucavati promene proteina
1 leka u uslovima bliskim onima u organizmu (Jorgensen, 2004);

- Koreliranja strukture 1 aktivnosti (SAR);

- Proucavanje interakcija molekula sa receptorom, enzimom ili drugim
biomolekulom koji predstavlja metu terapije, kao i1 druge in silico

eksperimente.

Sto se ti¢e biolokih eksperimenata koji se izvode da bi se ispitala
potencijalna farmakoloSka primena jedinjenja, oni su brojni i veoma
raznovrsni, a koji ¢e se eksperimenti izvoditi, zavisi od prethodno
postavljenog cilja, tako da je odabir bioloSkog cilja od izuzetnog znacaja
(Zheng 1 sar., 2013; Ekinci, 2012).

Na osnovu rezultata in vitro 1/ili in vivo bioloskih ekperimenata
odabiraju se vodeca jedinjenja - jedinjenja sa najve¢im efektom na zadati
ciljni molekul ili model-sistem, te se ispituje njihova opsta toksi¢nost 1
genotoksicnost, koje bi mogle da prouzrokuju nezeljena dejstva ako bi se
takva supstanca koristila kao lek. Osim toksikoloskih ispitivanja, takode se
ispituju 1 mogucnosti da se u Zivom organizmu takvo jedinjenje dopremi do
ciljnog tkiva, gde bi ispoljilo svoj farmakoloSki efekat, te da se ono ili
njegovi  metaboliti  izlu¢e iz  organizma (ADME ispitivanja;
https://www.rsb.org.uk/).

Otkrivanje lekova na osnovu ispitivanja bioloSkih efekata jedinjenja

U razvoju lekova za neke bolesti nije neophodno prethodno poznavanje
biomolekula koji bi bio cilj u terapiji. U razvoju lekova vodenom biologijom
(engl. Biology-driven drug discovery) taj ciljni biomolekul se moze
identifikovati nakon uocenog i kvantifikovanog bioloSkog ili farmakoloSkog
efekta ispitivanog jedinjenja u odredenom model-sistemu. Tako se, na



primer, aktivne supstance mogu identifikovati na osnovu promene fenotipa
¢elije koju izazovu: ubijanju patogena ili ¢elija kancera, aktiviranju ili
inhibiranju signalnog puta ili drugih efekata. Promena fenotipa ili mehanizam
delovanja aktivne supstance c¢esto se proucavaju automatizovanim 1
minijaturizovanim HTS testovima (engl. High Throughput Screening).

Medicinska hemija vodena biologijom obuhvata ¢itavu paletu bioloskih
testova, od kojih se neki odabiraju za preliminarne ili napredne skrininge.
Neki od testova su:

* Fenotipski testovi na ¢elijama (engl. Cell-based phenotypic assays),
koji  koriste primarne, imortalizovane ili ¢elije diferencirane iz

pluripotentnih mati¢nih cCelija;
» Testovi vijabilnost ¢elija;
 Ispitivanje signalnih puteva u Celiji;
* Fenotipski testovi za odredene bolesti;

* Testovi za ispitivanje i1 kvantifikaciju apoptoze, nekroze, autofagije i
drugih tipova celijske smrti;

* Analiza ¢elijskog ciklusa;
* Promene citoskeleta, membrana, organela i jedra;

» Ispitivanje nuklearne translokacije biomolekula 1 raspodele po
razli¢itim delovima ¢elije;

* Umesto ¢elijskih linija, model-sistemi mogu biti 1 kulture patogena ili
preparati tkiva, a testovi koji se primenjuju mogu biti sli¢ni kao
testovi koji se izvode na celijskim kulturama, ili potpuno drugaciji,
zavisno od tipa bolesti koja je predmet istrazivanja 1 za koju se trazi
novi ili bolji lek.

Biologijom voden razvoj lekova intenzivno se koristi u razvoju
hemioterepeutika za leenje kancera, tako da se skrining testovi za ispitivanje
bioloSke 1 farmakoloske aktivnosti izvode na celijskim linijjama kancera.
Biologija ¢elija kancera je veoma dobro proucena i dobra je osnova za



istrazivanja tog tipa. Medutim, istrazivanja su preobimna i preskupa, tako da
se kontinuirano iznalaze novi, alternativni pristupi, kao, na primer,
kombinovane terapije ili terapija kombinovanjem lekovima sa razliCitim
mehanizmima delovanja (Lord 1 Ashworth, 2010).

U sustini, period pronalaZenja i razvoja leka je skoro podjednak u oba
pristupa (hemijom voden 1 biologijom voden razvoj), kao i1 procenjena suma
novca koji treba uloziti u istrazivanja, s tim da je redosled istrazivanja razli¢it
u pocetnim fazama istrazivanja. S tim u vezi, za veliki broj efikasnih
terapeutika dodatno se ispituju i neki drugi bioloski ili farmakoloski efekti,
tako da se preusmerava ili proSiruje mogucnost njithove primene u medicini

(engl. Drug repurposing, Slika 2).

A Hemijomvoden razvoj lekova (na osnovu prepoznatog cilinog molekula Odobravanie
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5 Odobravanje
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Odobravanie leka za drugu bolest
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Slika 2 Faze u razvoju leka, procenjen period trajanja razvoja leka i novca
potrebnog za istrazivanja, za razliCite strategije u razvoju lekova: A Hemijom voden
razvoj lekova (na osnovu prepoznatog ciljnog molekula); B Biologijom voden
razvoj lekova (na osnovu bioloskog odgovora); C Istrazivanja radi preusmeravanja
upotrebe postojeceg leka; D Ispitivanja postojecih lekova na nove ciljne molekule
(preuzeto 1 adaptirano iz Zheng 1 sar., 2013).




Razvoj lekova

Klasifikacija lekova

NajceS¢i agensi za ublazavanje, leCenje 1ili prevenciju bolesti su
organska jedinjenja, koja se prema poreklu mogu podeliti na:

- Jedinjenja izolovana iz prirodnih izvora — biljaka, Zivotinja, gljiva, kao
Sto su, na primer, vitamini, hormoni, antibiotici, alkaloidi, glikozidi;

- Sinteticka jedinjenja — jedinjenja sintetisana po uzoru na prirodna
jedinjenja ili prethodno dizajnirana jedinjenja (npr. morfin, atropin,
steroidi, kokain);

- Semi-sinteti¢ka jedinjenja — jedinjenja koja se sintetiSu modifikovanjem
strukture jedinjenja izolovanih iz prirodnih izvora, do kojih se relativno
lako moze do¢i i1 koja su isplative polazne sirovine (npr. semi-sintetski

penicilin).

Sveobuhvatnija je, verovatno, klasifikacija lekova prema njihovoj
medicinskoj upotrebi, koja je povezana sa njihovim fizicko-hemijskim
osobinama 1 nacinom delovanja. Prema ovoj podeli razlikujemo

farmakodinamicke agense 1 hemioterapeutske agense.

U prvu grupu spadaju lekovi koji uticu na fizioloSke procese (npr.
anestetici, hipnotici, sedativi, analgetici), a u drugu lekovi koji se bore protiv
patogena ili izmenjenih ¢elija (npr. antibiotici, antimalarici, antikancerski 1

antiviralni agensi).

Hemioterapeutski lekovi mogu se podeliti prema razliCitim tipovima
bolesti:

1. Terapeutici koji se koriste za leCenje infektivnih bolesti, koje nastaju i
prenose se delovanjem bakterija (pneumonija, salmonela), virusa (grip,
AIDS), gljivica (mikoze) i parazita (malarija);

2. Terapeutici koji se koriste u terapiji obolelih od neinfektivnih bolesti,
kao S§to su poremecaji organa ili organizma prouzrokovani genetskim



promenama, faktorima okoline, stresom, staroS¢u (dijabetes, koronarne
bolesti, astma, kancer, artritis i drugo);

3. Terapeutici koji se koriste u nekim stanjima, na primer za ublazavanje
bola (analgetici), prevenciju trudnoce (kontraceptivna sredstva), anesteziju 1
drugo.

Sposobnost leka da ispolji svoj farmakoloski - terapeutski efekat
povezan je sa njegovim fizicko-hemijskim osobinama. Delovanje leka
zasnovano je na interakciji molekula leka (terapeutskog agensa) sa ciljnim
molekulom (proteinom, DNK, RNK) ili uticajem na ciljni (fizioloski ili
patoloski) proces. Fizicko-hemijske osobine od kojih zavisi bioloska
aktivnost  organskih molekula koji se koriste kao lekovi (organskih
medicinskih agenasa, OMA) su: rastvorljivost, kiselost, odnosno alkalnost 1
aktivnost (Radulovi¢ 1 Vladimirov, 2005).

Rastvorljivost organskih medicinskih agenasa koji se koriste kao lekovi
omogucava pravljenje formulacije leka u odgovarajucoj formi za doziranje,
kao 1 odgovaraju¢u bio-dispoziciju, tj. rasporedivanje OMA u tkivima nakon
administracije. Ovim se bave tzv. ADME istrazivanja. Ve¢ina OMA je
umereno rastvorna (u izvesnoj meri rastvorna u vodi i lipidnim medijumima),
odnosno umereno hidrofilna, tj. lipofilna. To je vazno zbog njihovog prolaska
kroz vodene (plazma, ekstracelularna te¢nost, citoplazma) 1 lipidne
(membrane) medijume bioloskih sistema.

Rastvorljivost se moze proceniti ili odrediti eksperimentalno.
Rastvorljivost se procenjuje izraCunavanjem hidrofilnosti, odnosno
lipofilnosti, specificnim kompjuterskim programima na osnovu strukture, pri
¢emu se uzimaju u obzir grupe i supstituenti koji su hidrofilni (negativna
vrednost) ili lipofilni (pozitivna vrednost). Veli¢ina koja govori o lipofilnosti
je log P, a izraCunava se (log Pcalc) kao suma hidrofilnih 1 lipofilnih
konstanti (Xr):

log Pcalc = Zx



Eksperimentalno se rastvorljivost kvantifikuje odredivanjem podeonog
koeficijenta (P) kao odnosa koli¢ine supstance rastvorene u nepolarnom (npr.
n-oktanolu) 1 polarnom rastvaracu (npr. puferu pH 8).

Da bi se neka supstanca rastvorila u rastvara¢u/medijumu, treba da
ostvari privlatne interakcije sa molekulima rastvaraca. Najvaznije

intermolekulske privla¢ne sile (veze) vazne za rastvaranje su:

1. Van der Waals-ove sile — najslabije elektrostaticke sile (0,5-1,0 kcal/mol),
uspostavljaju se izmedu nepolarnih grupa; u velikoj meri zavise od

udaljenosti 1 temperature;

2. Dipol-dipol veze — jace elektrostatiCke sile (1.0 - 10 kcal/mol), javljaju se
izmedu elektron- deficitarnih i1 elektronima bogatih atoma (dipola); specifican
primer ovog tipa veze je vodoni¢na veza:
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3. Jonske veze — relativno jake veze (do 5 kcal/mol), nastaju elektrostatickim
privlaenjem izmedu katjona i1 anjona; Ceste u neorganskim jedinjenjima i
solima organskih molekula;
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4. Jon-dipol veze - relativno jake veze (1-5 kcal/mol), nastaju

elektrostatickim privlacenjem izmedu katjona, odnosno anjona 1 dipola; ne
zavise mnogo od temperature 1 udaljenosti; veoma su vazne za interakciju
izmedu OMA 1 vode.
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Kiselost i/ili alkalnost organskih medicinskih agenasa vazni su zbog
rastvorljivosti  jedinjenja, farmaceutske faze (za procenu doziranja
formulacije 1 drugo) 1 farmakoloske faze (za procenu dispozicije, strukture
jedinjenja na mestu vezivanja sa ciljnim molekulom i drugo). Kvantitativna
mera jaCine kiseline u rastvoru je konstanta disocijacije kiseline, Ka
(kiselinska konstanta ili konstanta jonizacije kiseline), dok se veli¢ina pK
(negativni dekadni logaritam Ka) ceS¢e koristi u praksi.

Najces¢e kisele funkcije u OMA su: karboksilna, fenolna i
sulfonamidna, dok su najce$¢e bazne funkcije alifaticnih primarnih,
sekundarnih 1 tercijarnih amina, kao i1 aromati¢nih 1 heterocikli¢nih amina.
Rastvorljivost organskih kiselina 1 baza moze se povecati prevodenjem u soli,
1 to sa neorganskim ili organskim jonom.

Aktivnost OMA moze se klasifikovati na strukturno-nespecifi¢nu i
strukturno-specificnu.

Strukturno-nespecifi¢na aktivnost zavisi od fizickih osobina -
rastvorljivosti, particionih koeficijenata 1 drugih, ali ne i od prisustva ili
odsustva odredenih hemijskih funkcija. Tako, na primer, neki amidi, etri,
ketoni ispoljavaju narkoticko delovanje, a potencijal supstanci povezan je sa
particionim koeficijentima. Ova aktivnost rezultat je nakupljanja jedinjenja u
vitalnim delovima celije, lipidnih karakteristika. Strukturno-nespecifi¢ni
OMA su anestetici, hipnotici i1 drugi, uglavnom farmakodinamicki agensi.
Nespecificni lekovi ne deluju preko receptora.

Strukturno-specificna aktivnost povezana je sa prisustvom  ili
odsustvom funkcionalnih grupa, intramolekulskim prostorom, oblikom
molekula. Nije neposredno povezana sa fizickim osobinama. Male izmene
strukture Cesto dovode do velike promene aktivnosti. Strukturno specifi¢na
aktivnost zavisi od interakciija molekula lekovitog agensa sa celijskim
receptorom ili nekim drugim specifi¢nim molekulom.

Receptorom se uopSteno naziva deo bioloskog sistema na kojem lek
ispoljava svoj karakteristicni efekat. To je najceS¢e neki enzim ili protein.

Ima vaznu regulatornu ulogu u ciljnom tkivu. Veliki broj lekova efekat



ispoljava preko receptora ili enzima, koji su konstituenti ¢elije. Tako, na
primer:

- Holinergicki lekovi deluju preko acetilholinskog receptora;
- Sinteticki kortikosteroidi deluju preko glukokortikoidnog receptora;

- Nesteroidni antiimflamatorni lekovi inhibiraju ciklooksigenazu, enzim
koji inhibira sintezu prostaglandina, te time smanjuju osec¢aj bola.

Sposobnost leka da se veze za receptor obi¢no se naziva afinitetom leka
ka receptoru, mada su, zapravo, molekuli receptora ti koji prepoznaju
strukturne karakteristike prirodnih liganada ili potencijalnih sinteti¢kih
liganada, odnosno, oni su molekuli koji selektuju ligande medu ostalim
prisutnim molekulima. PoSto su receptori proteini, njih karakteriSe dinamicka
priroda. Stoga se afinitet moze izraziti kinetickom konstantom kompleksa
lek-receptor. Lek izaziva farmakoloSki odgovor tek nakon vezivanja za
receptor, ¢ime se pokreCe signalni put ili menja aktivnost enzima, koji
dovode do farmakoloSkog odgovora (Thomas, 2003; Thomas, 2007).

Neki lekovi se vezuju samo za jednu vrstu receptora te se nazivaju
selektivnim lekovima, dok se drugi mogu vezati za viSe od jednog receptora,
Sto umanjuje njihovu selektivnost. Lek koji ispoljava farmakolosku aktivnost
nakon vezivanja za receptor predstavlja agonistu. Nasuprot tome, lek koji ne
izaziva farmakoloski odgovor, nego blokira receptor, predstavlja antagonistu.
Svaka od navedenih osobina moze da se iskoristi za pravljenje farmakoloskih
formulacija na odredeni nacin, zavisno od tipa bolesti, strukture 1 osobina
aktivne supstance 1 drugog.

Strukturne osobine farmakoloski aktivnih organskih supstanci od kojih
zavisi njihova farmakoloska aktivnost su u prvom redu stereohemija i1
mogucnost postojanja izomera. Stereohemija organskog molekula odnosi se
na prostorni raspored atoma u trodimenzionalnoj strukturi molekula. Igra
veoma vaznu ulogu u farmakoloSkim svojstvima leka, zbog toga Sto svaka
promena stereospecifi¢nosti leka uti¢e na njegovu farmakoloSku aktivnost.
Takode, parovi izomera imaju razli¢ite fizicke osobine (podeoni koeficijent,
pKa i druge), pa se razlikuje i njihova farmakoloska aktivnost.



Sterni faktori koji uticu na farmakolosku aktivnost OMA su:

- Opticka 1 geometrijska izomerija (enantiomeri, kao ni cis/trans izomeri

nisu podjednako aktivni);

- Konformaciona izomerija (razli¢iti konformeri se vezuju za razli¢it tip
receptora, npr. acetilholin);

- Postojanje hemijskih 1 bioloskih izostera.

Hemijska izosterija predstavlja zamenu jednog strukturnog dela
molekula (koji se sastoji od jednog ili viSe atoma) drugim atomom ili grupom
atoma, koji imaju sli¢nu elektronsku konfiguraciju u poslednjoj orbitali, kao 1
elektronsku gustinu. Primer za hemijske izostere su amidi 1 estri:

O

Bioloska izosterija (bioizosterija) se odnosi na interakciju izostera u
bioloskoj sredini sa odgovarajuéim receptorima. Obi¢no se u bioizostere
svrstavaju bioloski aktivna jedinjenja koja konkuriSu za isti tip receptora, te
uslovljavaju isti bioloSki odgovor. Bioizosterizam je u medicinskoj hemiji
veoma vazan zbog zadrzavanja bioloskih osobina molekula sa bioizosterama
razli¢ite efektivnosti, sporednih efekata, drugih bioloskih aktivnosti i duZine

delovanja bioizosternih molekula.

Veoma dobar primer bioizostera su estradiol, endogeni estrogeni
hormon, 1 dietilstilbestrol, sinteticki molekul, koji takode ispoljava estrogeni
efekat vezivanjem za estrogeni receptor, kao i estradiol:
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Izosterna 1 bioizosterna zamena su veoma korisne u medicinskoj hemiji
1 Cesto se koriste za pronalaZenje vodeceg jedinjenja, i to zbog povecanja
selektivnosti, smanjivanja sporednih efekata, obi¢no usled smanjivanja
generalne toksicnosti, poboljSanja farmakokinetickih osobina (rastvorljvost,
zasnovana na hidrofilnosti/hidrofobnosti), povecanja  stabilnosti 1
pojednostavljivanja sintetskih puteva (Patrick, 2013; Radulovi¢ i Vladimirov,
2005; Thomas, 2003; Thomas, 2007).

Razvoj i odobravanje leka

Znacaj 1 uloga istrazivaca u razliitim oblastima nauke, kao 1 uloga
razli¢itih metoda i tehnika, predstavljeni su na Slici 3 (Nicolaou, 2014). Sema
procesa razvoja lekova pocCinje patogenezom bolesti, identifikacijom 1
validacijom bioloskog cilja povezanog sa njim, kao 1 identifikacijom
biomarkera koji su neophodni u personalizovanoj medicini. Sledi skrining
velikog broja jedinjenja iz baza (biblioteka) u kombinaciji sa ciljnim
biomolekulima da bi se identifikovala vodeca jedinjenja.



MEDICINSKA HEMIJA STEROIDA U RAZVOJU LEKOVA ZA HORMONSKI ZAVISNE BOLESTI

Slika 3 Oblasti nauke i tipovi istrazivanja u okviru pronalazenja i razvoja lekova
(preradeno iz Nicolaou, 2014).

Nakon toga sledi optimizacija i izbor kandidata za preklinicka, pa
izvodenje preklinickih ispitivanja, koja vode ka identifikaciji kandidata za
klinicka ispitivanja. Alternativno, fenotipski skrining biblioteke jedinjenja u
bioloSkom 1 farmakoloskom ispitivanju celija, tkiva ili celih organizama
mogu da rezultuju identifikacijom vodecih jedinjenja. Slede klinicka
ispitivanja faze I, I 1 IIl, pa, ako budu uspeSna, podnosi se prijava za
odobravanje novog leka odgovarajucoj agenciji. Na Semi su takode navedene
discipline, korisne tehnologije 1 sredstva koja se koriste u procesu otkrica
leka, na putu od patogeneze bolesti do odobravanja nove formulacije (leka).
Ono $§to je najvaznije za postizanje cilja, a to je razvoj novog 1/ili boljeg leka,
jeste bliska saradnja istrazivaca kompetentnih u razli¢itim oblastima nauke,

dopunjavanja i nadgradnja rezultata pojedinacnih istrazivanja.
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HTS tehnologija

Bioloski aktivni mali molekuli otkrivani su pojedina¢nim ispitivanjem,
medutim, trka s vremenom, odnosno bolestima, namece potrebu za mnogo
ve¢om brzinom otkrivanja lekova. Stoga je razvijen veliki broj brzih,
efikasnih 1 pouzdanih testova za preliminarno ispitivanje razli¢itih bioloskih
ili farmakoloskih aktivnosti novosintetisanih molekula in vitro. Danas postoje
1 automatizovani bioloski testovi kojima se ispituje ogroman broj jedinjenja
za kratko vreme, tzv. HTS tehnologija. U mikrotitar plo¢ama sa velikim
brojem bunarcica (i do vise hiljada) inkubira se odgovarajuci bioloski sistem
(protein, ¢elija ili neki drugi model-sistem) sa test supstancama, a detekcija
promene ciljnog molekula bazira se na merenju luminiscencije,
fluorescencije, apsorbance ili, sve rede, radioaktivnosti. Inkubacija bioloskog
sistema 1 ispitivanje delovanja jedinjenja vrsi se u vrlo malim zapreminama,
ceo postupak je automatizovan koriS¢enjem robota, tako da u relativno
kratkom vremenu moZze da se ispita ogroman broj jedinjenja. Za veoma veliki
broj jedinjenja se ispituju razli¢ita bioloska ili farmakoloska svojstva. Cesto
se u poslednje dve decenije pre koriS¢enja HTS testova pristupa odabiru
bioloskog cilja (engl. target) fenotipskim skriningom (Zheng i sar., 2013). Od
jedinjenja koja su pokazala zadovoljavajucu aktivnost odabiraju se vodeca
jedinjenja, sintetiSe veliki broj njihovih analoga (najceS¢e izostera 1
bioizostera, paralelnim sintezama 1 kombinatorijalnom hemijom), zatim
ispituje njihov bioloski ili farmakoloski odgovor na istom ciljnom molekulu,
te odabira kandidat za lek (Slika 4). Sa odabranim jedinjenjima se dalje
sprovode ostala istrazivanja, preklinicka, pa klinicka (Hiiser, 2006).



Identifikacija

ciljnog 1 3 meseca do
miolekul 2 godine
| HTS |
1 ~3 meseca
HTS - High Throughput Screening-
skrining aktivnosti velikog broja Hit-to-Lead
molekula (HtL) 1 6-9 meseci
HtL - Hit-to-Lead — potvrda i evaluacija bioloske New Lead
aktivnosti vodeceg (engl. lead) jedinjenja Optimisation ~ 2 godine
Projects (LO) g
LO (engl. New Lead Optimisation) — sinteza
analoga, odgovarajuce aktivnosti, boljih |:> [ Kandidat ]
osobina, manjih neZeljenih efekata —— zalek
QOdabiranje
kandidata
za lek

Slika 4 Uloga HTS u otkrivanju i razvoju leka i procena trajanja pojedinih faza

Laboratorije sa potrebnom opremom i dovoljno kvalifikovanog osoblja
uglavnom imaju velike farmaceutske kuce, dok se za potrebe naucnika
dostupne manje laboratorije, sa jednostavnijom (i jeftinijom ) opremom, kao 1
ograniceni broj istrazivaca.

Veoma je interesantna cCinjenica da za stvaranje jednog novog
odobrenog leka treba ispitati oko milion jedinjenja, kao 1 Cinjenica da
automatizovanom HTS tehnologijom nove generacije jedna laboratorija moze
da testira milion jedinjenja za manje od mesec dana. Najveci problem je cena
ovih laboratorija - postoje samo u farmaceutskoj industriji, dok su
istrazivacke, odnosno akademske mnogo manje i skromnije. Stoga od sinteze
novih jedinjenja do primene nekog od njih kao terapeutika razvoj traje 1 po
viSe od deset godina (Slika 4, Zheng 1 sar., 2013).

Postavlja se pitanje: Zasto je tako tesko, dugotrajno, mukotrpno i skupo
otkriti 1 formulisati novi lek?! Odgovor je, verovatno, u ogromnom broju
jedinjenja koja mogu da postoje, te u vremenu potrebnom da se sva ispitaju
na sve potencijalne bioloSke mete 1/ili bolesti. Naime, broj mogucih



jedinjenja se teSko moze proceniti, odnosno procene variraju u velikom
opsegu. NajceS¢a procena je da je mogué¢ broj molekula, potencijalnih
lekova, 10%°. Da bi se shvatila veli¢ina toga broja moguéih jedinjenja, moze
se, poredenja radi, uzeti u obzir podatak da je od Velikog praska proSlo
‘samo’ 10!”s. To bi znacilo da je do sada sintetisan i ispitan veoma mali deo
od svih potencijalnih jedinjenja, a da ni najobimnijim istrazivanjima, ¢ak ni
sa in silico odabirom vode¢ih jedinjenja, sva ne mogu biti obuhvacena u jako
dugom periodu... (Valler 1 Green, 2000; Reymond 1 Awale, 2012).



MEDICINSKA HEMIJA STEROIDA

Medicinska hemija steroida obuhvata interdisciplinarna istraZivanja iz
nekoliko oblasti, medusobno veoma povezanih, pa i umrezenih. To su:

- Sinteza steroidnih jedinjenja, bilo totalnom sintezom steroidnog sistema
iz malih polaznih molekula ili modifikacijom prirodnih ili dostupnih
steroida; ovom oblas¢u se bave organski hemicari-sinteticari, koji
molekule dizajniraju na osnovu slicnosti u prisutnim farmakoforama sa
poznatim lekovima ili supstratima enzima, odnosno ligandima receptora,
ili na osnovu poznavanja delova proteina (receptora ili enzima) za koje
bi takav molekul trebalo da se veZe da bi delovao.

- Strukturna karakterizacija sintetisanih jedinjenja, kojom se mogu baviti
hemicari, fiziko-hemicari 1 fizicari;

- Biohemijski i1 bioloski testovi, kojima se ispituje uticaj odabranih
steroida na ciljni molekul, metabolicki put ili model-sistem; ovakve
testove obi¢no dizajniraju 1 izvode biolozi, molekularni biolozi ili
biohemicari.

- Molekularni doking, kojim se dovode u vezu struktura jedinjenja i
proteina (ili dela proteina, obi¢no vezivnog/aktivnog centra enzima ili
dela receptora koji vezuje ligand (engl. ligand-binding domain, LBD). S
obzirom na specificnost molekula 1 kompleksnost interakcija medu
njima, dokingom se mogu baviti svi istrazivaci koji dovoljno vladaju
znanjem iz nekoliko nau¢nih disciplina neophodnim za ovakva studije:

strukturni biolozi, hemicari, biohemicari 1 drugi.

Molekularni doking obuhvata prepoznavanje proteina kao mogucih
meta kljucnih za proces otkrivanja lekova, kao 1 selekciju mogucih testova za
proces otkrivanja 1 razvoja lekova. Ova istrazivacka tehnika takode
omogucava prepoznavanje postoje¢th 1 dizajn novih molekula sa
farmakoforama vaznim za vezivanje za odredene proteinske mete u razli¢itim
patoloskim stanjima. Molekularnim dokingom obuhvadena je moguénost

optimizacije strukture ispitivanih jedinjenja, tj. dizajniranje jedinjenja za koja



se predvidaju dobre bioloske osobine, na osnovu predvidenih (prepoznatih)

farmakofora koje treba da poseduju.

U nekim istrazivackim grupama ili laboratorijama sinteza steroidnih
jedinjenja, strukturna karakterizacija novosintetisanih jedinjenja, ispitivanje
bioloske aktivnosti, molekularni doking i druga istraZivanja podeljena su u
okviru istrazivacke grupe, dok u drugima jedan istraziva¢ moze da izvodi
eksperimente iz razli€itih oblasti, zavisno od znanja, interesovanja i dostupne
opreme. Tako se, na primer, interdisciplinarnost istrazivaca koji se bave
sintezom 1 ispitivanjem bioloSke aktivnosti Cesto naziva bioorganskom
hemijom, dok se molekularnim dokingom 1 sintezom dizajniranih molekula

bave organicari-sinteticari.

Medicinska hemija steroida obuhvata sve postoje¢e klase steroida,
odnosno sintetiSu se steroidi svih klasa koje postoje u prirodi 1 ispituje se
njihova bioloSka 1 farmakoloSka aktivnost. Neke klase endogenih steroida su
viSe zastupljene u medicinskoj hemiji, jer je viSe bolesti 1 problema koje se
razvijaju usled poremecaja njihove biosinteze i/ili delovanja. Tako su, na
primer, u velikoj meri zastupljeni derivati estrogenih, androgenih i
kortikosteroidnih hormona, derivati holesterola 1 Zuc¢nih kiselina (Zeelen,
1997).

U molekulima steroida mogu¢ je veliki broj strukturnih modifikacija,
zahvaljuju¢i osnovnoj strukturi steroidnog skeleta. Steroidni sistem u osnovi
se kod veline jedinjenja i1z ove ogromne familije sastoji od Ccetiri
kondenzovana prstena, i to tri Sestoclana i jednog petoc¢lanog (prstenovi A, B,
C i D, Slika 5), mada neki prirodni steroidi imaju i dodatne prstenove ili
druge strukturne karakteristike. Konformacije ovih prstenova 1 nacini
njihovog povezivanja, kao 1 prisutni supstituenti u razli¢itim polozajima ovog
steroidnog sistema omogucavaju postojanje ogromnog broja jedinjenja.
Medutim, u prirodi ipak postoji odredeni/definitivan broj steroida, 1 to onih
koji imaju neku odredenu ulogu u organizmu u kojem se sintetiSu, ili pak
postoje kao intermedijeri u njihovoj biosintezi ili predstavljaju njihove
metabolite.



Slika 5 Steroidni sistem prstenova sa oznakama prstenova i numeracijom ugljeni-
kovih atoma

Intenzivna istraZivanja u oblasti izolovanja 1 karakterizacije steroida
zapocela su krajem XIX veka 1 bila su u ekspanziji 40-tih godina XX veka,
zajedno sa istrazivanjima u oblasti endokrinologije i medicine (Rasmussen,
2002). Heinrich Wieland i Adolf Windaus dobili su 1927. i 1928. godine
Nobelovu nagradu za otkri¢e strukture holesterola (Windaus), odnosno
deoksiholne kisleine (Wieland). Adolf Butenandt i Leopold Ruzicka su
Nobelovu nagradu 1939. godine dobili za izuzetna otkri¢a u oblasti polnih
homona. Veliki doprinos nauci u ovim istrazivanjima dao je 1 Edward C.
Kendall, koji je 1950. godine dobio Nobelovu nagradu za otkri¢a u oblasti
kortikosteroidnih hormona. Steroidi su nastavili da budu atraktivna 1 aktuelna
oblast istrazivanja, o ¢emu govori ¢itav niz laureata Nobelove nagrade za
hemiju, fiziologiju i medicinu. Konrad Bloch i Feodor Lynen su 1964. godine
takode dobili ovu prestiznu nagradu, 1 to za zna€ajne rezultate u utvrdivanju
mehanizma biosinteze 1 metabolizma holesterola 1 masnih kiselina. Robert B.
Woodward je 1965. godine dobio Nobelovu nagradu za totalnu sintezu
holesterola 1 drugih jedinjenja steroidne ili nesteroidne strukture, dok su Odd
Hassel 1 Derek Barton laureati te nagrade za 1969. godinu za znac¢ajna otkrica
u oblasti konformacione analize organskih molekula, iznedu ostalih i steroida
(Slater, 2000).

Sintezom i transformacijama jednih steroida u druge organski hemicari
bave se odavno. Neki radovi koji se bave transformacijama steroida datiraju



iz 1920-tih godina, dok totalne sinteze steroida datiraju nesto kasnije (Velluz
i sar., 1965). Bachmann 1 saradnici su 1940. godine izveli totalnu sinteza
ekvilenina, prirodnog estrogenog hormona prisutnog u organizmu Zzivotinja.
Od tada je sintetisan ogroman broj steroidnih molekula, kako poznatih, koji
su ranije izolovani iz prirodnih izvora 1 okarakterisani, tako i novih, koji ne
postoje u prirodi ili ranije nisu bili poznati. Tacan broj steroidnih molekula
Cija je struktura poznata se ne zna pouzdano, Sto je u skladu sa ¢injenicom da
se svakodnevno sintetiSu nova jedinjenja ove brojne i Sarolike familije
(Hanson 2005, Hanson 2006, Hanson 2010). Ranije su sinteze novih
jedinjenja uglavnom izvodene sa ciljem proucavanja strukture, reaktivnosti
jedinjenja 1 mehanizama reakcija, dok se danas dosta Cesto jedinjenja
sintetiSu sa ciljem njthove primene — ve¢inom u oblasti razvoja lekova, mada
neka steroidna jedinjenja mogu da budu potencijalno primenljiva i u druge
svrhe, pretezno medicinske. Tako, na primer, neki steroidi mogu da se koriste
u dijagnostici ili kao dopanti holestericima u senzorima, jer im snizavaju
temperaturne opsege faznih prelaza na temperature bliske sobnoj, Sto se
zasniva na njihovoj hiralnosti 1 niskoj tacki topljenja (Shlens i sar., 1975;
Vallamkondu 1 sar., 2018; Obadovi¢ 1 sar., 2000; Obadovi¢ 1 sar., 2001;
Obadovi¢ 1 sar., 2006; Obadovi¢ i sar., 2009; Obadovi¢ i sar., 2011).
Medutim, primena steroida je dosta ograniCena, prvenstveno zbog cene

polaznih jedinjenja.

Postoje pokusaji da se neke klase steroida sveobuhvatnije opiSu i
popisu sa razli€itih stanovista i/ili na osnovu razli¢itih osobina/podela, ali je
veoma teSko to izvesti zbog veoma velikog broja jedinjenja, kao 1 njihove
raznolikosti u strukturi, fizicko-hemijskim karakteristikama, hemijskoj 1
bioloskoj aktivnosti (Singh 1 Panda 2013; Ibrahim-Ouali 2010, Ibrahim-Ouali
2011a, Ibrahim-Ouali 2011b, Penov Gasi 1 sar., 2014, Frank 1 Schneider,
2013, Patel 1 Savjani 2015; Tarkowska 2019; Grbovi¢ i sar., 2019). Osim
toga, sa uvodenjem tehnickih inovacija radovi u nauc¢nim casopisima su
jedinjenjima sintetisanim 1 okarakterisanim ranije, teSko doc¢i. Takode je

teSko do¢i 1 do podataka o jedinjenjima Cija je sinteza i ispitivanje osobina



objavljeno u radovima u nacionalnum casopisima, na jezicima kojima se
govori u drzavama u kojima su ti radovi objavljeni.

Najvise steroida je sintetisano transformacijama prirodnih ili
industrijski dostupnih steroida, dok su totalne sinteze steroida od manjih,
nesterodnih molekula kao polaznih jedinjenja, rede. Modifikovani steroidi su
strukturno slicni prirodnim sterodima, ali je promena stukture, neposredno
povezana sa fizicko-hemijskim karakteristikama jedinjenja, ¢esto povezana i
sa promenom njihove bioloske/farmakoloske aktivnosti. Neki modifikovani
steroidi menjaju aktivnost nekih od enzima ukljucenih u streoidogenezu ili
kancerogenezu, neki kompetituju sa receptorima, a neki prouzrokuju smrt
¢elija kancera, najceS¢e indukovanjem apoptoze ili nekroze. Dizajniranje
modifikovanih steroida moZze biti zasnovano na rezultatima bioloskih testova
prirodnih ili ranije sintetisanih jedinjenja, optimizacijom aktivnog molekula
sintezom serije sli¢nih jedinjenja, sa razli¢itim farmakoforama, izosterama ili
bioizosterama, $to je pra¢eno uporedivanjem strukture i1 aktivnosti jedinjenja
(SAR), ili moZe da bude zasnovano na dizajniranju novih jedinjenja, na
osnovu prepoznatog ciljnog molekula. Strukturna karakterizacija bioloski
aktivnih jedinjenja je naj¢eSce osnova za dizajniranje drugih jedinjenja. U
nastavku ¢e biti predstavljena jedinjenja sintetisana u okviru istrazivacke
grupe PMF u Novom Sadu koja se bavi steroidima, sa osvrtom 1 na neke
rezultate drugih grupa koje se bave slicnom oblas¢u istrazivanja.

Na Slici 6 predstavljeni su neki primeri modifikovanih steroida, mada
se u sintetisanim molekulima najceSc¢e javljaju kombinacije modifikacija.
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Slika 6 Primeri modifikovanih steroida

Istrazivacka grupa na PMF u Novom Sadu bavi se dizajniranjem 1
sintezom novih steroidnih jedinjenja ve¢ vise od 50 godina, $to je zapoceto
pionirskim radovima Miljkovica 1 saradnika 70-ih godina XX veka.
Strukturne modifikacije prirodnih ili dostupnih industrijski sintetisanih
steroida predmet su istraZzivanja velikog broja istrazivaca ove grupe od tada.
Kao polazna jedinjenja u sintetskim putevima koriS¢eni su steroli (Miljkovi¢ 1
sar., 1984; Penov Gasi i sar., 2015), steroidni alkaloidi (Guni¢ 1 sar., 1994;
Penov Gasi i sar., 1996; Penov Gasi i1 sar., 1997), zucne kiseline (Miljkovi¢ 1
sar., 1987b, Stankovi¢ i sar., 1990; Miljkovi¢ 1 sar., 1996; Kuhajda 1 sar.,
1996; Stankovi¢ 1 sar., 1998), kao 1 steroidi androstanske 1 estranske serije
(Stefanovi¢ 1 sar., 1966; Stefanovi¢ i1 sar., 1970; Miljkovi¢ 1 sar., 1973;
Miljkovi¢ 1 sar., 1977; Miljkovi¢ 1 sar., 1978; Gasi i sar., 1983; Miljkovi¢ 1
sar., 1987ba, Petrovi¢ 1 sar., 1990; Pejanovi¢ 1 sar., 1995; Miljkovié 1 sar.,



1997; Penov Gasi i sar., 1998; Pejanovic i sar., 1999; Jovanovié-Santa i sar.,
1999; Petrovié i sar., 2001, Jovanovi¢-Santa i sar., 2002; Penov Gasi i sar.,
2003; Petrovi¢ i sar., 2004, Jovanovié-Santa i sar., 2005). Narocito je veliki
broj androstanskih i estranskih steroida sintetisan u svrhu ispitivanja bioloske
1 farmakoloSke aktivnosti u biomedicinske svrhe. O bioloSkoj aktivnosti
nekih od njih bice reci u daljem tekstu.

Hemijom voden razvoj lekova za lecenje obolelih od hormonski
zavisnih bolesti

Sva jedinjenja, pa i steroidi svih klasa, prirodni ili sinteticki, mogu se, u
principu, podvréi ispitivanju razliCitih bioloskih 1 farmakoloSkih osobina, s
tim da se u tzv. hemijom vodenom otkrivanju lekova za pojedina jedinjenja
ili klase jedinjenja po pravilu ispituju efekti, pretpostavljeni na osnovu
strukturne sli¢nosti datih molekula sa supstratima ili ligandima proteina—
ciljeva u razvoju lekova (receptora steroidnith hormona ili enzima
steroidogeneze) za specificne bolesti ili na osnovu strukturne sli¢nosti sa
postoje¢im lekovima, koji se koriste u klinickoj praksi ili molekulima u nekoj

od poodmaklih faza u razvoju lekova.

Sema steroidogeneze, steroidni intermedijeri i steroidni polni hormoni
predstavljeni su na Slici 7. Progesteron, nastao iz holesterola skrac¢ivanjem
bocnog niza u poloZaju 17, supstrat je enzimu iz porodice citohroma P450,
enzimu CYP17 (17a-hidroksilaza/17,20-lijaza) 1 prekursor androstendiona,
koji delovanjem izoenzima 3 17f-hidroksisteroiddehidrogenaze (17pHSD?3)
daje androgeni hormon testosteron. Androstendion 1 testosteron
demetilovanjem C-19, praenim aromatizacijom A prstena delovanjem
enzima CYP19 (aromataze) konvertuju se u odgovarajuée estrogene
hormone, estron, odnosno estradiol. Delovanjem enzima Sa-reduktaza
testosteron se prevodi u androgeni hormon, dihidrotestosteron (DHT), koji je
tri puta potentniji od testosterona. Dostupnost aktivnih oblika androgenih 1
estrogenih hormona reguliSe se delovanjem razli€itih izoformi 17BHSD.

Za svaku klasu steroidnih hormona postoje specificni receptori u
ciljnim tkivima tih hormona. Progesteron deluje na ciljne celije preko



progesteronskog receptora (PR), estrogeni hormoni, estradiol i1 estron,
ispoljavaju efekat vezivanjem za estrogene receptore (ER), dok androgeni

hormoni, testosteron 1 dihidrotestosteron, deluju preko androgenog receptora
(AR).

progesteron androstendion testosteron

dihidrotestosteron

l CYP19 (aromataza) l

0O OH

17BHSD 1

EE— .
-

17BHSD 2
HO

estron estradiol

Slika 7 Strukture steroidnih polnih hormona i enzimi koji uc¢estvuju i njihovoj
biosin-tezi 1 interkonverzijama

Za C-18 steroidna jedinjenja, koja su po strukturi estranski derivati,
zapravo, najceS¢e derivati 1,3,5(10)-estratriena, obic¢no se ispituju sledece
bioloske i1 farmakoloske aktivnosti (Miller i Auchus, 2011; Jordan i Furr,
2009; Avendano 1 Menendez, 2008; Ottow 1 Weinmann, 2008):

- In vitro 1ispitivanje sposobnosti jedinjenja da se veZu za estrogene
receptore (a 1/ili B izoformu estrogenog receptora), ¢ime bi se smanjila
mogucnost delovanja endogenog estradiola (E2);

- In vivo 1ispitivanje estrogene 1 antiestrogene aktivnosti, najceSce
uterotrofnom metodom na eksperimentalnim Zivotinjama ili na nekoj
estrogen-zavisnoj Celijskoj liniji kao model-sistemu; potencijalna
primena aktivnih jedinjenja bila bi kao estrogena u terapiji hormonske
dopune ili kao antiestrogena u terapiji stanja i bolesti prouzrokovanih
hiperprodukcijom estradiola;



In vitro ispitivanje sposobnosti da inhibiraju ili aktiviraju neki od
izoenzima 17B-hidroksisteroiddehidrogenaze (17B-HSD), pri cemu
inhibiranje 17B8-HSD1 vodi smanjenju produkcije E2, pa je takvo
jedinjenje potencijalni kandidat za lek za endometriozu ili ER+ kancer
dojke ili drugih Zenskih reproduktivnih tkiva, dok inhibiranje 173-HSD2
dovodi do povecanja produkcije E2, Sto bi ukazivalo na jedinjenje koje je
potencijalni kandidat za lek za leCenje stanja ili bolesti prouzrokovanih
deficitom estradiola (npr. osteoporoze);

In vivo ispitivanja radi utvrdivanja bioloskih i fizioloskih efekata na tkiva
koja ne ucestvuju u reprodukciji (npr. na kosti 1 krvne sudove).

Za C-19 steroide, koji su po strukturi derivati androstana ili androstena

(A4 ili AS androstena), najc¢eSce se ispituju sledece bioloske 1 farmakoloske
aktivnostt (Miller 1 Auchus, 2011; Jordan 1 Furr, 2009; Avendano 1
Menendez, 2008; Ottow 1 Weinmann, 2008; Furr, 2006):

In vitro ispitivanje sposobnosti da se vezu za androgeni receptor (AR),
¢ime bi se smanjila mogucénost delovanja endogenog testosterona (T),
dok bi primena ovih jedinjenja bila u slucaju hiperprodukcije T u

organizmu,

In vitro ispitivanje sposobnosti da menjaju aktivnost nekog od izoenzima
17B-HSD; tako, na primer, inhibiranje 178-HSD3 dovodi do smanjenja
produkcije T, §to takvo jedinjenje €ini potencijalnim kandidatom za lek
za AR+ tipove kancera;

In vitro ispitivanje sposobnosti vezivanja i inhibiranja CYP17A1 enzima

(17-hidroksilaze/17,20-1jjaze), Sto bi vodilo smanjenju biosinteze svih
polnih steroidnih hormona, pa i T, tako da bi jedinjenje ovakvog efekta
moglo biti potencijalni kandidat za lek za le¢enje AR+ tipova kancera;

In vitro ispitivanje sposobnosti vezivanja i inhibiranja Sa-reduktaze, Sto
bi vodilo smanjenju biosinteze dihidrotestosterona, androgenog hormona
potentnijeg od T, Sto bi na jedinjenje ovih osobina ukazalo kao na
potencijalnog kandidata za lek za le¢enje AR+ tipova kancera;



- In vitro ispitivanje sposobnosti vezivanja 1 inhibiranja CYP19
(aromataze), pri ¢emu jedinjenje koje izaziva smanjenje biosinteze E2
moze da se smatra potencijalnim kandidatom za lek za ER+ tipove
kancera Zenskih reproduktivnih tkiva;

- In vivo ispitivanja radi utvrdivanja anaboli¢kih 1 androgenih efekata,
zavisno od planirane primene androstanskih steroida.

Biomedicinski potencijal estranskih derivata

Estranski derivati koji pokazuju antiestrogenu aktivnost
i uticu na aktivnost aromataze

Jedinjenja koja se vezuju za estrogeni receptor mogu da ispolje efekat
slican efektu estradiola — hormonski/estrogeni efekat, ili da ne ispolje taj
agonisticki efekat, ali da svojim vezivanjem sprece estradiol da se veze 1
izazove fizioloski efekat; u tom slucaju se takva jedinjenja nazivaju
antihormonima 1ili antiestrogenima. Nekim in vitro testovima moze da se
detektuje 1 izmeri vezivanje jedinjenja za estrogeni receptor, dok se in vivo
testovima na eksperimentalnim Zivotinjama moze izmeriti efekat (estrogeni
ili antiestrogeni) datog jedinjenja ispoljen nakon vezivanja za estrogeni
receptor.

Uterotrofnom metodom (Emmens, 1950; Wakeling 1 sar., 1984)
ispitivan je estrogeni i1 antiestrogeni potencijal mnogih jedinjenja sintetisanih
u nasoj laboratoriji, polaze¢i od estadiola ili estrona. Estranski derivati imaju
modifikovan— supstituisan ili raskinut— D prsten (tzv. D-sekoestranski
derivati) 1/ili modifikacije na drugim prstenovima steroidnog jezgra. Promena
originalne strukture ili celovitosti D prstena u slucaju nekih jedinjenja dovela
je do gubitka estrogene aktivnosti, dok su neki steroidi delovali kao
antisterogeni (Petrovi¢ 1 sar., 1990; Petrovi¢ 1 sar., 1998; Sakac 1 sar., 2007).
U Tabeli 1 navedene su strukture nekih od D-modifikovanih estranskih
derivata, Cije su estrogene i antiestrogene aktivnosti ispitivane medu prvima,
a dobijeni rezultati su ukazali na pravce daljih modifikacija prilikom sinteze
novih jedinjenja, kao i na pravce mogucih ispitivanja bioloSke aktivnosti.
Estrogeni efekat su uglavnom ispoljila jedinjenja koja su u organizmu mogla



da podlegnu delovanju hidrolitickih enzima, ¢ime bi nastali analozi prirodnih
estrogenih hormona, tj. jedinjenja aromaticnog A prstena, od kojih neka sa
proSirenom konjugacijom, a o€uvanim D prstenom (Sakac 1 sar., 2005b). S
druge strane, jedinjenja kojima je izmenjen D prsten pokazala su malu
estrogenu aktivnost ili je ona potpuno izostala (Sakac 1 sar., 2005a), dok su
antiestrogenu aktivnost ispoljili u opsegu 30 - 40%, odnosno oko dva puta
manju u odnosu na tamoksifen (Tabela 1).

Tabela 1 Estrogeni i1 antiestrogeni efekat odabranih D-seko i1 D-supstituisanih
estranskih derivata i1 tamoksifena, izmeren uterotrofnom metodom*

Estrogena Antiestrogena
Struktura jedinjenja
aktivnost (%) aktivnost (%)
e
'\“C:O
C=N -4 37,6
HO
(Sakac 1 sar., 2005a)
T
~wCH—OH
C=N - 29,0
HO
(Sakac 1 sar., 2005a)
T
w\\ C H - O H
CHy-NH, -9,7 38,1
HO
(Sakac 1 sar., 2005a)




Struktura jedinjenja

Estrogena

aktivnost (%)

Antiestrogena

aktivnost (%)

0
O—C—CH,CH,

6 -
O
H3CHZC—g—O
O
(Sakac 1 sar., 2005b)
0
O—C—CH,CHj
00” 26,36 48,97
HO
OH
(Sakac 1 sar., 2005b)
I
O—C—CH,CH,4
" 75,70 -
g
HsCH,C—C—0
OH
(Sakac 1 sar., 2005b)
Tamoksifen (Sakac 1 sar., 2007) 39,8 62,4

* Nezrele zenke pacova (stare 21 dan) tretirane su estradiolom, ispitivanim jedinjenjima ili
kombinacijom estradiola i ispitivanih jedinjenja u koncentraciji jedinjenja 5 mg/kg telesne
mase zivotinje, nakon ¢ega su poredene mase uterusa zivotinja tretiranih razli¢itim agensima;

’-> Nije testirano

Pored tamoksifena, koji ispoljava 1 estrogenu 1 antiestrogenu aktivnost,

razvijeni su 1 tzv. Cisti antiestrogeni, koji su steroidne strukture, tj. derivati

estradiola sa supstituentima u poloZzaju 7a ili 11PB. Najve¢i antiestrogeni




efekat na eksperimentalnim Zzivotinjama ili ¢elijskim linijama ispoljila su
jedinjenja ICI 182780 (Bowler i sar., 1989; Jin 1 sar., 1995) i RU 58688
(Teutsch 1 sar., 1988) (Slika 8).
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Slika 8 Struktura parcijalnog antiestrogena tamoksifena 1 €istih
antiestrogena ICI 182780 1 RU 58688

F
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RU 58688

D-Sekoestranski derivati sa aldehidnim, alkoholnim, tozilatnim 1li
halogenim supstituentima u polozaju 17 (Slika 9) su se sa razliitim
afinitetom vezivali za estrogene receptore izolovane iz tkiva uterusa pacova.
Najbolje su se vezivali D-seko bromid 1 jodid sa slobodnom OH grupom u
poloZaju 3: Kd kompleksa E2-ER bio je u prisustvu ovih jedinjenja mnogo
veci (10,4, odnosno 6,78 nM, redom), nego bez prisustva kompetitora (2,61 £
0.74 nM). D-Seko bromid 1 D-seko fluorid sa benziletarskom funkcijom u
poloZaju 3 su takode povecali vrednost Kd za kompleks E2-ER (6,87,
odnosno 6,33 nM, redom). Ostala jedinjenja su se vezivala u manjoj meri,
zavisno od strukture. Ova jedinjenja su formirala komplekse razlicite
stabilnosti sa estrogenim receptorom, na hladno ili na sobnoj temperaturi.
Kompleksi su se translocirali u jedro razliCitim brzinama i vezivali se sa



razli¢itim afinitetima za DNK (Jovanovié-Santa 2000; Jovanovié¢-Santa i sar.,
2006), pri cemu formiranje kompleksa, translociranje u jedro i vezivanje za
DNK nisu uvek bili u srazmeri sa afinitetom vezivanja za receptor.
R1=HiliBn
CHO CH;-R; R,=OH, Ts, F, CI, Br, |

C=N C=N
Bn = H2C

R,0O R,O
Sekocijanoldehid Sekocijanoalkohol, tozilat i halogenidi 1S = O2SOCH3

Slika 9 Struktura sekocijanoaldehida, sekocijanoalkohola, tozilata i halogenida
estranske serije sa slobodnom ili benzilovanom hidroksilnom grupom u polozaju 3

Jedinjenja koja su se u in vitro uslovima dobro vezivala za estrogene
receptore, u testovima in vivo izazvala su antiestrogeni efekat: za receptore se
najbolje vezivao sekocijano bromid, dok su najbolji antiestrogeni efekat
ispoljili sekocijano bromid 1 sekocijano hlorid sa slobodnom fenolnom
grupom u polozaju 3 i sekocijano alkohol sa 3-benzil-etarskom funkcijom,
kod kojih je uterotrofnim testovima in vivo izmerena antiestrogena aktivnost
preko 30% pri primeni koncentracije od 5 mg/kg telesne mase zivotinja
(Jovanovié—ganta 2000; Jovanovié¢-Santa i sar., 2000, Jovanovié-Santa i sar.,
2003, Jovanovié-Santa i sar., 2006). Ni jedno od ispitivanih jedinjenja nije
ispoljilo estrogenu aktivnost, Sto je jako znacajno u razvoju antihormonskih
lekova.

S obzirom na visoki potencijal D-seko-estranskih jedinjenja za
vezivanje za receptor i, s tim u vezi, ispoljavanje antihormonske aktivnosti,
sintetisana su 1 ispitana 1 druga jedinjenja tog tipa, tj. narusenog integriteta D
prstena, od kojih su neka pokazala znacajnu antiestrogenu aktivnost. Tako su
D-seko-estranski derivati sa nitrilnom funkcijom u polozaju 15, 17-
hemisukcinat i1 17-hemiglutarat (Slika 10), pokazali potpuni izostanak
estrogene aktivnosti, dok je hemisukcinat sa slobodnom OH grupom ispoljio
antithormonsku aktivnost od ¢ak preko 40%.
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Slika 10 Struktura sekocijanohemisukcinata i hemiglutarata estranske serije sa slo-
bodnom ili benzilovanom hidroksilnom grupom u polozaju 3

Dobrim inhibitorima aromataze su se pokazali derivati androstana.
Medutim, imaju¢i u vidu strukturne sli¢nosti sa fizioloSkim proizvodima
delovanja ovog enzima, kao 1 moguc¢nost za metabolicku inhibiciju krajnjim
proizvodom, ipak je ispitivano vezivanje nekih jedinjenja estranske serije za
ovaj enzim, kao i efekat na njegovu aktivnost. Oba navedena hemiglutaratna
derivata, sa slobodnom 3-OH grupom ili sa benziletarskom funkcijom u
polozaju 3, pokazala su izuzetno znacajan inhibitorni efekat na aromatazu iz
mitohondrijalne frakcije ovarijjuma: ¢ak 67%, odnosno 88%, redom, u
eksperimentu u kojem je test-koncentracija jedinjenja bila 50 uM.
Benziletarski derivat je ispoljio veci efekat, verovatno zbog boljeg vezivanja
za hidrofobno mesto u aktivnom centru enzima, te sukcesivnog nastajanja 3-
hidroksi derivata tokom eksperimenta, Sto je u skladu sa Cinjenicom da u
ekstraktima tkiva postoje aktivni enzimi, u ovom slucaju eteraze (Jovanovi¢-
Santa 2010; Jovanovi¢-Santa i sar., 201 1).

D-sekoestranska jedinjenja koja nemaju nitrilnu funkciju, nego su po
strukturi 16,17-seko-dioli (Slika 11), ispoljila su potpuni gubitak estrogene
aktivnosti, zna€ajan antiestrogeni efekat 1 aktivatorski efekat na aromatazu. S
obzirom na to da je predmet istrazivanja medicinske hemije obi¢no dizajn
inhibitora nekih enzima, ovakav rezultat moZze da dovede u nedoumicu znacaj
i vrednost rezultata. Medutim, u stanjima i bolestima nastalim usled smanjene
produkcije estradiola, kao Sto su osteomalacija, osteoporoza i neplodnost
zene, stimulacija enzima aromataze bi mogla biti od velikog znacaja
(Jovanovié-Santa 2010; Jovanovié-Santa i sar., 2015).
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Slika 11 Struktura 16,17-sekoestranskih 16,17-diola sa hidroksilnom, odnosno
benziletarskom funkcijom u polozaju 3

Poredenjem strukture nekih bioaktivnih jedinjenja 1 efekata u in vivo
i/ili in vitro uslovima se moze uociti nitrilna funkcija kao znacajna

farmakofora (Fleming i sar., 2010).

Estranski derivati koji inhibiraju izoenzime
17p-hidroksisteroiddehidrogenaze (175-HSD)

Danas se mnogo paznje pridaje moguénosti usmeravanja konverzije
aktivnih hormona u manje aktivne analoge, ili obrnuto, zavisno od patologije.
Tako inhibitori ili aktivatori 17B-HSD ili nekog drugog enzima
steroidogeneze mogu da povecaju ili smanje koncentraciju aktivne forme
hormona u organizmu, $§to moze da ima veliki klinicki znacaj (LaniSnik
Rizner, 2013). In vitro ispitivanja sposobnosti estranskih derivata da
inhibiraju ili aktiviraju neki od izoenzima 17B3-HSD izvodena su sa enzimima
izolovanim iz humanih ili animalnih tkiva. S obzirom na ¢injenicu da 17f-
HSDI1 prevodi estron u mnogo potentniji estradiol, dok 178-HSD2 katalizuje
obrnuti proces (Slika 7), jedinjenja koja inhibiraju izoenzim 2 omogucavaju
povecanje koncentracije estradiola u tkivima, $to je veoma korisno u stanjima
ili bolestima prouzrokovanim niskim nivoom estradiola, kao Sto su
osteopenija, osteoporoza 1 sterilitet Zena. Tako su submikromolarne
koncentracije 17-saliciloiloksi derivata estradiola izazvale znacajnu inhibiciju
178-HSD2 (ICso = 0,59 uM). 17-Saliciloiloksi derivat nortestosterona
ispoljio je neSto slabiji efekat (ICso = 13 puM), dok je efekat 16,17-
sekoestronskog 17-saliciloiloksi derivata bio veoma slab (Klisuri¢ 1 sar.,
2016; Tabela 2). S druge strane, jedinjenja estranske serije sa oCuvanim D
prstenom 1 17-keto funkcijom 1 sa dugim supstituentima sa karboksilnom ili
nitrilnom funkcijom u poloZaju 15 inhibirala su u znac¢ajnoj meri 178-HSD1



u prisustvu NADH kao kofaktora, sa submikromolarnim ICsg
koncentracijama (Herman i sar., 2019). Takode su se jedinjenja sa oCuvanom
estranskom strukturom 1 aromati¢nim supstituentima u polozaju 2 pokazala
dobrim inhibitorima 178-HSD1, S§to bi potencijalno moglo da ima primenu u
razvoju lekova za tretman estrogen-zavisnith  bolesti izazvanim
hiperprodukcijom estradiola. Jedno od ispitivanih jedinjenja takvih
karakteristika navedeno je u tabeli 2 (Bacsa i sar., 2017). Testovima na
¢elijskoj liniji T-47D kancera dojke utvrdeno je da derivat estradiola sa
etilenbromidnom funkcijom na C-3 umesto hidroksilne grupe 1
karbamoilbenzilnim supstituentom na C-16 u velikoj meri inhibira 17f3-
HSDI1, 1 to mnogo viSe nego jedinjenja sa drugim funkcijama na C-3
(Lespérance 1 sar., 2018).



Tabela 2 Inhibicija izoenzima 17B-hidroksisteroiddehidrogenaze (17p-HSD)
estranskim derivatima* Efikasnost inhibicije izraZena je kao procenat (%) aktivnosti
enzima u prisustvu 50 pM ispitivanog jedinjenja u odnosu na kontrolu (100%) 1/ili
kao ICso vrednost ispitivanih jedinjenja;

Inhibicija aktivnosti 17HSD

Struktura jedinjenja 17BHSD1 17BHSD2 17BHSD3
% aktivnosti u odnosu na kontrolu
[1Cso, WM]
O
O HO 4,3
> [0,59] 95

HO
(Klisuri¢ 1 sar., 2016)

O HO

O
: 53
CN
56 (51] 83
BnO

(Klisuri¢ i sar., 2016)

O

76 [13] NI

(Klisuri¢ i sar., 2016)

O
i

H2C—‘O
(Herman 1 sar., 2019)




Inhibicija aktivnosti 17BHSD

Struktura jedinjenja 17BHSD1 17BHSD2 17BHSD3
% aktivnosti u odnosu na kontrolu
[ICso, uM]
O
[0,56] NI NI
O
H,C—O {_CN
(Herman i sar., 2019)
Cs
C [0,23] NI NI

HO
(Bacsa i sar., 2017)

BercHzc

(Lespérance i sar., 2018)

[0,05] - -

*PreciS¢en homogenat humane placente (17B-HSD1), mikrozom jetre zenki pacova (17f-
HSD?2) ili testisa pacova (17B-HSD3) (osim karbamoilbenzilnog derivata, koji je testiran na
T-47D ¢elijama kancera dojke) inkubirani su u prisustvu C'#-obelezenih steroidnih supstrata

1 odgovarajuc¢ih koenzima, u prisustvu i odsustvu estranskih derivata. Po zavrSetku reakcije

produkti reakcije detektovani su tankoslojnom hromatografijom. NI - nema inhibicije;

nije testirano

b



Biomedicinski potencijal androstanskih derivata

Androstanski derivati kao inhibitori aromataze (CYP19)
S obzirom na strukturnu slicnost sa prirodnim supstratom aromataze,

jedinjenja koja u osnovi imaju androstanski, androst-4-enski ili androst-5-
enski sistem dobri su kandidati za inhibitore ovoga enzima, te je stoga
opravdano ispitivanje antiaromatazne aktivnosti modifikovanih C 19 steroida
ovih klasa. Veliki broj strukturno vrlo sli¢nih jedinjenja androstanske serije
pokazuje efekat smanjivanja aktivnosti aromataze. Slobodna hidroksilna ili
keto grupa u polozaju 3 najcesce ucestvuju u vezivanju za enzim, dok efekat
jedinjenja obicno potic¢e od supstituenata ili modifikacija na D prstenu. Tako
postoji Citava serija D-modifikovanih androstanskih derivata, koji inhibiraju
aromatazu. Neka od njih navedena su u Tabeli 3. ProSirivanje D prstena u
SestoClani D-homo laktonski prsten dovodi do toga da ova jedinjenja
zna¢ajno smanjuju aktivnost aromataze. Jedinjenja sa metil, fenil ili benzil
grupom u polozaju 17aa ispoljavaju veci efekat od nesupstituisanih analoga.
Interesantno je takode da viSestruke nezasi¢ene veze smanjuju aktivnost
jedinjenja u odnosu na mononezasi¢eni androst-4-enski sistem (Penov Gasi i
sar., 2005a, Penov Gasi 1 sar., 2005b).

Jedinjenja sa atomom azota u strukturi su Cesto bioloski aktivnija od
svojih C- ili O-analoga. Androstanski derivati koji u polozaju 17 imaju
supstituente koji sadrze atom azota cesto ispoljavaju biolosku ili
farmakolosku aktivnost. Aromatazu su inhibirali mnogi androstanski derivati
sa piridinskim supstituentom u polozaju 17. Tako postoji Citava serija
jedinjenja sa piridinskom funkcijom na C-17, vezanom za steroidno jezgro
preko metilenskog ili metenil mosta (’linkera’) — to su 17a-pikolil, odnosno
17-pikolinilidenski derivati (Penov Gasi i sar., 2003; Penov Gasi i sar., 2007;
Djurendi¢ i sar., 2008; Djurendi¢ i sar., 2009), koji inhibiraju aromatazu, a od
kojih su neki navedeni u Tabeli 3.

Razli¢ite druge modifikacije, kao Sto je, na primer otvaranje D prstena,
te formiranje D-sekoandrostanskih jedinjenja, mogu znacajno da uti¢u na
aktivnost tih jedinjenja u smislu inhibiranja aromataze. Jedinjenja sa 4-en-3-
onskim sistemom su po pravilu aktivnija od 5-en-3-olskih ili analoga sa



proSirenom desaturacijom (dienski ili trienski A/B sistemi), dok se u polozaju
17 mogu na¢i atomi halogenih elemenata ili neki drugi supstituenti (Penov
Gasi i sar., 2001; Penov Gasi 1 sar., 2003; Sakac 1 sar., 2008).

D-homolaktonski  androstanski  derivati su strukturni analozi
testolaktona. Neka D-modifikovana jedinjenja sa A/B sistemom sli¢nim
onom kod formestana, egzemestana ili testolaktona, inhibitora aromataze koji
se koristi u terapiji estrogen-zavisnog karcinoma dojke (Pérez 1 sar., 1994),
veoma efikasno su inhibirali aromatazu, slicno kao formestan ili
aminoglutetimid, nesteroidni inhibitor aromataze ranije generacije (Sakac i
sar., 2008; Djurendic¢ 1 sar., 2008) (Slika 12).

O 0
O o)
OH

Formestan Egzemestan
O H (@]
o) HoN
Testolakton Aminoglutetimid

Slika 12 Struktura odabranih potentnih inhibitora aromataze



Tabela 3 Inhibitorni potencijal androstanskih derivata na aktivnost aromataze
(CYP19)*; Rezultati su prikazani kao procenat (%) inhibicije u odnosu na kontrolu u
prisustvu 1 uM ispitivanog jedinjenja ili kao ICso vrednost ispitivanih jedinjenja.

Inhibicija aktivnosti aromataze

Struktura jedinjenja % inhibicije u odnosu na ICso
kontrolu [UM]
H CHj
@)
0 89 0,252

HO
(Penov Gasi i sar., 2005a)

O
O 49 0,702
HO

(Penov Gasi i sar., 2005a)

H CcH;,
O 71
o 0,287
o)

(Penov Gasi i sar., 2005a)

H CH3
| @)
Q'igj'ik/go 68 0,397
O

(Penov Gasi i sar., 2005a)




Struktura jedinjenja

Inhibicija aktivnosti aromataze

RO

% inhibicije u odnosu na ICso
kontrolu [uM]
@)
@) 85 0,277
@)
(Penov Gasi i sar., 2005a)
65 -
O
(Djurendic¢ i sar., 2009)
65 -
OH
(Djurendi¢ 1 sar., 2009)
X
CN > 100%*
X=F, Cl, Brili | -

R=OH ili CH3CO

(Penov Gasi 1 sar., 2003)




Inhibicija aktivnosti aromataze

Struktura jedinjenja % inhibicije u odnosu na ICso
kontrolu [uM]

@)
CN ] 0,42

O
(Penov Gasi i sar., 2001)

Aminoglutetimid - 0.14

Formestan > 100 -

*Inhibitorni potencijal na aktivnost CYP19 ispitivan je u denukleiranoj frakciji ovarijuma
zenki pacova, prethodno tretiranih sa PMSG (gonadotropin iz seruma Zdrebne kobile; engl.
Pregnant mare serum gonadotropin); ** jedinjenje primenjeno u koncentraciji od 5 uM

Androstanski derivati kao inhibitori 17a-hidroksilaze/17,20-lijaze (CYP17A41)

Modifikovana jedinjenja androstanske serije koja imaju A/B sistem
prstenova sli¢an prirodnim supstratima enzima steroidogeneze mogu da se,
zahvaljujuci toj slicnosti, vezu za neki od enzima, ¢ime izazivaju promenu
njithove aktivnosti, 1 to najeS€e smanjenje aktivnosti - inhibiraju ih.
Najaktivniji 1 sa najviSe poodmaklim preklinickim 1 klini¢kim ispitivanjima,
kao 1 terapijskom primenom, su derivati sa supstituentima na D prstenu, koji
u strukturi imaju bar jedan atom azota. Tako su abirateron i galeteron (Yin 1
Hu, 2014) (Tabela 4) izuzetno efektivni inhibitori CYP17A1 enzima, pa se
ve¢ godinama koriste u terapiji kancera prostate. S obzirom na ¢injenicu da
su supstituenti sa azotom prepoznati kao vazne farmakofore, do sada je
sintetisan veliki broj steroidnih jedinjenja sa atomom azota u vidu razlic¢itih
supstituenata. Citava serija 17a-pikolil ili 17-pikolinilidenskih derivata
androstanske serije je sintetisana, a neka od tih jedinjenja su u manjoj ili
vecoj meri inhibirala ovaj enzim (Penov Gasi i sar., 2003; Penov Gasi 1 sar.,
2007).



Tabela 4 Efikasnost inhibicije 17a-hidroksilaze/17,20-lijaze (CYP17Al)
17-supstituisanim androstanskim derivatima, izrazena kao procenat (%) aktivnosti
enzima u prisustvu 50 pM ispitivanog jedinjenja u odnosu na kontrolu (100%) 1/ili
ICso vrednostima ispitivanih jedinjenja (Szabd 1 sar., 2015).

Inhibicija 17a- Inhibicija
hidroksilazne Ci720-lijazne
Struktura i naziv jedinjenja aktivnosti aktivnosti
% aktivnosti u odnosu na kontrolu
[1Cs0, uM]
CH2 \ /
N
95 NI
17(1 pikolil-androst- 5-en 3[3 17[3 d101
C H,
\ /
90 66
170( pikolil -androst- 4 -en-3f3, 17B diol
CH2
\ /
87 73
1 7B-hydroxy- 17a- pikolil -androst-4-en-3-
on
/N
45
8] 8.2]
O
17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-33-ol




Inhibicija 17a- Inhibicija
hidroksilazne Ci7,20-lijazne
Struktura i naziv jedinjenja aktivnosti aktivnosti
% aktivnosti u odnosu na kontrolu
[ICSO, “‘M]
/ N
48 23
[48] [14]
HO
17(E)- pikoliniliden -androst-4-en-3[3-
ol
/N
[5.9] 2]
@)
17(E)- pikoliniliden -androst-4-en-3-on
NN
/
—
0,034] [0,0125]
HO
Abirateron

NI - nema inhibicije

Interesantno je da su 17-pikolinilidenski derivati mnogo efektivniji u
inhibiranju CYP17A1 enzima u odnosu na njthove 17a-pikolil analoge, Sto se
najverovatnije moze objasniti Cinjenicom da je struktura ovih jedinjenja u
velikoj meri slicna abirateronu, narocito u delu molekula koji odgovara D
prstenu; u slucaju 17-pikolinilidenskih derivata D prsten 1 supstituent u



polozaju 17 imaju rigidnu strukturu. Najpotentniji u inhibiciji obe aktivnosti
bifunkcionalnog CYP17A1 enzima, i 17-hidroksilazne i 17,20-lijazne, bio je
17-pikoliniliden koji ima 4-en-3-onski sistem, karakteristican za fizioloSki
supstrat ovoga enzima, progesteron, dok je A/B strukturni analog drugog
fizioloSkog supstrata ovog enzima, pregnenolona, bio mnogo manje aktivan
(Tabela 4) (Szabd 1 sar., 2015).

Androstanski derivati kao inhibitori izoenzima
1 7p-hidroksisteroiddehidrogenaze (17pHSD)

Jedinjenja androstanske serije sa razli¢itim modifikacijama pokazuju
efekat inhibicije nekih izoenzima 17B-HSD. Najces¢e se radi o D-
modifikovanim ili D-supstituisanim jedinjenjima (Penov Gasi i sar., 2003;
Penov Gasi 1 sar., 2007). Tako 17a-pikoliniliden 16-amin androst-5-ena
inhibira izoenzim 17B-HSD2 u visokom procentu (Penov Gasi i sar., 2003)
(Tabela 5). Androstanski estri salicilne kiseline sa saliciloiloksi grupom u
razli¢itom polozaju pokazali su inhibiciju 17B-HSD2 u razli¢itom stepenu.
Najpotentniji inhibitori bili su androst-5-enski derivat sa saliciloiloksi
grupom u poloZaju 3, kao 1 2-metoksibenzoil 1 saliciloiloksi estar androstana
(Tabela 5) (Klisuri¢ 1 sar., 2016). Inhibiranjem ovog izoenzima postize se
dugoro¢no visa koncentracija aktivnog androgenog hormona, testosterona, u
krvi, §to je vazno u stanjima 1 bolestima smanjene produkcije ovog hormona.
S druge strane, inhibicijom izoenzima 3, koji ima dejstvo suprotno dejstvu
izoenzima 2, smanjuje se koncentracija aktivnog hormona, §to je koristan
efekat u tretmanu androgen zavisnog kancera. Postoji Citav niz potentnih
inhibitora 17B-HSD3, ali ih jo§ uvek nema u klini¢koj primeni. Tako
jedinjenje sa supstituisanim piperazinskim prstenom u polozaju 3 pokazuje
izuzetno jaku inhibiciju 17B-HSD3 u mikrozomima testisa pacova, dok
njegovi analozi sa razli¢itim modifikacijama D prstena pokazuju manju
aktivnost (Cortés-Benitez 1 sar., 2019). S obzirom na c¢injenicu da se
jedinjenja testiraju u razli¢itim koncentracijama 1 razli¢itim metodama,
njihova potentnost se ne moze uvek uporediti.



Tabela 5 Efikasnost inhibicije izonzima 17B-hidroksisteroiddehidrogenaze (17f-
HSD) androstanskim derivatima*, izrazena kao procenat (%) aktivnosti enzima u
prisustvu 50 uM ispitivanog jedinjenja u odnosu na kontrolu (100%) 1/ili kao 1Cso

vrednost ispitivanih

Inhibicija Inhibicija
aktivnosti aktivnosti
Struktura jedinjenja 17BHSD3 17pHSD2
% aktivnosti u odnosu na kontrolu
[1Cs0, uM]
O N~ |
A
i 23
NH,
HO
(Penov Gasi i sar., 2003)
OH
OH O ] [1,83]
O
(Klisuri¢ 1 sar., 2016)
O
O HO . 74
HO
(Klisuri¢ i sar., 2016)




Inhibicija Inhibicija
aktivnosti aktivnosti
Struktura jedinjenja 17pHSD3 17BHSD2

% aktivnosti u odnosu na kontrolu
[I1Cso, uM]

O\H/©

O HO 28
OH O 76
@)ko

(Klisuri¢ i sar., 2016)

77 [3,71]
%0 [5.83]
O**

[0,09]** )

CF;
(Cortés-Benitez 1 sar., 2019)

* Efikasnost inhibicije izonzima 17B-HSD merena je u homogenatu mikrozoma jetre Zenki
pacova (17B-HSD2) ili testisa pacova (17B-HSD3; ’-’ nije testirano; ** jedinjenje
primenjeno u koncentraciji od 1 uM




Molekularni doking u medicinskoj hemiji modifikovanih steroida

Doking u molekularnom modelovanju predstavlja metodu za
predvidanje preferencijalne orjentacije jednog molekula ka drugom, kao npr.
u formiranom kompleksu steroid-receptor. Molekularni doking se vec
decenijama koristi, a danas je takode u ekspanziji, za proucavanje
eksperimentalnih rezultata i1 koreliranje in vitro ili in vivo rezultata sa
strukturom ispitivanih jedinjenja, tzv. SAR analizom (Lengauer i Rareyt,
1996; Garcia-Godoy 1 sar., 2019). Osim toga, molekularni doking se koristi
za procenu afiniteta 1 snage vezivanja novih (ve¢ sintetisanih ili tek
dizajniranih) molekula za biomolekule koji predstavljaju ciljne molekule u
terapiji odredenih bolesti. Najces¢e se u slu¢aju medicinske hemije steroida
radi o proteinima - receptorima steroidnih hormona ili enzimima
steroidogeneze. ProucCavanje mesta i1 nadina vezivanja, kao 1 tipova
interakcija steroida 1 ciljnog molekula, osnova je ovakvih in silico
eksperimenata, a sve u cilju virtuelnog pretrazivanja (skrininga) sposobnosti
vezivanja velikog broja, tacnije, Citavih biblioteka novih molekula za razlicite
proteine i, na osnovu procene vezivanja, odabir kandidata za in vitro ili in
vivo eksperimente. S obzirom na to da se konstantno traga za novim 1
efikasnijim lekovima za leCenje razli¢itih bolesti, kao 1 na broj mogucih
molekula i potencijalnih ciljnih proteina, rezultati in silico eksperimenata su
veoma vazni u prvoj liniji otkrivanja 1 razvoja lekova. S druge strane, samo
validan in vitro ili in vivo eksperiment moze da da potpuno pouzdan rezultat
0 ostvarenom vezivanju ispitivanog bioloSkog para molekula ligand — ciljni

protein.

Proucavanje vezivanja liganda za supstrat molekularnim dokingom
zasniva se na poznatim strukturama ciljnih biomolekula. Postoje razlicite
baze sa podacima o strukturi ciljnih biomolekula. Jedna od najcesce
koris¢enih je Proteinska banka podataka (engl. Protein Data Bank, PDB).

Oko jednog veoma vaznog pitanja nema u nauci jasnog stava: Da li su
in silico eksperimenti potpuno pouzdani, odnosno, da li se njima mozda ne
eliminiSu iz daljih preklini¢kih istrazivanja neka jedinjenja koja bi ipak u



¢eliji ili organizmu ispoljila Zeljeni bioloski, pa i terapijski, efekat, ili
obrnuto, da li se za neka jedinjenja moze dokingom predvideti jako
vezivanje, a da u in vitro eksperimentu do tog vezivanja ne dode. Tako je, na
primer, u in silico eksperimentu molekularni doking sa kristalnim
strukturama proteinskih meta iz PDB pokazao da se, medu ostalim
ispitivanim jedinjenjima, estranski D-homo lakton sa benziletarskom
funkcijom u polozaju 3 (II) (Tabela 6) snazno vezuje za aromatazu i 17,20-
lijazu (CYP19 1 CYP17), Sto ukazuje na ovaj lakton kao na potencijalni
dualni inhibitor 1 vode¢e jedinjenje u razvoju novog leka za lecenje
hormonski zavisnih bolesti (Jovanovié-Santa i sar., 2015).



Tabela 6 Molekularnim dokingom predvidene energije vezivanja ispitivanih
jedinjenja 1 referentnih jedinjenja (inhibitora CYP17A1 - abiraterona i fizioloskih
liganada ovih proteina) za proteinske mete za leCenje steroid-zavisnih kancera*

Relativna energija vezivanja

(Autodock, kcal/mol)
Jedinjenje CYPI17A1 CYPI9A1 ERa AR
OH
CN
—10.50 NV NV NV
as
1
0
© -12.48 -11.01 NV NV
s
11
OH
OH —-10.39 NV NV NV

OH
CN
NV NV NV NV
HO

(0]
@ngf/go ~10.17 ~1039  -10.10 -10.44
HO
OH
OH NV NV NV NV
HO

*CYP17A1  (170-hidroksilaza/17,20-lijaza); CYP19A1  (aromataza);
estrogeni receptor o (ERa) 1 androgeni receptor (AR). Energije vezivanja koje
postoje u eksperimentalno dobijenoj kristalnoj strukturi postoje¢eg kompleksa
posluzile su za izraCunavanje ovih energija re-dokingom. Detalji in silico
eksperimenta dati su u radu Jovanovi¢-Santa i sar., 2015.




MEDICINSKA HEMIJA STEROIDA U RAZVOJU LEKOVA ZA HORMONSKI ZAVISNE BOLESTI

Relativna energija vezivanja

(Autodock, kcal/mol)
Jedinjenje CYP17A1 CYPI9A1 ERa AR
Abirateron —11.66 - - -
Androstenedion - —11.47 - -
Estradiol - - —-10.26 -
Testosteron - - - -10.99

NV: ne vezuje se;’-’ nije testirano

Pretpostavljeno vezivanje laktona II za CYP17A1 na osnovu in silico

molekularnog dokinga predstavljeno je na Slici 13.

Slika 13 Prikaz molekularnog dokinga aktivnog centra aromataze sa jedinjenjem II;
predvidena energija vezivanja: —12.48 kJ/mol; jedinjenje II (ruziCasto) pokazuje
veliki potencijal za koordinaciju sa atomom gvozda iz hem grupe CYP17A1, sli¢no
vezivanju abiraterona, klinicki koriS¢enog inhibitora ovog enzima (plavo,
Jovanovié-Santa i sar., 2015).
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Ispitivanje uticaja modifikovanih steroida na CYP17A1 (tacnije, na
njenu lijaznu aktivnost) izveden je u in vitro uslovima, tako Sto je homogenat
tkiva testisa pacova tretiran ovim jedinjenjima u koncentraciji 50 uM uz 17-
hidroksiprogesteron kao fizioloski supstrat. Lakton II 1 sekocijanoalkohol IV
inhibirali su u izvesnoj meri enzim, mada nedovoljno da ova jedinjenja
postanu atraktivna kao vodeca jedinjenja u razvoju lekova za kancer prostate
ili neku drugu steroid hormonski zavisnu bolest (Tabela 7). Interesantna je
Cinjenica da se lakton II sa benziletarskom funkcijom u poloZaju 3 vezivao
mnogo jace od jedinjenja IV u in silico eksperimentu, tj. da je za jedinjenje
IV bila vrlo mala energija vezivanja, pa se prakticno smatra da se ne vezuje,
ali da su efekti ova dva jedinjenja na lijazu skoro jednaki. Ovo ide u prilog
pretpostavcei da se in vitro 1 in silico eksperimentalni rezultati dopunjuju, te
da je dobro izvesti obe vrste eksperimenata radi donoSenja ispravnih i
potpunih zaklju¢aka. Naime, lakton II ima veliku pretpostavljenu energiju
vezivanja, a ne ispoljava veliki inhibitorni efekat na enzim. S druge strane,
sekocijano alkohol IV se prakticno ne vezuje in silico, a u izvesnoj meri
inhibira lijaznu aktivnost CYP17A1. Da je izveden samo in silico
eksperiment, jedinjenje IV bi bilo isklju¢eno iz dalje analize, dok bi se II

mogao smatrati potencijalno dobrim inhibitorom.

In vitro eksperiment ispitivanja uticaja odabranih steroida na CYP19 -
aromatazu je izveden sa denukleiranom frakcijom ovarijuma Zenki pacova
pre-tretiranih PMSG-om (Brodie, 1976). Produkcija estradiola je merena u
prisustvu subsaturacione koncentracije testosterona i1 dve koncentracije
steroida (10 uM 1 50 uM). Rezultati ovog eksperimenta su predstavljeni u
Tabeli 7.



Tabela 7 Anti-aromatazna i anti-lijazna aktivnost jedinjenja I-VI 1 referentnih
jedinjenja aminoglutetimida 1 ketokonazola (Jovanovi¢-Santa 1 sar., 2015)

Koncentracija | Inhibicija aromataze | Inhibicija 17,20-lijaze
Jedinjenje
(LM) (%) (%)
I 50 - NI
11 10 -14,81 -
50 26,71 35
11} 10 -6,51 -
50 -23,02 NI
v 50 - 36
\% 10 1,50 -
50 -29,28 17
VI 10 -39,36 -
50 -34,52 14
Aminoglutetimid 0.1 41,33 -
Ketokonazol - - IC5=0,32 uM

NI - nema inhibicije; ’-’ nije testirano

Dobijeni rezultati su veoma interesantni:

- D-homo lakton II, za koji je predvidena energija vezivanja za
aromatazu najveca, pokazao je skromnu sposobnost da inhibira ovaj enzim.
Dakle, velika energija vezivanja nije proporcionalna bioloskom efektu u in
vitro eksperimentalnom modelu. Jako vezivanje za aktivni centar enzima,
jace nego vezivanje njegovog 3-hidroksi analoga V, moglo bi se objasniti
dodatnim hidrofobnim interakcijama koje se uspostavljaju izmedu
benziletarske funkcije 1 nepolarnih ostataka aminokiselina koje se nalaze u
aktivnom centru 1 formiraju hidrofobni ’dzep’ u koji moze da se smesti ova
nepolarna grupa (Slika 14).
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Slika 14 Prikaz molekularnog dokinga aktivnog centra aromataze sa jedinjenjem II;
predvidena energija vezivanja: —11.01 kJ/mol; jedinjenje II (ruziCasto) pokazuje
slican potencijal za uspostavljanje vodoni¢nih veza kao androstendion, fizioloSki
supstrat ovog enzima (zeleno), pri ¢emu aromaticni prsten supstituenta na C-3
formira dodatne hidrofobne interakcije (Jovanovi¢-Santa i sar., 2015).

- 3-Hidroksi analog laktona II (V) 1 D-seko-diol sa slobodnom OH
grupom u polozaju 3 (VI) su ¢ak aktivirali aromatazu. Ovaj rezultat je na prvi
pogled negativan: obi¢no se u razvoju lekova traga za jedinjenjima koja
inhibiraju enzime. Medutim, ovaj rezultat bi, zapravo, mogao da bude dobra
osnova za razvijanje lekova za leCenje stanja i1 bolesti nastalih kao posledica
hipoprodukcije estradiola, kao Sto su, npr, neplodnost Zene, osteopenija i
osteoporoza. S druge strane, relativno velika energija vezivanja u in silico
eksperimentu ukazuje samo na vezivanje potencijalnog liganda, ali ne i1 na
vrstu bioloSkog efekta koji ¢e eventualno izazvati na ovom proteinu u datom
in vitro eksperimentanom modelu.

Pretpostavljeno vezivanje modifikovanih steroida V i VI za aromatazu
na osnovu in silico molekularnog dokinga predstavljeno je na Slikama 15 i
16.
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Slika 15 Prikaz molekularnog dokinga aktivnog centra aromataze sa jedinjenjem V;
predvidena energija vezivanja: —10.39 kcal/mol. Vezivanje androstendiona
(ruzicasto) je predstavljeno na osnovu kristalne strukture njegovog kompleksa sa
aromatazom; lakton V formira vodonic¢ne veze slicno kao androstendion (Jovanovi¢-
Santa i sar., 2015).

e iiiii—

Slika 16 Prikaz molekularnog dokinga aktivnog centra aromataze sa jedinjenjem VI;
predvidena energija vezivanja: —9.6 kcal/mol (medumolekularna energija -11.39
kcal/mol) Vezivanje androstendiona (ruZicasto) je predstavljeno na osnovu kristalne
strukture njegovog kompleksa sa aromatazom; Atomi kiseonika iz D-seko-sistema
omoguc¢avaju formiranje vodonicnih veza, sli¢no kao u slucaju androstenediona
(Jovanovi¢-Santa i sar., 2015).
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U cilju ispitivanja estrogene i antiestrogene aktivnosti ovih jedinjenja,
pa time i provere rezultata dobijenih in silico eksperimentom, izveden je in
vivo eksperiment uterotrofnom metodom. Rezultati (Tabela 8) nisu potpuno u
korelaciji sa rezultatima in silico eksperimenta, kao ni u sluaju merenja
uticaja na aromatazu 1 lijazu. Naime, lakton V se nespecifi¢no vezivao, sa
skoro podjednako jakim pretpostavljenim energijama vezivanja za sve cCetiri
proteinske mete (CYP17A1, CYP19A1, ERa i AR). Medutim, u in vivo
eksperimentu ovo jedinjenje prakti¢no nije ispoljilo efekat na aromatazu, dok
je ispoljilo izvesnu antiestrogenu aktivnost (20.93 %). Ostala jedinjenja su
takode ispoljila izvesnu antiestrogenu aktivnost, mada prema predikciji
molekularnim dokingom nemaju visok afinitet vezivanja za ostale ispitivane
proteinske mete. Jedinjenje III je ¢ak potenciralo efekat egzogenog estradiola

koji je injektovan zajedno sa testiranom supstancom.

Tabela 8 Agonisticki 1 antagonisti¢ki efekat modifikovanih steroida I — VI i
tamoksifena (Jovanovi¢-Santa i sar., 2015)

Jedinjenje Koncentracija Estrogeni efekat | Antiestrogeni efekat

(uM) (%) (o)

I 5 0,71 31,47
11 5 -2,61 2,99

11 5 -1,67 -19,20

IV 5 -2,06 21,13

\% 5 -7,92 20,93

VI 5 -8,49 26,57
Tamoksifen 5 39,78 62,80

Osim u analizi rezultata in vivo 1 in vitro eksperimenata, kompjuterske
analize 1 simulacije mogu da budu od velike pomo¢i, takode, i u ADME
ispitivanjima. Razli¢itim tehnikama razdvajanja, kombinovanim sa
kompjuterskom hemijom, se, osim podataka o moguénostima razdvajanja



jedinjenja sli¢ne polarnosti, mogu dobiti i razli¢iti parametri koji govore o
lipofilnosti, odnosno hidrofilnosti jedinjenja, Sto je znacajan doprinos ADME
preklinickim ispitivanjima; naime, lipofilnost je jedan od najvaznijih
parametara za rastvoljivost u vodenom medijumu organizma, kao 1
mogucnost prolaska kroz nepolarni lipidni dvosloj Celijske membrane, pa
time 1 bioraspoloZivost.

Da bi se sintetisana jedinjenja dobro razdvojila 1 precistila, radi
karakterizacije 1 ispitivanja bioloskih efekata, moraju postojati naini za
njihovo razdvajanje, bez obzira na sli¢nost u strukturi i polarnosti. Najcesce
se jedinjenja nakon sinteze preciS¢avaju kristalizacijom i/ili hromatografskim
metodama. Hromatografske metode se takode veoma mnogo koriste za
proucavanje lipofilnosti molekula, $to je osnova za studije bioraspolozZivosti.
Za meru lipofilnosti najceS¢e se koristi logaritam particionog koeficijenta (-
logP), Sto je prakticno logaritam odnosa koncentracija nekog molekula
rastvorenog u nepolarnom rastvaracu (npr. n-heksanu) i polarnom rastvaracu
(najcesce vodi). Ova veli€ina se moZe izracunati posebnim programima, a
moze se dobiti 1 kao eksperimentalni podatak, mada je prva metoda dovoljno
precizna, tj. podaci odgovaraju u velikoj meri eksperimentalno dobijenim
podacima, dok je druga metoda veoma vremenski i1 eksperimentalno
zahtevna.

Hromatografske tehnike mogu se izvoditi sa razli¢itim nosacima,
kolonama, eluentima, aparatima i detektorima, zavisno od klase jedinjenja
koja se ispituje 1 efikasnosti razdvajanja. Serije jedinjenja relativno slicne
lipofilnosti se mogu razdvojiti na razli¢itim nosa¢ima, od kojih je ranije
mnogo koriS€en silikagel, a danas se najeS€e koristi razdvajanje na tzv.
reversnoj fazi. To su najceS¢e C-8 1 C-18 modifikovani silikagelski nosaci,
koji su nepolarni, za razliku od silikagela, pa komponente smese eluiraju
obrnutim redosledom od onog na silikagelu. Po polarnosti, ali i efikasnosti
razdvajanja 1 nekim drugim osobinama, postoje i neki nosaci sa drugacijim
modifikacijama: nosa¢i sa nitrilnim grupama, nosaci sa pentafluorofenil-

propilnim modifikacijama 1 drugi.



Koje ¢e se tehnike, nosaci i eluenti Kkoristiti, zavisi od osobina
jedinjenja 1 postavljene hipoteze. Tako se jedinjenja sli¢ne polarnosti mogu
sa razli¢itom efikasnoS¢u razdvojiti primenom nosaca razliCite polarnosti.
Kao primer za takva razdvajanja razliCite efikasnosti na kolonama razlicite
polarnosti moze se navesti razdvajanje sekoestranskih derivata, koji su sli¢ne
polarnosti (Petrovi¢ 1 sar., 2000; Acanski 1 sar., 2003; Acanski i sar., 2009;
Acanski 1 sar., 2010; Acanski 1 sar., 2011; Ili¢ 1 sar., 2020) (Slika 17).

@)
R1 =Hili Bn ||
CH2 R2 R, =O0H, Ts, F, CI, Br, I, O/C COOH
R3 =CN, OH 2ili 3
R
Bn = Hzc

R,O
Ts = O3S CH3

Slika 17 Struktura sekoestranskih derivata efikasno razdvojenih hromatografijom na
razli¢itim nosac¢ima

Podaci dobijeni u eksperimentima hromatografskog razdvajanja mogu,
dakle, da imaju veliku primenu u planiranju polarnosti farmakofora prilikom
dizajniranja novih molekula, tako da se kreiraju molekuli koji zadovoljavaju
‘princip SR’. U svakom slucaju, kompjuterskom obradom ekperimentalnih
podataka se brze 1 jednostavnije dolazi do kvalitativnih 1 kvantitativnih
zakljucaka (Lipinski i sar., 1997; Jorgensen, 2004; Hiiser, 2006).



Biologijom voden razvoj lekova za lecenje obolelih od hormonski
zavisnih bolesti

Biologijom voden razvoj lekova zasniva se na merenju efekta nekog
jedinjenja na model-sistemu, te kasnijem utvrdivanju mehanizma koji
predstavlja osnovu toga ispoljenog efekta. S obzirom na to da se
modifikovani steroidi ispituju 1 analiziraju u velikom broju u cilju
pronalazenja lekova za lecCenje kancera, najceS¢e reproduktivnih tkiva,
model-sistemi za ovakva istrazivanja su u prvom redu Ccelijske linije
potrebnih svojstava (poreklo, osobine, ekspresija odredenih molekula,
mogucnost gajenja 1 proliferacije 1 drugo).

Osnovu ispitivanja antikancerske aktivnosti u svakom slucaju
predstavlja ispitivanje antiproliferativnog efekta jedinjenja. Ovi testovi su
najceS¢e spektrofotometrijski, jednostavnih procedura i jeftini, tako da
omogucavaju ispitivanje velikog broja jedinjenja za relativno kratko vreme, a
zasnivaju se na merenju broja zivih ¢elija ili sadrzaja proteina koji poti¢e od
zivih Celija (Aslantiirk, 2018). Njima se dobija informacija o tome da li se
usled tretmana nekim jedinjenjem smanjuje broj zivih Celija, uklju¢enih u
eksperiment. Obi¢no se nazivaju testovima za ispitivanje citotoksi¢nosti,
mada se i1z rezultata dobijenih ovim testovima ne vidi da li se radi o
citotoksi¢nosti ili citostaticnom efektu jedinjenja. Da bi se doSlo do takvih
podataka, moraju se uraditi i drugi eksperimenti, a koji, to u prvom redu
zavisi od postulirane hipoteze.

Generalna Sema osnovnih eksperimenata koji bi se mogli izvoditi u
skriningu antikancerskog efekta jedinjenja na tumorske 1 zdrave celije data je
na Slici 18:
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Dakle, kada se preliminarnim testom proceni da neko jedinjenje
smanjuje brojnost celija kancera, tj. da je efektivno u smanjivanju
proliferisanja ¢elijja kancera, pristupa se razjasnjavanju mehanizma kojim se
smanjuje brojnost ¢elija. NajceS¢e merilo za procenu efikasnosti jedinjenja
kao antikancerskih agenasa je ICso vrednost-koncentracija jedinjenja pri kojoj
se postize smanjenje broja Celija za 50%. Za vodec¢a jedinjenja u razvoju
antikancerskih lekova, ta¢nije u farmakoloskim studijama, smatraju se ona,
koja imaju vrlo niske vrednosti ICso, u nanomolarnim koncentracijama. Za
razjaSnjavanje mehanizama delovanja na celije kancera 1 studije metabolizma
u Celijama kancera istrazivaci obifno sami postavljaju granicu, tj. ICso
koncentraciju iznad koje jedinjenja prestaju da budu kandidatima za lek 1/ili
za proucavanje mehanizama delovanja (Hiiser, 2006).

U okviru naSe istrazivaCke grupe sintetisan je i ispitan antikancerski
potencijal velikog broja modifikovanih steroida. Ovde ¢e biti navedeni
odabrani primeri, razli¢itih bioloSkih efekata, strukturnih klasa i modifikacija.
Osim modifikacija izvedenih u cilju pripadnosti jednoj seriji (npr. D-homo
laktonima), neka jedinjenja imaju i1 dodatne modifikacije u odnosu na

prirodne ili polazne steroide.



Ispitivanje antiproliferativnog dejstva modifikovanih steroida

Od androstanskih 1 estranskih derivata sintetisanith u nasoj grupi, veliki
je broj 16,17-seko steroida, D-homo laktona, D-supstituisanih, D-kuplovanih
(fuzionisanih), D-homo aza ili oksa 1 drugih, sa razli¢itim modifikacijama
koje se odnose na mesto funkcionalizacije, funkcionalne grupe uvedene u
molekule, konformaciju i druge modifikacije. Najcesce je antiproliferativna
aktivnost ispitivana MTT testom (testom sa (3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2—5-
difeniltetrazolijum bromidom), kojim se meri broj vijabilnih ¢elija, tj. Celija
koje svojim aktivnim mitohonrijalnim enzimom, sukcinat dehidrogenazom,
transformiSu  MTT u obojeni formazan, ¢ija se koncentracija meri
spektrofotometrijski, pa se, na osnovu nje, indirektno odreduje i smanjenje
populacije ¢elija nakon tretmana nekim jedinjenjem (Mosman, 1983).
Antiproliferativni efekat jedinjenja je ispitivan u Sirem koncentracionom
opsegu (0,01-100 uM), a za izrazavanje aktivnosti kori§¢ena je veli¢ina ICso.
Za jedinjenja koja imaju ICso vrednost ve¢u od koncentracija u ispitivanom

opsegu navodi se da je ICso >100 uM.

Narocito je vazno naglasiti da ispitivani steroidi po pravilu nisu bili
toksiéni za zdrave celije koriS¢ene u eksperimentima za ispitivanje
selektivnosti citotoksi¢nosti jedinjenja, dok su citostatici koji se koriste u
klinickoj praksi za le€enje onkoloskih pacijenata bili podjednako toksi¢ni na
maligne i zdrave ¢elije (Tabela 9).



Tabela 9 Antiproliferativni efekat referentnih jedinjenja nakon 48 h tretiranja,
meren MTT testom i izrazen u vidu ICso vrednosti; egzemestan je koriS¢en za
kontrolu toksi¢nosti steroida, a cisplatina 1 doksorubicin (DOX) kao pozitivna
kontrola.

ICso (nM)
Jedinjenje MDA.-
MCF-7 PC-3 | HeLa | HT-29 | MRC-5
MB-231
Egzemestan 52,06 12,09 >100 | >100 | >100 | > 100
(Nikoli¢ i sar., 2015)
Cisplatina 11,60 7.8 657 | 177 | 159 | 048
(Nikoli¢ i sar., 2015)
DOX 0.75 0.12 | 9561 | 117 | 032 | 0.12

(Okljesa 1 sar., 2013)

MCEF-7: ¢elijska linjja humanog adenokarcinoma dojke; eksprimira estrogene i
progesteronske receptore (ER+, PR+)

MDA-MB-231: ¢elijska linijja humanog adenokarcinoma dojke; ne eksprimira
estrogene, progesteronske ni HER2 receptore (ER-, PR-, HER2-; tzv. trostruko
negativna cCelijska linija kancera dojke)

PC-3: Celijska linija humanog adenokarcinoma prostate; ne eksprimira androgene
receptore (AR-)

HeLa: ¢elijska linija humanog adenokarcinoma cerviksa
HT-29: ¢elijska linija humanog adenokarcinoma kolona

MRC-5: zdrava ¢elijska linija humanih fetalnih pluca
D-Seko steroidi

Seko steroidi nastaju raskidanjem neke od C-C veza steroidnog jezgra.
U okviru naSe istrazivacke grupe sintetisan je veliki broj D-seko estranskih 1
androstanskih derivata, kao 1 nekih A-, B- ili C-seko steroida, koji su nekada
krajnji cilj planirane sinteze, a nekada intemedijeri (Penov Gasi i sar., 2014).
Medu D-sekoandrostanskim derivatima neki od najboljih citotoksi¢nih
agenasa bili su 16,17-seko 17-meziloksi derivati (Okljesa i sar., 2013;
Okljesa 1 sar., 2019). Stereoizomeri na C-17 asimetricnom centru 2 i 3
ispoljili su jak antiproliferativni efekat na MDA-MB-231 ¢elije kancera dojke
1 na PC-3 Celije kancera prostate, pri ¢emu je § izomer (2) bio donekle
aktivniji. Ova dva jedinjenja su 17-metil analozi seko-androst-5-en mezilata




1, koji takode snazno inhibira rast populacije PC-3 ¢elija, kao i MCF-7 ¢elija

kancera dojke, mada njih nesto slabije (Tabela 10).

Medu 16,17-sekodinitrilima najveci inhibitorni efekat na proliferaciju

Celija kancera pokazala su jedinjenja 4-7 (Nikoli¢ 1 sar., 2015; Nikoli¢ 1 sar.,

2018). Dienon 4 znacajno je inhibirao rast obe Celijske linije kancera dojke:

ICs0 su submikromolarne vrednosti. 6-Supstituisani derivati 5-7 su smanjivali

brojnost populacija vecine tretiranih ¢elijskih linija, mada neke od njih sa

nesto visim ICso vrednostima (Tabela 10).

Tabela 10 Antiproliferativni efekat D-seko steroida, meren MTT testom 1 izrazen
kao ICso vrednost ispitivanih jedinjenja

ICs0 (uM)
Jedinjenje MDA.- ar- | Mre.
MCF-7 | MB- | PC-3 | HelLa
29 5
231
()\\ /CH3
o
(0]
. 16,9 | >100 | 8,6 | 49.8 | >100 | >100
O
11
C. C
H3C @) K]I
(72h; Okljesa i sar., 2019)
O\\S/CH3
oy
CHs
5 >100 | 6,58 | 5,97 | 17,5 | 21,1 | >100
O
I
ch/C\o C (17s)
(48h; Okljesa i sar., 2013)




ICso (M)

(48h; Nikoli¢ i sar., 2018)

Jedinjenje MDA
MCEF-7 PC-3 HelLa | HT-29 | MRC-5
MB-231
O\\S/CH3
20
CHj
o 3 62,53 | 8,93 12,2 | 14,8 | 38,3 |>100
I (7R-)
Hye™ 20 ﬁ
(48h; Okljesa i sar., 2013)
CN
CN
) 0,52 0,11 70,9 |12,5 | >100 | >100
o)
(48h; Nikoli¢ i sar., 2015)
CN
CN
o 5 >100 7,99 159 | 431 | >100 | >100
O
(48h; Nikoli¢ i sar., 2018)
CN
CN
>100 12,41 17,4 | 0,48 | 19,6 | >100
HO | 6
N
OH
(48h; Nikoli¢ i sar., 2018)
CN
CN
- >100 2,78 >100 | 2,64 | 16,1 | >100
6)
|
N\
OH




Heterociklicni steroidi sa kuplovanim D prstenom

Androstanski D-kuplovani triazol 8 izazvao je priliéno smanjenje rasta
populacije PC-3 ¢Celija, dok je triazol estranske serije 9 uticao samo na MDA-
MB-231 ¢elije (Tabela 11; Sakac i sar., 2009). Androstanski tetrazoli 10 1 11
skromno su smanjivali proliferaciju MCF-7 i PC-3 ¢elija, 1 to 17-metil derivat
nesto snaznije. Estranski tetrazoli delovali su na iste celijske linije, ali mnogo
jace nego androstanski analozi, pri cemu je 17-metil derivat i u ovom slucaju
ispoljio znatno jaci efekat na MCF-7 ¢elije. Osim toga, delovao je 1 na HT-29
¢elije kancera kolona (Tabela 10; Penov Gasi i sar., 2013).

Tabela 11 Antiproliferativni efekat heterocikli¢nih steroida sa kuplovanim D
prstenom, meren MTT testom 1 izrazen kao ICso vrednost ispitivanih jedinjenja

ICso (nM)
Jedinjenje MDA- MRC-
MCEF-7 PC-3 HeLa HT-29
MB-231 5
H\
N
N\_N
>100 >100 12,27 | >100 >100 >100
8
HO
(48h; Sakac i sar., 2009)
H\
N
N\_N
>100 20,24 | >100 | >100 >100 >100
9
HO
(48h; Sakac i sar., 2009)




ICso (uM)

Jedinjenje

MDA-
MCF-7 PC-3 HelLa | HT-29 MRC-5
MB-231
NN,
N 56,23 >100 | 78,96 | >100 | >100 >100
AcO 10
(24h; Penov Gasi i sar., 2013)
CH,
NN,

N 25,45 89,56 | 15,32 | >100 | >100 >100

11
AcO

(24h; Penov Gasi i sar., 2013)

NN,
= /N
N 12,63 >100 65,45 | >100 | >100 >100
12
BnO
(24h; Penov Gasi i sar., 2013)
CH;
NN,
>~ /N
N 4,58 >100 >100 | >100 | 18,02 >100
13
BnO

(24h; Penov Gasi i sar., 2013)

Heterociklicni steroidi sa prosirenim laktonskim D prstenom

Veliki broj androstanskih modifikovanih steroida sa proSirenim
laktonskim D prstenom je smanjivao rast Celijskih kultura kancera, najceSce
selektivno, tako da snaZno inhibiraju rast jedne Ccelijske kulture, bez
znacCajnijeg uticaja na druge ispitivane ¢elijske kulture kancera, dok ni jedan
od D-laktona nije ispoljio inhibitorni efekat na proliferaciju zdravih celijja.




Neki od najaktivnijih androstanskih D-homo laktona navedeni su u Tabeli 12.

MozZe se uociti da se radi o jedinjenjima sa nezasi¢enim vezama u A prstenu,

kao 1 epoksidima. Oksim 19 je najsnaznije inhibirao HT-29 ¢elije. Enon 14,
epoksidi 15 1 17, ketoalkohol 18 1 oksim 19 su selektivno inhibirali
proliferaciju MDA-MB-231 ¢elija. Epoksid sa proSirenom konjugacijom u A

prstenu, 16, snaZzno je inhibirao rast populacije PC-3 Celija. Ispitivana

jedinjenja , osim D-homo laktonskog sistema, imaju 1 druge modifikacije, pa

nije jednostavno uociti farmakofore znaCajne za ispoljavanje citotoksicnog
efekta (Djurendi€ i sar., 2008a; Djurendi¢ 1 sar., 2012; Savi¢ 1 sar., 2013).

Tabela 12 Antiproliferativni

efekat heterocikli¢nih

steroida sa proSirenim

laktonskim D prstenom, meren MTT testom 1 izrazen kao 1Cso vrednost ispitivanih

jedinjenja
ICso (LM)
Jedinjenje MCF- MDA.- HT-
MB- | PC-3 | HeLa MRC-5
7 29
231
(@]
>100 | 93 >(1)0 . - | >100
14
(0]
(48h, Djurendi¢ i sar., 2008a)
H
662 | 3.6 | 453 | - - | >100
(0]
(48h, Djurendic¢ i sar., 2008a)
@)
>100 | >100 2,2 - - >100
: 16
O ’//:
O




(48h, Djurendic i sar., 2008a)

ICso (uM)
Jedinjenje MDA
MCEF-7 PC-3 HeLa HT-29 MRC-5
MB-231
o 1 >100 | 12,98 | 5637 - - >100
/\\c—o B
H,C o'
(48h, Djurendi¢ i sar., 2012)
0
>100 15,67 66,87 - - >100
t—o <
HyC” HO S
(48h, Djurendi¢ i sar., 2012)
0
0
0
-0 I 19 81,32 11,88 36,65 | 35,97 | 3,97 >100
H,C N,
OH
(48h, Savi¢ i sar., 2013)

’-” nije testirano
17-Supstituisani steroidi sa heterociklicnim supstituentom

U okviru naSe istrazivacke grupe najviSe je sintetisano 17-
supstituisanih steroida koji kao heterocikli¢ni supstituent imaju piridil grupu,
vezanu u vidu pikolil ili pikolinilidenske funkcije. Veliki broj jedinjenja je
sintetisan u obe serije (17-pikolil 1 17-pikolinilidenil), a mnoga od njih su
ispoljila antiproliferativni efekat na celijske linije kancera. Jedinjenja ove
klase po pravilu ne smanjuju proliferaciju zdravih, kontrolnih ¢elija, odnosno,
ispoljavaju selektivnu citotoksi¢nost na celije kancera. Takode, najcesce
selektivno uti¢u na neku od tretiranih ¢elijskih linija.

U Tabeli 13 predstavljena su odabrana jedinjenja 17-pikolil- 1 17-
pikolinilidenilske serije, koja su snazno ihnibirala rast populacija celija
kancera. Sva jedinjenja su bila selektivno citotoksi¢na, odnosno, delovala su




samo na ¢elije kancera, bez uticaja na zdrave ¢elije. Osim toga, selektivno su
delovala na neku od vise tretiranih ¢elijskih linija. Za jedinjenja ove grupe ne
moze se u potpunosti izvesti SAR analiza, ali se mogu uociti neke
interesantne Cinjenice u vezi strukture 1 bioloSke aktivnosti. Na primer,
pikolinski 1 pikolinilidenski 3-hidrazoni 22 1 23 selektivno su delovali na po
jednu c¢elijsku liniju, ali su delovali na razliite ¢elijske linije: 22 na MCF-7,
a 23 na PC-3 ¢elije (Ajdukovic i sar., 2013). Pikolini 20, 25 1 26 su selektivno
delovali na PC-3 ¢elijje, sa slicnim ICso vrednostima, manjim od 10 uM, dok
je dioksimski derivat 26 takode snazno smanjivao proliferaciju 1 MCF-7
Celija estrogen receptor pozitivnog karcinoma dojke (Djurendic 1 sar., 2008b;
Ajdukovi¢ 1 sar., 2015) . Najsenzitivnija ¢elijska linijja na jedinjenja ove
grupe bila je PC-3 ¢elijska linija karcinoma prostate, §to se verovatno moze
povezati sa postojanjem piridil grupe u polozaju 17, slicno kao kod
abiraterona, inhibitora enzima CYP17A1, koji se koristi u terapiji karcinoma
prostate. Ovakvom zaklju¢ku bi mozda mogla da ide u prilog i ¢injenica da
N-oksid 21 i1zuzetno jako inhibira rast ove ¢elijske kulture (ICso vrednost 0,55
uM; Djurendi¢ 1 sar., 2008b), a poznato je da se abirateron u organizmu
metaboliSe do N-oksidnih metabolita, koji takode imaju pozitivan efekat u
terapiji karcinoma prostate (Acharya i sar., 2013). Da za ispoljavanje
citotoksi¢nosti nije neophodna celovitost steroidnog jezgra, potvrda je snazna
citotoksic¢nost A-sekosteroida 26 na MCF-7 ¢elije (Ajdukovi¢ i sar., 2015).



Tabela 13 Antiproliferativni efekat 17-supstituisanih steroida sa heterocikli¢nim
supstituentom, meren MTT testom 1 izrazen kao ICso vrednost ispitivanih jedinjenja

ICs0 (uM)
Jedinjenje MDA
MCEF-7 PC-3 HeLa | HT-29 | MRC-5
MB-231
OH
B S
e
>100 96,1 6,3 - - >100
HO 20
(48h, Djurendi¢ i sar., 2008b)
473 >100 0,55 - - >100
SN
c-O
H3C
(48h, Djurendic¢ i sar., 2008b)
OH
6,3 32,5 >100 | >100 | >100 | >100
H,NN
(48h, Ajdukovi€ i sar., 2013)
13,6 17,1 59 | >100 517 | 100
HoNN
(48h, Ajdukovi¢ i sar., 2013)
OH
B N\
o
>100 >100 | >100 | >100 | 6,5 | >100
24
Il o
(48h, Ajdukovié i sar., 2013)




ICso (uM)

Jedinjenje MDA- HT- | MRC-
MCEF-7 MB- PC-3 | Hela
29 5
231
OH
OH R
N\ N . ~
)5 50., 253 | 6,6 | >100 | >100 | >100
@) | N
N—O
(48h, Ajdukovié i sar., 2015)
OH
N | N
_N N. =~
HO™ = 1,7 | 40,1 | 87 | 81,8 | 103 | >100
0 26
NOH
(48h, Ajdukovi¢ i sar., 2015)
OH
‘\\\/\j
I
N =~
NC 7,9 18,2 | 31,5 | >100 | >100 | >100
27
NC
(48h, Ajdukovic i sar., 2015)

’-” nije testirano

Steroidni salicilati

Poznato je da se kombinovanjem

struktura dva bioloski aktivna

jedinjenja mogu dobiti konjugati sa poboljSanim ili dualnim/viSestrukim

bioloskim efektima. Stoga su sintetisani 1 ispitani, izmedu ostalih, 1 derivati

salicilne kiseline sa steroidima androstanske i estranske serije. U Tabeli 14

predstavljene su strukture 1 ICso vrednosti za razliCite ¢elijske linije odabranih

jedinjenja ove grupe, koja su ispoljila izvesnu citotoksicnost.

Medu svim testiranim steroidnim salicilatima androstanske 1 estranske

serije najjaci efekat su jedinjenja ispoljila na MDA-MB-231 ¢elije, dok je

veliki broj steroidnih salicilata smanjivao brojnost populacije PC-3 ¢celija,

mada sa slabijim efektom (ICso su visih vrednosti).




6-Ketoestratrienski 17-saliciloiloksi derivat 28 je inhibirao proliferaciju
MDA-MB-231 ¢elija, mnogo jace nego njegov strukturni analog bez keto
funkcije u polozaju 6, a takode 1 mnogo jace nego njegov 17-hidroksi analog,
bez saliciloiloksi grupe (Penov Gasi 1 sar., 2012). Na proliferaciju ovih ¢elija
takode su snazno uticali 1 3-keto androstanski 17- saliciloiloksi derivat 29 1 3-
ketoestra-4-enski 17-saliciloiloksi derivat 32, dok su ostala jedinjenja
ispoljila slabiji efekat (Penov Gasi 1 sar., 2012; Penov Gasi 1 sar., 2015;
Klisuri¢ 1 sar., 2016).



Tabela 14 Antiproliferativni efekat steroidnih salicilata, meren MTT testom 1
izrazen kao ICs vrednost ispitivanih jedinjenja

ICso (nM)

Jedinjenje
MCEF-7 MDA-MB-231 PC-3 MRC-5

0
//
0-C
HO: : >100 10,40 8524 | >100
HO 28
o)

(48h, Penov Gasi i sar., 2012)

O OMe
Ljéi& 68,32 3,45 58,31 >100
o ; 29
H

(48h, Penov Gasi i sar., 2015)

o L
O HO
OH O 48,25 88,01 51,75 >100
o *
(@)

(48h, Penov Gasi i sar., 2015)

0
OH
Q /@igj:g 57.42 ~100 15,54 ~100
SN

(48h, Klisurié i sar., 2016)

O HO

32

>100 8,99 >100 >100

@)

(48h, Klisuri€ i sar., 2016)




Ispitivanje mehanizama koji su u osnovi antiproliferativnog efekta
jedinjenja na cCelije kancera

Efekat jedinjenja na celije kancera moze se ispitivati vizuelnim
proucavanjem morfologije tretiranih ¢elija pod mikroskopom, te uo€avanjem
promena u odnosu na netretirane (kontrolne) ¢elije, ili se ¢elije kod kojih se
desila neka promena mogu sortirati 1 brojati protocnim citometrom. Obe ove
metode zasnivaju se na obelezavanju Celija, tj. odredenih biomolekula u
¢elijama, fluorescentnim bojama (OECD Guideline, 2016; Henry 1 sar., 2013;
Hingorani, 2013; Jakimov 1 sar., 2015). Osim ovih metoda, ¢esto se koriste 1
druge: meri se ekspresija odredenih proteina (receptora, enzima i/ili proteina
koji na neki nacdin ucestvuju u signalnim putevima) nakon tretmana
ispitivanim jedinjenjima, ekspresija molekula iRNK, specifi¢nih za odredene
proteine ili se meri aktivnost nekih enzima. Koje ¢e se metode koristiti, zavisi
prvenstveno od postavljene hipoteze, a u velikoj meri 1 od moguénosti, tj.
dostupnosti opreme.

Za neke od modifikovanih steroida kojima je ICso koncentracija bila
niza od 10 pM ispitan je mehanizam po kojem smanjuju broj Zivih celija
kancera tokom tretmana. NajviSe jedinjenja je izazivalo apoptozu celija
kancera, neke su u izvesnoj meri izazivale nekrozu, dok je efekat na Celijski
ciklus bio manje izraZzen. Zapravo je za neka jedinjenja proucavanjem
apoptotske morfologije, te brojanjem celija u nekoj od faza apoptoze ili
brojanjem apoptoticnih 1 nekroti¢nih ¢elija proto¢nim citometrom utvrden
citotoksi¢ni efekat (Ajdukovi¢ 1 sar., 2015; Jakimov 1 sar., 2015; Nikoli¢ 1
sar., 2018).

Apoptotska morfologija Celija je ispitivana vizuelnom opservacijom
pomocu svetlosnog mikroskopa 1 beleZzenjem morfoloSkih promena koje se
pripisuju apoptozi (Okljesa 1 sar., 2013; Nikoli¢ i sar., 2018; Ajdukovi€ i sar.,
2015). Na preparatima na kojima su tretirane ¢elije obojene Giemsa bojom
lako su se pod mikroskopom mogle uociti i izbrojati Celije u razlicitim
fazama apoptoze. Vecina Celija bila je normalne morfologije (Slika 19a).
Moglo se ouciti kondenzovanje jedra (tamno, kondenzovano 1 zaobljeno



jedro), vakuolizovana citoplazma (Slike 19b-e), degradacija jedra 1
citoplazme (Slike 19f-k) 1 formiranje apoptotskih tela (Slika 191).

a ; b G d

s & @ B

Slika 19 Morfoloske karakteristike celija kancera tretiranih modifikovanim
steroidima (Okljesa i sar., 2013)

Najvec¢i broj ¢elija apoptotske morfologije uocen je prilikom tretiranja
HeLa i MDA-MB-231 ¢elija androstanskim seko-dinitrilima 5 1 7, koji su
izazivali apoptozu u dvostruko vecem broju c¢elija u odnosu na kontrolu.
Imajuci u vidu ovoliki proapoptotski efekat 1 vrlo niske ICso koncentracije,
ova jedinjenja se izdvajaju od ostalih po izrazenijem antikancerskom efektu
(Nikoli¢ 1 sar., 2018) (Tabela 15). Indukovanje apoptoze u MDA-MB-231
¢elijama prilikom tretiranja androstanskim 17-meziloksi derivatima 2 i 3 bilo
je nesto manje: 1,4 odnosno 1,9 puta intenzivnije nego u kontrolnim ¢elijama,
redom (OkljeSa 1 sar., 2013). Pikolini 26 1 27 su takode izazvali apoptozu
MCEF-7 ¢elija u prili€noj meri: 1,7, tj. 2,3 puta visSe apoptoticnih ¢elija je bilo
u tretiranim u odnosu na kontrolne ¢elije, redom (Ajdukovi€ i sar., 2015).



Tabela 15 Apoptoza celija kancera, tretiranih ekvitoksicnim koncentracijama

modifikovanih steroida, vizuelno kvantifikovana na osnovu morfoloskih promena
svojstvenim apoptozi
’ o o
o ICso | Celijska | /°@poptoticnih
Jedinjenje (uM) | linija tumorskih 1
H ! normalnih ¢elija
O\\S/CH3
O \b
CHs 14.27%
MDA- _ o
o 6.58 MB-231 (kontrola: 10,4%)
T (17S-)
HsC™ O i
2 N
(48h; Okljesa 1 sar., 2013)
/\\S/CHg
9%
CHj 19.71%
MDA- . o
o 8.93 MB-231 (kontrola: 10,4%)
/&\ C (17R-)
HsC”™ O i
3 N
(48h; Okljesa 1 sar., 2013)
17,2%
CN 7.99 MDA- - o
N MB-231 (kontrola: 10,6%)
o 5 431 23.,4%
0 ' HeLa (kontrola: 12,4%)
(48h; Nikoli¢ i sar., 2018)




’ 0 cw e
ICso | Celijska % apoptoti¢nih

Jedinjenje L tumorskih 1
(kM) linija normalnih ¢elija
MDA- 17,7%
gN 2.78 | MB-231 | (kontrola: 10,6%)
N
7
© T 26,8%
“OH 2.64 HeLa (kontrola: 12,4%)
(48h; Nikoli¢ 1 sar., 2018)
OH
\\\\@
N N~ 12,15%
HO 2 1.7 | MCF-7 | (kontrola: 7,29%)

NOH
(48h, Ajdukovié i sar., 2015)

NC 7.9 MCEF-7 (kontrola: 7,29%)

NC
(48h, Ajdukovic i sar., 2015)

OH
N | o 0
P 16,83%
27

Nakon tretiranja ¢elija kancera nekim od ispitivanih jedinjenja, te
dvostrukim bojenjem sa etidijum bromidom i akridin naradZastim, uocena je 1
semikvantitativno procenjena apoptoza tretiranih ¢elija (Nikoli¢ 1 sar., 2018).
Naime, posmatranjem pod mikroskopom moglo se u nekim ¢elijama uociti
kondenzovano ili fragmentirano jedro, Sto su morfoloske karakteristike
tipi€ne za apoptoti¢ne Celije. Dvostrukim bojenjem sa etidijum bromidom 1
akridin narandZastim c¢elijama u ranoj fazi apoptoze jedra se oboje zeleno,
usled usvajanja prve boje, te su jedra dobro vidljiva, a tokom kasne apoptoze,
usled naruSavanje integriteta membrane, usvaja se 1 druga boja, pa se jedra

boje crveno-narandzasto. Stoga se na osnovu intenziteta zelene odnosno




crveno-narandzaste fluorescencije moze proceniti broj ¢elija u ranoj odnosno
kasnoj apoptozi. Tako se u preparatima ¢elija MDA-MB-231 1 HeLa linija
tretiranih serijom androstanskih sekodinitrila, pracenim dvostrukim bojenjem
etidijum bromidom i akridin narandzastim, moglo uociti da ta jedinjenja
izazivaju apoptozu obe ove Celijske linije, u razli¢itom procentu. U Tabeli 16
date su slike preparata na kojima se moze uociti intenzivna apoptoza, tako da
su ti rezultati u skladu sa rezultatima merenja apoptoze vizuelnom
opservacijom 1 kvantifikacijom posmatranjem preparata pod mikroskopom,
nakon bojenja Giemsa bojom (Nikoli¢ 1 sar., 2018).



Tabela 16 Apoptoza celija kancera, tretiranih ekvitoksicnim koncentracijama
modifikovanih steroida, procenjena semikvantitativno na osnovu usvajanja dve
fluorescentne boje (Nikoli¢ i sar., 2018).

Celijska linija
MDA-MB-231 HeLa

Tretman

Kontrolna kultura

L
LA y o.‘.o

CN
CN

(@)

(48h; Nikoli¢ 1 sar.,

2018)
CN
CN
o) | 7
N.
OH
(48h; Nikoli¢ 1 sar.,

2018)




Pouzdanija i1 objektivnija u odnosu na vizelnu je kvantifikacija
apoptoze proto¢nim citometrom. Pojedinacne ¢elije iz suspenzije tretiranih i
na odgovaraju¢i nacin pripremljenih cCelija aparat detektuje na osnovu
usvojenih fluorescentnih boja 1 sortira ih i/ili broji po grupama. Tako se na
osnovu usvajanja aneksina V 1 propidijum jodida mozZe proceniti integritet
¢elija, odnosno mogu se razlikovati ¢elije u ranoj ili kasnoj apoptozi od
nekroti¢nih 1 normalnih ¢elija. Naime, aneksin se vezuje za fosfolipidne
konstituente membrane, pa je intenzitet obojenosti koji poti¢e od vezivanja
ove boje srazmeran permeabilnosti Celijske membrane. S druge strane,
propidijum jodid se vezuje za DNK, pa se intenzitet boje koja potice od njega
moze odnositi na ¢elije sa naruSenim integritetom membrane. Kod nekih
jedinjenja moZze se uociti razli€it obrazac bioloskog efekta nakon 48-
casovnog 1 72-Casovnog tretiranja MDA-MB-231 ¢elijja (Jakimov 1 sar.,
2015). U Tabeli 17 predstavljeni su rezultati protocno-citometrijske analize
MDA-MB-231 ¢elija tretiranih androstanskim pikolinima 33 1 34. Ukupna
apoptoza posle 72 sata tretmana ekvitoksicnim koncentracijama koje
odgovaraju ICso koncentracijama je skoro jednaka u kulturi ¢elija tretiranih
ovim jedinjenjima, mada je broj Celija u ranoj, odnosno kasnoj apoptozi
razli¢it. Apoptoza tokom kraceg tretiranja je bila mnogo manja.



MEDICINSKA HEMIJA STEROIDA U RAZVOJU LEKOVA ZA HORMONSKI ZAVISNE BOLESTI

Tabela 17 Apoptoza i nekroza MDA-MB-231 c¢elija, tretiranih ekvitoksi¢nim

koncentracijama (ICso

koncentracijama) modifikovanih

steroida 33 1 34,

kavntifikovana proto¢nom citometrijom (Jakimov i sar., 2015)

Apoptoza i nekroza MDA-MB-231 ¢elija posle tretmana jedinjenjem 33

OH

[N | AN
N._~

33

Posle 48 tretmana (ICso= 2,17 uM)

Posle 72 tretmana (ICso= 0,61 uM)

10%

80% 7%

9%

3%

43%

Apoptoza i nekroza MDA-MB-231 ¢elija posle tretmana jedinjenjem 34

HO

OH

[ | N
N~

34

Posle 48 tretmana (ICso= 2,50 uM)

Posle 72 tretmana (ICso= 1,61 uM)

3%

3%

14%

28%

m Zive celije

M Nekroticne celije

m Celije u ranoj apoptozi M Celije u kasnoj apoptozi

84




ZAKLJUCAK

Medicinska hemija, po definiciji, obuhvata istrazivanja u razli¢itim
oblastima hemije, biologije, farmacije 1 medicine, Ciji rezultati istrazivanja
mogu da doprinesu razvoju terapeutika u saradnji sa istrazivacima iz drugih
oblasti, komplementarnih po sadrZaju 1 zna€aju. Organska sinteza se smatra
osnovom u dizajnu 1 sintezi novih jedinjenja, kandidata za lekove, medutim,
hemija kompleksa takode igra vaznu ulogu u razvoju novih lekova. Fizicko-
hemijske, biohemijske, bioloSke 1 farmaceutske nauke su od izuzetnog
znaCaja za karakterizaciju i merenje efikasnosti sintetisanih ili izolovanih
jedinjenja, a sve u saradnji sa strunjacima iz oblasti medicine u zavrSnim
fazama razvoja lekova. Racionalni dizajn lekova u velikoj meri oslanja se na

kompjuterske tehnike i simulacije.

Saradnjom stru¢njaka iz razli¢itih oblasti nauke krajnji cilj medicinske
hemije postaje dostupniji. Tako su 1 dizajn, sinteza, karakterizacija novih
steroidnih jedinjenja 1 ispitivanje njithove pretpostavljene farmakoloske
aktivnosti od velikog znaaja za razvoj preparata za leCenje obolelih od
hormonski zavisnih bolesti. Neki modifikovani steroidi, derivati estrogenih 1
androgenih hormona, menjaju aktivnost enzima steroidogeneze, neki

kompetituju sa receptorima, dok neki indukuju smrt ¢elija kancera.

Jedinjenja estranske serije su u datom pregledu uglavnom bila
antagonisti estrogenih receptora, izazivaju¢i antiestrogeni efekat kod
eksperimentalnih Zivotinja. Neka su inhibirala ili aktivirala enzime
steroidogeneze, menjaju¢i dostupnost aktivne forme hormona, estradiola.
Androstanski derivati razli¢itih modifikacija, uglavnom na D prstenu, ispoljili
su inhibitorni efekat na CYP 17 (17a-hidroksilazu/17,20-lijazu) i CYP19
(aromatazu), kao 1 na izoenzim 3 17f-hidroksisteroiddehidrogenaze
(17BHSD?3). S druge strane, prilikom tretmana celijskih linija kancera veliki
broj androstanskih modifikovanih steroida smanjivao je proliferaciju ovih
Celija selektivno, bez uticaja na zdrave Celije. Za neka od jedinjenja, efikasnih
antiproliferativnih agenasa, dokazano je da deluju citotoksi¢no, odnosno, da
izazivaju apoptozu, programiranu ¢elijsku smrt ¢elija kancera.



Mogucénosti medicinske hemije steroida su brojne i raznovrsne. Imajuci
u vidu strukturne karakteristike bioloSki aktivnih derivata estrogenih i
androgenith hormona, njihove fizicko-hemijske osobine 1 biolosku 1
farmakolosku aktivnost, moze se uociti veliki diverzitet bioloskih aktivnosti,
koje ponekad nisu ocigledno i neposredno povezane sa strukturama tih
jedinjenja. Korelacijom strukture 1 aktivnosti vec¢eg broja jedinjenja slicne
strukture, koji sadrze izostere ili bioizostere, mogu se ouciti farmakofore
vazne ili neophodne za ispoljavanje odredenog tipa aktivnosti. Na ovakvim
SAR istrazivanjima se zasniva dizajn novih molekula, potencijalnih lekova,

te su istrazivanja bazirana na njima u ekspanziji.

S druge strane, skriningom velikog broja jedinjenja mogu se
identifikovati jedinjenja velikog bioloSkog ili farmakoloskog efekta na neki
model-sistem. Validacija terapeutskog cilja — naj¢esce proteina — 1 ispitivanje
aktivnosti jedinjenja koja su hemijske ili bioloSke izostere prvobitno
identifikovanog bioloski aktivnog molekula mogu da usmere dizajn novih
potencijalnih lekova velike selektivnosti. Pri tome se u dizajnu, sintezi i
biomedicinskim ispitivanjima u pronalaZenju lekova za hormonski zavisne
bolesti uvek mora voditi raCuna o sveobuhvatnosti istrazivanja, §to je moguce

ostvariti saradnjom u okviru multidisciplinarnih istrazivackih timova.



SUMMARY

Medicinal chemistry, by definition, includes research in various fields
of chemistry, biology, pharmacy and medicine, whose research results can, in
collaboration with researchers in other fields, complementary in content and
importance, contribute to the development of therapeutics. Organic synthesis
represents the basis of the design and synthesis of new compounds,
candidates for medicines, however, the chemistry of complexes also play an
important role in the development of new drugs. Physico-chemical,
biochemical, biological and pharmaceutical sciences are of great importance
for the characterization and measurement of the efficiency of synthesized or
isolated compounds, all in cooperation with experts in the field of medicine
in the final stages of drug development. Rational drug design relies to a large
extent on computer technology and simulation.

The cooperation of experts from different fields of science enables the
ultimate goal of medical chemistry to become more accessible. Thus, the
design, synthesis, characterization of new steroid compounds and testing of
their presumed pharmacological activity are of great importance for the
development of preparations for the treatment of patients with hormone-
dependent diseases. Some modified steroids, derivatives of estrogenic and
androgenic hormones, alter the activity of the steroidogenesis enzyme, some
compete with receptors, while some induce the death of cancer cells.

The compounds of the estrone series in the given review were mainly
estrogen receptor antagonists, causing an antiestrogenic effect in
experimental animals. Some inhibited or activated steroidogenesis enzymes,

altering the availability of the active form of the hormone, estradiol.

Androstane derivatives of various modifications, mainly of D-ring,
showed an inhibitory effect on CYP 17 (17a-hydroxylase/17,20-lyase) and
CYP19 (aromatase), as well as on the isoenzyme 3 of 17B-hydroxysteroid
dehydrogenase (17BHSD3). On the other hand, during the treatment of cancer
cell lines, a large number of androstane-modified steroids reduced the
proliferation of these cells selectively, without affecting healthy cells. Some



of the compounds, which are effective antiproliferative agents, have been
shown to be cytotoxic, that is, to induce apoptosis, the programmed cell death
of cancer cells.

The possibilities of medicinal chemistry of steroids are numerous and
diverse. Having in mind the structural characteristics of biologically active
derivatives of estrogenic and androgenic hormones, their physicochemical
properties, as well as their biological and pharmacological activity, a great
diversity of biological activities can be observed, which sometimes are not
obviously and directly related to the structures of these compounds. By
correlating the structure and activity of a number of compounds of similar
structures, containing isosteres or bioisosteres, pharmacophores important or
necessary for the expression of a particular type of activity can be noticed.
Such SAR study is a basis of the design of new molecules, potential drugs,

and research based on them is in expansion.

On the other hand, screening a large number of compounds can identify
compounds with a large biological or pharmacological effect on some model
system. Validation of a therapeutic target - most commonly a protein - and
examination of the activity of compounds that are chemical or biological
isosters of the originally identified biologically active molecule can guide the
design of new potential drugs of high selectivity. In the design, synthesis and
biomedical research in finding drugs for hormone-dependent diseases, the
comprehensiveness of research must always be taken into account, which can
be achieved through cooperation within multidisciplinary research teams.
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