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DIZAINIRANJE, SINTEZA, FIZI CKO-HEMIJSKE | BIOLOSKE
OSOBINE AMIDA KORTIENSKIH KISELINA
ANTIINFLAMATORNIH STEROIDA

REZIME

Primena konvencionalnih glukokortikoida je ¢eaa brojnim lokalnim i sistemskim
nezeljenim efektima. U cilju dobijanja efikasnifdigjenja za lokalnu primenu sa manje
nezeljenih efekata, sintetisano je nekoliko grap# glukokortikoida.Soft glukokortikoidi
se biotransformiSu na brz i predvidivéra do neaktivnih i netok&nih metabolita. 13-
karboksamidni derivati glukokortikoida su jedinjar§oja u zavisnosti od strukturednog

niza na polozaju CI¥mogu imati glukokortikoidnu ili antiglukokortikoidnaktivnost.

U ovoj disertaciji opisano je dizajniranje, sintezaspitivanje fizicko-hemijskih i
bioloSkih osobina amida kortienskih kiselina aritdimatornih steroida (I3#
karboksamidnih derivata glukokortikoida). Kortieeskiseline su neaktivni i netoksii
metaboliti glukokortikoida. Izbor aminokiselina kogu upotrebljene za sintezu amida je
izvrSen na osnovu rezultatdocking studija. Ispitano je vezivanje osamnaest-17
karboksamidnih derivata za glukokortikoidni recep{@R). To su amidi kortienskih
kiselina iz hidrokortizona, prednizolona i metildrezolona sa metil i etil estrima L-glicina,
L-alanina,p-alanina, L-serina, L-histidina i L-fenilalaninan&rgije vezivanja i efikasnost
liganda ovih derivata su upaene sa deksametazonom i kortienskom kiselinom iz
prednizolona. Odabrane stetiri aminokiseline (L-glicin, L-alanin,-alanin i L-
fenilalanin), a njihovi metil i etil estri su isk8éeni za sintezu I¥karboksamidnih
derivata hidrokortizona, prednizolona, metilpredtona, deksametazona i betametazona.
Formiran je i troparametarski eksponencijalni mdagim je izvrSeno preddanje afiniteta

odabranih jedinjenja za GR.



Sinteza odabranih jedinjenja je izvrSena u dve.f&rea faza je perjodna oksidacija
glukokortikoida do odgovaraje kortienske kiseline. U drugoj fazi, od sintetiban
kortienskih kiselina i metil i etil estara odabtanaminokiselina sintetisani su (-7
karboksamidni derivati glukokortikoida. Amidi sungtisani jednostepenim i dvostepenim
postupkom, uz upotrebu kupldjb reagenasa. Dvostepeni postupak ondéagu sintezu
amida u zné&jno boljem prinosu (31,8 — 83,5 %) odnosu na jednostepeni postupak
(15,3 - 61 %). Strukture éistoca sintetisanih jedinjenja potiene su hromatografskim
tehnikama (TLC i HPLC), oddvanjem temperature toplienja i spektroskopskim
metodama (UV/VIS, ATR-FTIR'H NMR, **C NMR, MS TOF i MS-MS).

Lipofilnost sintetisanih jedinjenja je ispitana menom konvencionalnghake-flask
metode i izraunati su particioni koeficijenti oktanol/voda (loggPNa osnovu dobre
korelacije izmédu logP i izr&unatih hromatografskih parametara, predlozen jeTRE-
sistem za jednostavnu i brzu procenu lipofilnostorimirani su matematki modeli za

predvitanje logP vrednosti novosintetisanih amida kortiéngiselina.

In vitro procena permeabilnosti i retencije u kozi je iewm& primenom paralelnog
testa permeabilnosti na vedtan membrana d€ng. Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay PAMPA) i Dbioparticione micelarne hromatografije ¢en
Biopartitioning Micellar ChromatographyBMC). Svi derivati metil estra L-fenilalanina i
amid kortienske kiseline iz metilprednizolona s&egtromf-alanina (MPEA) imaju v
retenciju u odnosu na polazne glukokortikoide, aowth derivata jedino MPEA nema
zna&ajno veu permeabilnost u odnosu na polazni metilprednizokio ga izdvaja kao
derivat sa potencijalno najpovoljnijim osobinamddelnu primenu na koZzi. Isti zakijak
o0 permeabilnosti je dobijen ispitivanjem retencigrmnasanja u BMC hromatografskom
sistemu kojim se simuliraju uslovi u kozi. IzvrSera analiza kvantitativnog odnosa
strukture i osobina (engQuantitative Structure- Property Relationship QSPR) i
kvantitativnog odnosa strukture i retencije (er@uantitative Structure- Retention
Relationship QSRR) ispitivanih jedinjenja. Formirani su QSPR BRR modeli koji
uspostavljaju funkcionalnu zavisnost izine geometrijskih, termodinagkih, fizicko-
hemijskih i elektronskih molekulskih deskriptorabdgovarajdih PAMPA (logPe i R) i



BMC (k) parametara. Na osnovu odgovaéag QSPRR) modela, predlozene su strukturne

promene koje bi trebalo da poboljSaju retencijwomi kspitivanih jedinjenja.

Lokalna antiinflamatorna aktivnost je ispitana peimom testa inhibicije edema
izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova. Vrednostksimalne inhibicije edema za sve
derivate metil estra L-fenilalanina, kao i za amkbetienske kiseline iz hidrokortizona sa
metil estrom L-alanina, etil estrofalanina i etil estrom L-glicina (HA, HEA i HEG) su
nize, dok su za ostale derivatetsé ili viSe u poréenju sa deksametazonom. Maksimalna
inhibicija edema je kod svih jedinjenja dostignstaznatno nizim koncentracijama (4,58
MM) u odnosu na deksametazon (45,8 uM), Sto jerpeto za véinu derivata zn&ajno
nizim EGyo vrednostima u odnosu na deksametazon. Derivatnagholjom lokalnom
aktivnoZu su MPEA i amidi kortienske kiseline iz betametaz®a etil estrom L-glicina
(BEG), odnosno metil estrom L-glicina (BG). Sistémsezeljeni efekti ova tri derivata su
zn&ajno nizi u odnosu na deksametazon. Metabolizanmjggga sa najnizom Ef
vrednosu (MPEA) predviien je primenom programa Metabolizer. Primendotking
studija, ispitana je mognost vezivanja za GR i potencijalna glukokortik@daktivnost
najverovatnijeg metabolita MPEA. Na osnovu ovihuteta, moZe se ¢ekivati slaba
glukokortikoidna aktivnost nastalog metabolita, g&vovatno doprinosi boljoj sistemskoj

podnosljivosti ispitivanih jedinjenja u odnosu rekdametazon.

3D analizom kvantitativnog odnosa strukture i aktisti (eng.3D Quantitative
Structure - Activity Relationship 3D-QSAR) izdvojene su farmakofore sa né&jue
uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost. iRoan je 3D-QSAR model i predlozene
su strukturne promene koje bi trebalo da dovedypalmljSanja lokalne antiinflamatorne
aktivnosti ispitivanih jedinjenja. Za predloZzenavagedinjenja, preddiena je maksimalna
inhibicija edema (3D-QSAR model), afinitet za glikdikoidni receptor (troparametarski
eksponencijalni model za predanje afiniteta za GR), kao i vrednosti PAMPA partare
logPe i R (QSPR modeli) i izdvojen je derivat sa potencijaimajboljim osobinama za

primenu na kozi.
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DESIGN, SYNTHESIS, PHYSICOCHEMICAL AND BIOLOGICAL
PROPERTIES OF AMIDES OF ANTI-INFLAMMATORY STEROID
CORTIENIC ACIDS

ABSTRACT

The use of traditional glucocorticoids is followbsg various local and systemic side
effects. In order to obtain derivatives for locpbhcation with fewer side effects, several
groups of soft glucocorticoids have been synthésiz&oft glucocorticoids are
biotransformed fast in a predictive way to inactimed nontoxic metabolites. 7
carboxamide derivatives of glucocorticoids are coumus with glucocorticoid or

antiglucocorticoid activity, depending on the sture of C1P side chain.

In the framework of this doctoral dissertation, igas synthesis and evaluation of
physicochemical and biological properties of amideanti-inflammatory steroid cortienic
acids (1PB-carboxamide derivatives of glucocorticoids) aresented. Cortienic acids are
inactive and non-toxic metabolites of glucocorteti Amino acids used for the synthesis
of amides were selected on the basis of the resbitwlecular docking studies. Binding of
eighteen 1p-carboxamide derivatives for the glucocorticoid egor (GR) was
investigated. These compounds are amides of carténds obtained from hydrocortisone,
prednisolone and methylprednisolone with methykthryl esters of L-glycine, L-alanine,
B-alanine, L-serine, L-histidine and L-phenylalaninBinding energies and ligand
efficiency values of these derivatives were comghasgth dexamethasone and cortienic
acid obtained from prednisolone. Four amino acidsevselected (L-glycine, L-alaning;
alanine and L-phenylalanine) and their methyl atityleesters used for the synthesis of
17B-carboxamide derivatives of hydrocortisone, predloise, methylprednisolone,
dexamethasone and betamethasone. A three-paraemetanential model was created and

applied for the prediction of affinity for the GR selected derivatives.



Selected compounds were synthesized in two stelps.fifst step is periodic acid
oxydation of glucocorticoids to corresponding camic acids. In the second step,317
carboxamide derivatives of glucocorticoids were tegrized from cortienic acids and
methyl and ethyl esters of selected amino acidsidéshmwere synthesized by use of a
single-step and a two step-procedures, employinglot reagents. The amides were
synthesized in significantly higher yields by uddhe two-step procedure (31.8 — 83.5%)
in comparison with the single-step procedure (3563%). Chemical structures and purity
of synthesized compounds were confirmed by usémfeatographic techniques (TLC and
HPLC), melting point determination and spectrosc@mhniques (UV/VIS, ATR-FTIRH
NMR, **C NMR, MS TOF and MS-MS).

Lipophilicity of synthesized compounds was testgdube of traditional shake-flask
method and octanol/water partition coefficientggfp were calculated. Based on the good
correlation between logP and calculated chromapgcaparameters, an RP-TLC system
was proposed for fast and simple evaluation ofpliplicity. Mathematical models that

could be used for the prediction of logP of newtieaic acid amides were formed.

In vitro assessment of skin permeability and redbentvas performed by use of the
parallel artificial membrane permeability assay KH2A) and biopartitioning micellar
chromatography (BMC). All derivatives of L-phenyaine methyl ester and amide of
cortienic acid obtained from methylprednisolonehwéthyl ester of3-alanine (MPEA)
have higher retention in comparison with parentgaorticoids. Among these derivatives,
MPEA does not have significantly higher permeapitihan methylprednisolone, which
distinguishes it from other compounds as the deveawith potentially the best
characteristics for the application to the skine Hame conclusion about permeability was
drawn from the analysis of retention behaviouredtéd compounds in the BMC system
that simulates skin properties. Quantitative striesproperty relationship (QSPR) and
guantitative structure-retention relationship (QJRiRalysis of PAMPA i BMC results
were performed. QSPR and QSRR models, which idtstiunctional dependence between
geometrical, thermodynamic, physicochemical andtedaical molecular descriptors and

corresponding PAMPA (Id& and R) and BMC k) parameters, were created. Structural



modifications of synthesized compounds that shindcease skin retention were proposed
on the basis of created QSHR (hodel.

Local anti-inflammatory activity was examined otsrhy use of croton oil-induced ear
edema test. Maximal inhibition of ear edema valieesall L-phenylalanine methyl ester
derivatives, as well as for the amides of cortieagad obtained from hydrocortisone with
L-alanine methyl esteB-alanine ethyl ester and L-glycine ethyl ester (HEA and HEG)
are lower, whereas for other derivatives are simda higher in comparison with
dexamethasone. Maximal inhibition of ear edemalldieated compounds was achieved at
significantly lower concentration (4.58 uM) in coangon with dexamethasone (45.8 uM).
For the majority of derivatives, these results wesefirmed by significantly lower Efg
values in comparison with dexamethasone. Derivativdth the best local anti-
inflammatory activity are MPEA and amides of canteeacid obtained from betamethasone
with L-glycine ethyl ester (BEG) and L-glycine mellester (BG). Systemic side effects of
these derivatives were significantly lower in com@an with dexamethasone. Metabolism
of the derivative with the lowest Eg&value (MPEA) was predicted by use of Metabolizer.
By use of molecular docking studies, binding of thest likely MPEA metabolite for the
GR as well as its potential glucocorticoid activiyere predicted. According to these
results, low glucocorticoid activity of this metdib® could be expected, which possibly
contributes to lower systemic side effects of wstierivatives in comparison with

dexamethasone.

By use of 3D quantitative structure - activity tedaship analysis (3D-QSAR),
pharmacophores with the strongest influence ondba anti-inflammatory activity were
identified. A 3D-QSAR model was created and stmatumodifications that should
improve local anti-inflammatory activity of testedmpounds were proposed. For proposed
new derivatives, maximal inhibition of ear edem®-{QSAR model), affinity for the GR
(three-exponential model for the GR affinity prein), as well as PAMPA parameters
logP. andR (QSPR models), were predicted and the derivatiith potentially the best

properties for the local application to the skirswaderlined.
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1.1. OTKRICE, ISTORIJSKI RAZVOJ | VEZA STRUKTURE |
AKTIVNOSTI (SAR STUDIJE) GLUKOKORTIKOIDA

Patetkom XX veka udeno je da ekstrakt kore nadbubrezne Zlezde mo%e dameni
u terapiji pacijenata sa Adisonovom bdleSUpotreba hidrokortizona (Slika 1) u terapiji
reumatoidnog artritisa predstavlja getak primene glukokortikoida u terapiji ratih

inflamatornih stanja.

o]

Slika 1. Hemijska struktura hidrokortizona

Prve strukturne promene hidrokortizona koje su tiode povéanja glukokortikoidne
aktivnosti su uvdenje fluora u polozaj C9 (fluorokortizon, 1954. go&) i uvaienje
dvostruke veze u polozaj C1-C2 (prednizolon, 1@fkline). Uvdenje fluora u polozaj C9
je izvrSeno u cilju powaanja afiniteta za glukokortikoidni receptor i da $® spréila
oksidacija alkoholne grupe na polozaju C11. ébme dvostruke veze u polozaj C1-C2 je
strukturna promena koja se zadrzala kod svih kassiptetisanih glukokortikoida.
Dodatnim uvdenjem metil grupe u polozaj C6 1956. godine siségtije metilprednizolon,
a uvaienjem fluora u polozaj C9 i metil grupe u polozdj6C1958. godine sintetisani su

deksametazon i betametazon (Slika 2).



CHs
Fluorokortizon Prednizolon Metilprednizolon

Deksametazon Betametazon

Slika 2. Strukture glukokortikoida dobijenih hemijskim mbkacijama polozaja C1-C2,
C6a, Ca i C16a hidrokortizona

Dalje strukturne promene su iSle u pravcu gawa lipofilnosti glukokortikoida koja
se postize esterifikacijom polozaja @L¥ili C21 (betametazon 17-valerat i betametazon
17,21-dipropionat) ** i gralenjem acetonida na poloZajma @16i Cl7a
(fluocinolonacetonid i triamcinolonacetonitPvim strukturnim promenama postignuto je
poveanje antiinflamatorne aktivnosti, ali su se pojavdzbiljni sistemski nezeljeni efekti
prilikom dugotrajne primene. Osim ovih derivataptstisani su predstavnici kod kojih je
uveden hlor umesto alkoholne grupe na poloZaju Qgicinonid, 1962. goding)ili
alkoholne grupe na polozaju C11 (meklorison dilattid967. godine). Strukture nekih od

ovih derivata su prikazane na Slici 3.



Fluocinolon acetonid Triamcinolon acetonid

CH3

\#CHS

Halcinonid

Slika 3. Strukture Cl1@ /C21 esterifikovanih glukokortikoida, acetonidaaicinonida

U cilju dobijanja glukokortikoida sa visokom anflamatornom aktivna&i i
minimalnim nezeljenim efektima, krajem osamdesetibdina sintetisani susoft
glukokortikoidi. Prvi ®ft glukokortikoidi su nastali modifikacijom Boog niza
glukokortikoida na polozaju CPB7 Ova modifikacija je iSla u dva pravca: perjodna

oksidacija celog bfnog niza,cime nastaje kortienska kiselifidli oksidacija primarnog
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alkohola na polozaju C21 do odgovargkarboksilne kiseliné.Soft glukokortikoidi su
estri ili amidi ovako sintetisanih kiselina. Primesoft glukokortikoida je
loteprednoletabondt’ Loteprednoletabonat je estar kortienske kiselinkoiisti se u
oftalmologiji (Slika 4). Osim estara, sintetisani jedreien broj amida kortienskih kiselina
sa alkil, cijanoalkil, oksialkil, aminoalkil i aroaticnim aminima‘®*? Ova jedinjenja mogu
imati glukokortikoidnu ili antiglukokortikoidnu akinost, Sto zavisi od prirode njihovog
bocnog niza. Prisustvo grupa u dmom nizu koje mogu da ostvaruju vodame veze sa

glukokortikoidnim receptorom je neophodno za glukaikoidnu aktivnost?

Cl}f
) o
/-\\ O II|I'. //""-Cj
ﬂ - ""\-

Slika 4. Hemijska struktura loteprednoletabonata

Vecina glukokortikoida poseduje u izvesnom stepenuniemalokortikoidnu aktivnost,
koja doprinosi nezeljenim efektima ove grupe jeslfg. Na osnovu do sada publikovanih
rezultata o vezi strukture i aktivnosti glukokodiéla (SAR studijéf™® mogu se izdvojiti

funkcionalne grupe koje su najvaznije za aktivriya grupe jedinjenja (Slika 5):

» Keto grupa na polozaju C3 i dvostruka veza na @loZ4-C5 su vazni za
glukokortikoidnu i mineralokortikoidnu aktivnost,od se uvdenjem dodatne
dvostruke veze u polozaj C1-C2 péaea glukokortikoidna aktivnost.

» Uvodenjem halogena (fluora ili hlora) u polozaje C6 B Ge povéava i

glukokortikoidna i mineralokortikoidna aktivnost.



» Alkoholna grupa na polozaju CftJe vazna za glukokortikoidnu aktivnost.
» Uvodenjem supstituenta u polozaj C16 gubi se mineratidadna aktivnost.

» Alkoholna grupa na polozaju C21 je neophodna zaenmalokortikoidnu aktivnost,

ali njeno prisustvo nije neophodno za glukokortiikai aktivnost.

Alkcholna grupa na poloZaju C11p:

* pNeophodna za 21-OH:
glukokortikoidnu aktivnost ® MNeophodna za
5 \ o R glukokortikeidnu, ali
AT N 5 neiza
2 TO—R, mineralokortikoidnu
*® Povecanje H .- kot

glukokortikoidne
aktivnosti  —_

©oahE. \/
Shkear A Povecanje glukokortikoidne |

e Vaino za glukokortikoidnu i mineralokortikoidne aktivnosti
mineralokortikoidnu aktivnost

Supstituent na poloiaju C16:

* Smanjenje
mineralokortikoidne
aktivnosti

Halogen (F) na poloZaju 6o i 9o

Slika 5. Funkcionalne grupe koje su najvaznije za mineatokoidnu i glukokortikoidnu

aktivnost®

1.2. MEHANIZMI DEJSTVA GLUKOKORTIKOIDA

Tri glavna efekta glukokortikoida su vazokonstrikio antiinflamatorni i

antiproliferativni efekat’

Vazokonstrikcija se javlja nakon lokalne primeneukglkortikoida, ali tdan
mehanizam kojim glukokortikoidi izazivaju ovaj etknije poznat. Pretpostavlja se da do

vazokonstrikcije dolazi usled poieme osetljivosti prema noradrenalinskoj inhibiciji



vazodilatacije izazvane histaminom ili se vazokokeija javlja kao posledica direktnog

dejstva glukokortikoida na krvne sudoVe.

Antiinflamatorni efekat glukokortikoida je posledicdejstva ovih jedinjenja na
razlicite celije koje su ukljdene u inflamatorni proces. Glukokortikoidi dovode d
smanjenja broja T limfocita, smanjenja fagocitnetivadosti makrofaga i inhibicije

ekspresije i oslolianja medijatora inflamacije iz makrofaga i T-limiac*®

Antiproliferativni efekti glukokortikoida se javlja kao posledica inhibicije mitoze u
¢elijama bazalnog sloja epidermisa i fibroblastimarniisa. Prilikom primene
glukokortikoida u terapiji koznih oboljenja, ovdie&at moze biti pozeljan (npr. psorijaza)
ili nezeljen (npr. atogni ekcem). Dugotrajna primena glukokortikoida maim®s/esti do
atrofije dermisa i epidermisa i istanjivanja ko&t je jedan od najozbiljnijih lokalnih

nezeljenih efekata glukokortikoida.

Receptori za glukokortikoide pripadaju familiji jgchih receptora, kojoj pripadaju i
mineralokortikoidni, androgeni, estrogeni, gestageweptori, kao i receptori za tiroidne
hormone, retinoide i vitamin &.Gen koji kodira glukokortikoidni receptor (GR) selazi
na hromozomu 5q31-32 i sastoji se od devet egZo6#®& se u neaktivnoj formi nalaze
dominantno u citoplazmi ciljnéelije, u kompleksu sa drugim proteinima (kao Stdheat
shock proteini). Nakon vezivanja glukokortikoida za rpta, dolazi do osloltanja
proteina vezanih za GR, aktivacije GR i transpartéelijsko jedro poméu importin
sistema®* U jedru dolazi do interakcije kompleksa ligand -R Gsa specifinim
sekvencama na DNK (englucocorticoid responsive elemenBRE), Sto dovodi do
aktivacije ili inhibicije transkripcije odgovarajin gena. Na taj ién dolazi do povéane ili
smanjene sinteze odgovaréju proteina. Glukokortikoidi prvenstveno pdavaju
transkripciju gena, ali u nekim slajevima dovode do smanjenja ekspresije nekih hiljni
gena (npr. gen za proopiomelanokortin). Postdiez@ani “pozitivni” i "negativni” GRE
(vezivanjem za ove segmente GR dolazi do aktivaoggmosno inhibicije transkripcije).
GR se vezuju za GRE u obliku dimera. U monomerndirkw se GR vezuju za faktore

transkripcije (AP-1, NB i STATS) i na taj n&in poveavaju ili smanjuju transkripciju
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gena koji ne sadrze GRE, uskezfja dolazi do smanjenja (kolagenaza i {)-ili povecanja

(B-kazein) sinteze odgovardjh proteina (Slika 6Y*2*

Glukokortikoidi
- .
Aa S
A
Aktivacija @
receptora

Prelazak
receptora
u jedr

Celijski
odgovor

Nivo

o

roteina
-

iRNK
‘\‘\‘\\

\\\\\ o

NH3* Protein
s"\‘\‘:%: g IRNK

translacija

Primeri:

Tirozin
aminotransferaza

iRNK

'\\.'\\

Osteokalcin
Citoplazma

Kolagenaza
-

Interleukin 1B

B—kazein

Slika 6. Osnovni mehanizmi dejstva ligandom aktiviranihkglkortikoidnih receptor&

Medu proteinimacija je sinteza pouw@na dejstvom glukokortikoida su lipokortin-1 i
vazokortin. Lipokortin-1 inhibirafosfolipazu A2 Inhibicijom ovog enzima dolazi do
smanjenja oslolianja arahidonske kiseline i sinteze proinflamatormnedijatora

(prostaglandini, leukotrieni i faktor

aktiviranjarombocita):® Vazokortin inhibira
oslobaanje histamina i na taj tia ispoljava antialergijsko dejstvo. Glukokortikoid
poveavaju i sintezukB, koji se vezuje za transkripcioni faktor K& i dovodi do njegove
inhibicije.?®> Zbog toga dolazi do smanjenja transkripcije gem@minflamatorne proteine,
kao Sto suciklooksigenazafosfolipaza A2 NO sintetaza neki citokini (npr. TNFe i

interleukini) i adhezioni molekuli (npr. ICAM-1, AM-1).



Pored genomskih efekata, poznato je da glukolaidikposeduju i izvestan broj
negenomskih efekata, kao Sto su efekti¢eijskoj membrani (smanjenje membranske
permeabilnosti za katjone i zaStita od posttraukeatseroksidacije lipida membrane) ili

uticaj nacelijski energetski metabolizam (redukcija stvarahije-a)**

Posto su glavni intracelularni mehanizmi dejstvanageski, najvéi broj efekata

glukokortikoida nisu trenutni, ¥ge potrebno neko vreme za farmakoloSki odgovor.

1.3. KLINI CKA PRIMENA GLUKOKORTIKOIDA

Glukokortikoidi ispoljavaju bioloSke efekte u skosvakom organu i predstavljaju
lekove sa Sirokim indikacijskim podtiem?®?” Glukokortikoidi se koriste prvenstveno
zbog imunosupresivnog, antiinflamatornog i antgijskog dejstva. Smatra se da je
uvodenje kortizona i hidrokortizona u terapiju jedno ddset najznrjnijih otkrica u
modernoj medicinf® Neke od bolesti i stanja u kojima je opravdanampna

glukokortikoida su:

» Adisonova bolest

* Anafilakticki Sok

* Aspiracioni sindromi

» Beltetov sindrom

» Ujedi i ubodi insekata

» Poreméaji krvnih ¢elija (npr. hemolittka anemija, hipereozinofilija, hipoplagta
anemija, trombocitopenijska purpura, Hodgkin-ovéebp leukemija)

 Cerebralni edem

» Koganov sindrom

» Kongenitalna adrenalna hiperplazija

» Poreméaji vezivnog tkiva (npr. dermatomiozitis, reuntat polimijalgija,
polimiozitis, sistemskiupus eritematosys

* Epilepsija



 Bolesti oka (npr. alergijski konjunktivitis, iritikeratitis, optiki neuritis, retinalni
vaskulitis, skleritis, simpatka oftalmija, uveitis)

» Gastrointestinalni poreniaji (npr. Kronova bolest, hemoroidi, ulcerativnilikis)

* Infekcije (npr. lajSmanioza, meningitis, leprozBneumocystis carinizazvana
pneumonija, sepiki Sok, tuberkuloza)

» Poreméaji bubrega (npr. lupus nefritis, nefritis, memtskirglomerulonefritis)

* Poreméaji jetre (npr. bilijarna ciroza, hrotmi aktivni hepatitis, sklerozni
holangitis)

* Muski sterilitet

* NeuroloSki porem&ji (npr. koma, mijastenija gravis, multipla skleao
polineuropatije)

 Transplantacija tkiva i organa

* Respiratorni porengaji (npr. astma, hrotina opstruktivna bolest pta, pluna
eozinofilija, sarkoidoza, fibrozni alveolitis)

* Reumatoidni porentaji i osteoartritis

* Rinitis

* Kozni poreméaji (npr. alopecija, atopijski dermatitis, kontaktaermatitis,
dermatitis herpetiformis ekcem, lichen sclerosis neurodermatitis, pemfigus,
psorijaza, sebordmni dermatitis, urtikarija)

* Povrede kimene mozdine

» Poreméaji funkcije tiroidne zlezde

» Vaskularni poreméji

1.3.1. Primena glukokortikoida u dermatologiji

Patetak primene glukokortikoida u terapiji zapaljefnskirocesa u kozi predstavija
jedan od najznjnijih koraka u dermatologiji u poslednjih 50 godi Sulzberger i Witten

su prvi opisali upotrebu hidrokortizona na koé%inakon ¢ega su usledile hemijske
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modifikacije ovog glukokortikoida u cilju dobijanjgotentnijih derivata. Ovim promenama
je poboljsana lokalna antiinflamatorna aktivnosukglkortikoida, ali je i povéna
incidenca pojave nezeljenih efekata. Pored togaglpgana je i penetracija glukokortikoida
do ciljnih ¢elija krozstratum corneunepidermisa. Najvaznije promene na hidrokortizonu i
prednizolonu su prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1.Derivati hidrokortizona i prednizolona i odgovaxa strukturne promeré

EEsOH CH,OH
c=0 c=o0
OH Ok ol --OH
(8]
Hidrokortizon Prednizolon
Derivati hidrokortizona Derivati prednizolona
Hemijska .
rfomena u Hemijska promena
Derivat P . Derivat u strukturi
strukturi rednizolona
hidrokortizona P
Hidrokortizonbutirat 17a-butirat Betametazonvalerat 16B3-metil
17a-valerat
9a-fluoro 9a-fluoro
Halcinonid 164, 170-acetonid Klobetazolpropionat 16[3-mep|
21-hloro 17a-propionat
21-hloro
Fluocinolonacetonid 6a-fluoro
9a-fluoro
16a, 170-acetonid
9a-hloro
Mometazonfuroat 16a-metil
17a-furoat
21-hloro
Beklometazondipropionat 9a-hloro
prop 163-metil
17a,21-dipropionat

Uvodenje fluora u polozaj G9 poveava glukokortikoidnu aktivnost, dok u@enje
metil ili alkoholne grupe u polozaj C16 smanjuje netalokortikoidnu aktivnost.
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Lipofilnost i permeabilnost krogtratum corneunse povéavaju esterifikacijom alkoholnih
grupa na polozajima C#i7i C21. Uvaienje hlora u polozaj C21 poseva lipofilnost i
permeabilnost krozstratum corneuma u isto vreme povava se stabilnost Ca7
esterifikovanih derivate, jer je s@gena intramolekulska konverzija u C21 estar. Potesitn
glukokortikoida zavisi od glukokortikoidne aktivrtgs permeabilnosti krozstratum
corneum metabolizma u koZi i gustine glukokortikoidnitteptora na mestu primerig3!
Mnogi pokuSaji da se razdvoje lokalna glukokorttkta aktivnost od nezeljenih
efekata su bili neuspesSni zbog toga Sto su obataefglosledica interakcije sa
glukokortikoidnim receptorima. Uwvenjem soft glukokortikoida u dermatologiju,
postignuta je visoka terapijska efikasnost uz matima nezeljene efekte jer se ovi derivati
vrlo brzo metaboliSu do neaktivnih i netaksh metabolita nakon prelaska u sistemsku
cirkulaciju. Ovi derivati se u oddenom procentu metaboliSu &veu kozi dejstvom

esterazd’

Glukokortikoidi su danas n&&e propisivani lekovi u simptomatskoj terapiji
razlicitih inflamatornih stanja koze. Klitka efikasnost glukokortikoida udenju psorijaze
i atopknog dermatitisa je povezana sa njihovim vazokdkstmim, antiinflamatornim i
imunosupresivnim dejstvom. U terapiji at®kog dermatitisa, sebokoiog dermatitisa,
alergijskog kontaktnog dermatitisa i ekcema odcaja je njihovo antiinflamatorno,
imunosupresivno i antipruritusno dejstvo. U tenapgorijaze, lihenifikacije i diskoidnog
lupus erythematosts vaZan je i antiproliferativni efekat glukokouikia® Na celularnom
nivou, neki od efekata koji su od z1aga za terapiju inflamatornih stanja koze su intijai
proliferacije limfocita, granulocita i Kkeratinocjtainhibicija otpusStanja medijatora

inflamacije iz bazofila i mastocita kao i vazokatistija.>*

Glukokortikoidi koji se primenjuju na kozi se moglasifikovati po potentnosti ({@ni
dejstva) na razlite n&ine. Prema Kklasifikaciji Svetske Zdravstvene Orgadile,
glukokortikoidi za primenu na kozi su svrstanéetiri grupe i sedam klasa: vrlo potentni
(klasa 1), potentni (klase 11 i Ill), umereno poten(klase IV i V) i slabi (klase VI i VI,
Tabela 2y
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Tabela 2. Klasifikacija glukokortikoida za primenu na koZrgma potentnosti (podaci

Svetske Zdravstvene Organizacife)

Grupa Klasa Preparati glukokortikoida
Klobetazolpropionat krem 0,05%
Diflorazondiacetat mast 0,05%
Amcinonid mast 0,1%
Betametazondipropionat mast 0,01%
Il Dezoksimetazon krem ili mast 0,025%
Fluocinonid krem, mast ili gel 0,05%
Potentni Halcinonid krem 0,1%
Betametazondipropionat krem 0,05%
Betametazonvalerat mast 0,01%
Diflorasondiacetat krem 0,05%
Triamcinolonacetonid mast 0,1%
Dezoksimetazon krem 0,05%
Fluocinolonacetonid mast 0,025%
\Y Fludroksikortid mast 0,05%
Hidrokortizonvalerat mast 0,2%
Triamcinolonacetonid krem 0,1%
Betametazondipropionat losion 0,2%
Betametazonvalerat krem 0,1%
Fluocinolonacetonid krem 0,025%
\Y Fludroksikortid krem 0,05%
Hidrokortizonbutirat krem 0,1%
Hidrokortizonvalerat krem 0,2%
Triamcinolonacetonid losion 0,1%
Betametazonvalerat losion 0,05%
Vi Desonid krem 0,05%
Fluocinolonacetonid rastvor 0,01%
Deksametazonfosfat-natrijum krem 0,1%
VI Hidrokortizonacetat krem 1%
Metilprednizolonacetat krem 0,25%

Vrlo potentni I

Umereno potentni

Slabi

Prema ametkoj nacionalnoj fondaciji za psorijazu, prepardtikgpkortikoida koji se
primenjuju na koZi se mogu podeliti u sedam kf&shla potentnost preparata duti
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hemijska struktura i koncentracija glukokortikoidao i tip formulacije (npr. gel, losion,
$ampon...). S druge strane, Britanski Nacionalmifear®’ svrstavaju glukokortikoide u
cetiri kategorije (slabi, umereno potentni, potentaeoma potentni) i ne uzimaju u obzir

formulaciju, v& samo aktivnu supstancu i njenu koncentraciju.

Od starosti pacijenta, klitke slike i povrSine zah¢ane promenama zavisi kaje
glukokortikoid biti primenjen i u kom farmaceutskambliku. Apsorpcija glukokortikoida
zavisi u velikoj meri od lokalizacije promena. Rkel postoje zbog ragiite debljine i
lipidnog sastavatratum corneura, razltite prokrvljenosti i prisustva folikula dlaka. Na
primer, apsorpcija hidrokortizona kroz kozu podiedkte manja od 1%, kroz kozu glave je
oko 4%, a kroz koZu skrotuma oko 38%&labi glukokortikoidi se nag&e primenjuju na
licu, ingvinalnim i aksilarnim regijama, kao i wshju dece i starijin pacijenata. Na ostale
regije se mogu primeniti potentniji glukokortikoiimereno potentni i potentni), dok se
vrlo potentni glukokortikoidi koriste na debelimhdnificiranim naslagama, stopalima i

Sakama 40

Produzena ili neadekvatna primena glukokortikoid&ozi jecesto préaena lokalnim i
sistemskim neZzeljenim efektima. Neki od lokalnitzelgenih efekata su atrofija koze na
mestu primene, strije, telangiektazije, hipertrinoz kontaktna preosetljivost na
glukokortikoide. Atrofija koZze zaginje u epidermisu smanjenjem brdjalijskih slojeva i
zapremine¢elija. Pored toga, glukokortikoidi deluju antipfeliativno na fibroblaste
dermisa, 3to dovodi do smanjenja stvaranja mukepbdirida i kolagen&:*
Telangiektazije su abnormalno proSireni krvni sudmze (kapilari i arteriole) koje nastaju
dejstvom glukokortikoida na endotelgelije. Dermatomikoze séesto javljaju prilikom
dugotrajne primene glukokortikoida u terapiji pgaee, a tinea incognitd predstavlja
klinicku manifestaciju gljiiine infekcije koja se moze javiti nakon primene
glukokortikoida** Primena glukokortikoida na licu zahteva posebarenpUaeno je da
upotreba potentnih glukokortikoid#sto dovodi do pogorSanja postafeili pojave novih
promena, kao Sto su rozacea, kontaktni dermagiégpralni dermatitis i dermatomikoze.

Ukoliko se glukokortikoidi koriste tokom duzeg vrenskog perioda ili na ven
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povrSinama i ako se naglo prestane sa njihovomemriim moZze do do egzacerebracije

pusulozne psorijazé> 44243

Pored lokalnih neZeljenih efekata, usled primenedajtortikoida na kozi i njihove
perkutane apsorpcije, mogu se javiti i sistemskietjeni efekti. Sistemski nezeljeni efekti
se najeXe javljaju nakon duze primene potentnih i vrlo potéh glukokortikoida na
vecim povrSinama koze. N&Xi sistemski nezeljeni efekti su KuSingova bolest,
intolerancija glukoze, glaukom, katarakta, hipokatgja, hipertenzija, edem, osteopatija i
smanjenje rast®** Posebno ugroZena populacija pacijenata kada semski neZeljeni
efekti glukokortikoida u pitanju su deca, prvenstwvebog visokog odnosa povrSine koze i
telesne mase, kao i zbog lakSe perkutane apsormpaifejedinjenja. NajeXe dolazi do
supresije sistema hipotalamus-hipofiza-kora naddire zlezde, usporenog rasta,
hipertenzije i KuSingovog sindroma. Patel i saradsu pokazali da kod starije dece sa
blazom formom atoghog dermatitisa, upotreba slabih ili umereno patiént

glukokortikoida nije préena znaajnim sistemskim neZeljenim efektirfra.

1.3.2. Primena glukokortikoida u oftalmologiji

Glukokortikoidi se primenjuju lokalno u terapiji djnih oftalmoloskih poremeja.

Neke od indikacija glukokortikoida u oftalmologgu:

» Kontaktni dermatitis kapaka
» Skvamozni blefaritis

» Alergijski konjunktivitis

* Okularni pemfigus

* Murenov ulcer

* Acne rosaceakeratitis

* Intersticijalni keratitis
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» Skleritis i episkleritis

o Sklerozni keratitis
 Iridociklitis

* Posteriorni uveitis

*  Opticki neuritis

* Hemijske povrede oka

» Posthirurska terapija (npr. nakon katarakte, glawko.)

Glukokortikoidi se najese primenjuju lokalno u obliku kapi, gelova, kremavaasti
za oko, ali i u obliku periokularnih i intravitreah injekcija. U terapiji odréenih stanja

mogu se koristiti per ospreparati glukokortikoid&®

Glukokortikoidi se¢esto kombinuju sa drugim lekovima, prvenstvenorgéticima

jer su infekcije oka pkene zapaljenjem.

U obliku periokularnih injekcija se primenjuju mptiednizolonacetat i traimcinolon
acetonid. Nezeljeni efekti koji se mogu javiti nakperiokularne primene ovih lekova su
posteriorna subkapsularna katarakta i glaukom ésjmorefekti glukokortikoida), kao i
retrobulbarna i subkonjunktivalna hemoragija (koksatije koje se javljaju kao posledica

naina primene)?®

Triamcinolonacetonid se moZze primeniti i u oblikuravitrealnih injekcija u terapiji
uveiticnog cistoidnog makularnog edema, dijatiedig makularnog edema i proliferativhe
dijabetike retinopatije. Nezeljeni efekti koji se mogu javiakon intravitrealne primene
triamcinolonacetonida su poienje @nog pritiska | katarakta (sporedni efekti
triamcinolonacetonida), kao i akutna traumatskaaredta, vitrealna hemoragija i

endoftalmitis (komplikacije koje se javljaju kaogbedica naina primene)?°
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Per osprimena glukokortikoida je neophodna kodtine pacijenata sa bilateralnim
endogenim uveitisom koji ugrozava vid i u tu svdeinajese koristi prednizon, a kod

pacijenata sa porer@nom funkcijom jetre koristi se prednizolth.

U terapiju oftalmoloskih porenéaja se poslednjih godina uvodi i nova grupa
glukokortikoida sa visokom terapijskom efikaséw$ manje izrazenim sporednim efektima
- soft glukokortikoidi. Za sada jedirsoft glukokortikoid koji je registrovan i odobren za
upotrebu u terapiji oftalmoloskih poref@ga od strane FDA (eng-ood and Drug
Administration) u SAD (1998. godine) je loteprednoletabolfat® *®

1.3.3. Primena glukokortikoida u terapiji inflamatornih poremecaja

respiratornog trakta

Glukokortikoidi nalaze primenu u terapiji brojnihfiamatornih stanja respiratornog
trakta, kao Sto su alergijski rinitis, astma ilohicna opstruktivna bolest pta (COPD).

U terapiji alergijskog rinitisa glukokortikoidi sprimenjuju intranazalno u obliku
razlicitin aerosol preparata. Mehanizam delovanja ovakmenjenih glukokortikoida je
kompleksan i nedovoljno razjasnjen. Nakon prolaskeoz nosnu sluzokozu,
glukokortikoidi dolaze do ciljninéelija u kojima ostvaruju odgovardaje efekte, u koje
spadaju inhibicija proliferacije T limfocita i migcije eozinofila, kao i inhibicija stvaranja
prostaglandina i leukotriena. Kao i u &hu glukokortikoida koji se koriste u
dermatologiji, lipofilnost je izuzetno vazna osadbinnhalacionih glukokortikoida jer
olakSava penetraciju kroz nosnu sluzokozu. Stogaiceste kori¥eni intranazalni
glukokortikoidi su predstavnici koje karakteriSe saka lipofilnost: flunizolid,
triamcinolonacetonid, budesonid, beklometazondimgt, flutikazonpropionat i
mometazonfuroat. Rizik od pojave sistemskih neadéijefekata ove grupe lekova zavisi od
koli¢ine leka koja se apsorbuje u cirkulaciju preko Knsudova sluzokoze nosa i kilie
leka koja se proguta i apsorbuje iz gastrointebtomtrakta. Lokalni nezeljeni efekti koji
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se naje&e javljaju su kijanje, suv@ i krvarenje iz nosne sluznice, dok je pojavaaapt

perforacije retk&’

Glukokortikoidi su najefikasniji lekovi u terapifiacijenata sa astmom i primenjuju se
per osili inhalaciono. Zbog ozbiljnih nezeljenih efekapaeporduje se primena manje
potentih glukokortikoida u terapiji blazih oblikastane i astme kod dece. U terapiji tezih
oblika astme opravdano je primenjivati potentnijelukgkortikoide. Primena
glukokortikoida se mora sprovoditi redovno, premapgsanoj terapiji, inge se simptomi
vrataju na nivo pre peetka terapije. Na celularnom nivou, glukokortikoialnibiraju ¢elije
uklju¢ene u proces inflamacije u disajnim putevima (Tfdioiti, mastociti, eozinofili i
epitelnecelije). Smatra se da glukokortikoidi dovode do sjaaja eksudacije plazme iz
krvnih sudova i sekrecije mukusa u disajnim putevinPored toga, glukokortikoidi
usporavaju propadanje epitelniklija i hiperplazijué¢elija koje su ukljgene u stvaranje
mukusa’>° Glukokortikoidi smanjuju preosetljivost disajniluteva na histamin, agoniste
holinergickin receptora, alergene, bradikinin, adenozin taise (npr. sumpor-dioksid i
metabisulfit). Smanjena je i preosetljivost padcyen na druge uzéoike astmatinih
napada, kao Sto su féka aktivhost, magla i hladan vazduh. Osim Sto jeargena
preosetljivost, smanjuje se i stepen suZenja disgjateva izazvan pomenutim faktorirtfa.
Pozeljne osobine inhalacionog glukokortikoida susola lokalna antiinflamatorna
aktivnost, niska bioraspolozivost frakcije glukolikoida koja se proguta i brz
metabolizam frakcije koja se apsorbuje u sistemskculaciju. Nakon primene, 80-90%
primenjene doze se zadrzava u orofarinksu odakie piogutana, nakotega moze do
do apsorpcije iz gastrointestinalnog trakta. Kok glukokortikoida koja se proguta moze
biti smanjena dodatkom adekvatno dizajniranih “speg” na primarnu ambalazu ovih
preparata ili ispiranjem usta nakon primene lekko @0-20% primenjene doze prelazi u

disajne puteve odakle moZe biti apsorbovana ursike cirkulaciju (Slika 757®

18



10% primenjene
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prolaza u jefri

Slika 7. Raspodela inhalacionih glukokortikoida u organizmakon primen®

Raspodela u organizmu nakon primene prvenstvendsizad farmakokinetkih
osobina inhalacionih glukokortikoida. Tako na prmdeklometazondipropionat se
metaboliSe u disajnim putevima do potentnijeg beldtazonmonopropionata, ali se malo
zna o brzini hidrolize, metabolizmu i apsorpdiji.Flunizolid i budesonid podleZu
intenzivnom metabolizmu u jetri tako da relativnalingeo ovih lekova prelazi u sistemsku
cirkulaciju ®°°* Flutikazonpropionat ima nisku oralnu bioraspolo&ti u maloj meri se
apsorbuije iz gastrointestinalnog traktdla distribuciju inhalacionih glukokortikoida i
i drugi faktori, kao Sto su starost pacijenta, ogstija disajnih puteva i istovremena

primena drugih lekova.

Lokalni neZzeljeni efekti koji prate primenu inhalaah glukokortikoida zavise od
njihovih osobina, primenjene doze&astalosti primene i sistema koji se koristi za e,

Najce&i lokalni nezeljeni efekti su promuklost, orofaresina kandidijaza, kaSalj i iritacija
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grla®*®* Najce&i sistemski neZeljeni efekti koji prate inhalaciomuper os primenu
glukokortikoida su posledica supresije sistema taillanus — hipofiza — kora nadbubrezne
Zlezde, Sto dovodi do smanjene sinteze kortizotarganizmu, smanjenja koStane mase,

usporenog rasta i odlaganja puberteta i katafakfe.

Glukokortikoidi se primenjujuper osi inhalaciono u terapiji hrotine opstruktivne
bolesti pl¢a (COPD). Inhalacioni glukokortikoidi se primenjujuglavnom u terapiji
stabilnih simptoma COPD ili u terapiji pacijenatadkkojin se javlja sporo pogorsanje
simptoma. Inhalacioni glukokortikoidi smanjuju b©®PDPD egzacerebracija kod pacijenata
sa tezim oblikom ove bole$tt® Oralni glukokortikoidi se primenjuju uglavnom kod
pacijenata kod kojih dolazi do naglih pogorSanjmmoma ove bolesti, nafibto kada
dolazi i do zn&ajnog povéanja sekrecije mukusa. Ispitivanja na inhalacionim
glukokortikoidima su pokazala da kod nekih pacifanavi lekovi smanjuju broj COPD
egzacerebracija u patenju sa placebom, ali nije potieno poboljanje funkcije pta.”® S
druge strane, kombinacija inhalacionih glukokoriileo sa dugodelufim (32-agonistima
(sa ili bez istovremene primene antiholinergikabgiBava funkciju plaa.’"? Ispitivanja
su pokazala i da je kod pacijenata koji su prinkalinbinaciju flutikazonpropionata32-
agonista powéan rizik od pneumonijé’ Lokalni i sistemski neZeljeni efekti koji se jaili
nakon primene oralnih i inhalacionih glukokortikaid terapiji COPD su shi lokalnim i
sistemskim nezeljenim efektima koji se javljajuligdm primene ovih lekova u terapiji

astme.
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1.4. HEMIJSKI PRISTUPI U CILJU POBOLJSANJA LOKALNIH
OSOBINA, TERAPIJSKE EFIKASNOSTI | SMANJENJA
NEZELJENIH EFEKATA GLUKOKORTIKOIDA

1.4.1. Retrometabokki pristup - soft lekovi

Termini soft lekovi i ,antedrug$ oznaavaju jedinjenja koja poseduju farmakoloSku
aktivnost i koja su dizajnirana tako da se lakotraiasformiSu prilikom prelaska u
sistemsku cirkulaciju do neaktivnih i netaksh metabolita. Na ovaj #an se smanjuju

sistemski neZeljeni efekti leka. U osnovi, ova thfanina imaju isto zrgnjel®

Termin soft lekovi (,antedrug$) se prvi put pojavljuje petkom osamdesetih godina
proslog veka. Pojava ovih jedinjenja se zasnivalaladéim saznanjima o vezi strukture i

aktivnosti glukokortikoida:

» Veliki broj glukokortikoida je kori&en u terapiji, ali uz ozbiljne lokalne i sistemske
nezeljene efekte.

* Nepromenjeni 1f3-ketolni ba&ni niz nije neophodan za antiinflamatornu aktivnost

» Estri ,steroidne” kiseline pokazuju z&gnu lokalnu antiinflamatornu aktivnost, al
nakon prelaska u sistemsku cirkulaciju se metabal§ polazne kiseline koja je

neaktivna.

Sematski prikaz koncepsaftlekva (,antedrugs? je prikazan na Slici 8.

21



-, - [D<m - I* 1D<<m

Mesto Mesto delovanja leka Sistemska
primene cirkulacija

- aktivni oblik leka
iD- neaktivni oblik leka

m- deo strukture ¢ijom se biotransformacijom inaktivira soft lek

Slika 8. Sematski prikaz koncepsaftleka (,antedrug) "

Hemijske modifikacije glukokortikoidne strukturejkoa je sintetisan veliki brogofti

potencijalnihsoft glukokortikoida bi se mogle podeliti u slégegrupe®
* Promene na polozaju C6
* Promene na polozaju C46
* Promene na polozajima Cd6 C17a (izoksazolinski i oksimski derivati)
» Esterifikacija C1@ alkoholne grupe
* Promene ketolnog daog niza na polozaju CB7
* Promene na polozaju C21
» Estri i amidi kortienskih kiselina
= Graienje spiroenona

» Gradenjey-butirolaktona
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1.4.1.1. C6 karboksilatni estri

Uvodenjem karboksilne grupe u polozaj C6 i njenom dgacijom dobijeni su C6
karboksilatni estri. Dodatnom esterifikacijom pag@ C21 ili grdenjem ketala izmiu
C17 i C21 dobijeni su derivati sa aktivida¥oja je skna prednizolonu (Slika 9¥.

OH

CO.R

Slika 9. C6-karboksilatni estar prednizolona i odgovataketal

1.4.1.2. C16 karboksilatni estri

Uvodenjem karboksilne grupe u polozaj @16 njenom naknadnom esterifikacijom
sintetisani su C16 karboksilatni estri (Slika 18ktivnost ovih jedinjenja je upola manja u

odnosu na prednizolon, ali bez zamih neZeljenih efekat3.

Slika 10.C16 karboksilatni estri
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1.4.1.3. Izoksazolinski i oksimski derivati glukokatikoida

Sinteza ove grupe derivata je aipta nakon Sto je utiteno da derivati koji sadrze
izoksazolinski prsten na polozajima @LBC17a (A, Slika 11.) poseduju ztiajnu lokalnu
antiinflamatornu aktivnost uz manje sistemskih tjehéh efekata. Nakon toga, sintetisani
su derivati B i C prikazani na Slici 11. Rezultggtodnevnog testa inhibicije edema
izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova su pokatalvetina ovih derivata ima
zn&ajnu lokalnu antiinflamatornu aktivnost, bez gajae promene telesne mase, mase
timusa i nivoa kortikosterona u plazmi. Pored tggakazano je i da ¥ena ovih derivata
ima visok afinitet za glukokortikoidni receptor. Méolizam ovih jedinjenja je joS uvek

nepoznaf> 88!

Slika 11. Izoksazolinski i oksimski derivati glukokortikoida

1.4.1.4. C21 karboksilatni estri i amidi

Oksidacijom C21 alkoholne grupe (sa ili bez redjgkketo grupe na polozaju C20) i
esterifikacijom dobijene kiseline, sintetisani s@1Ckarboksilatni estri glukokortikoida.
Derivati sa redukovanom karbonilnom grupom (A iSika 12.) pokazali su manju lokalnu
antiinflamatornu aktivnost u odnosu na prednizolalgk su derivati kojima nije
redukovana keto grupa na polozaju C20 (C, Slikg pdkazali sknu aktivnost kao
prednizolon. Obe grupe derivata su pokazale znaimoje sistemskih nezeljenih efekata u

odnosu na prednizoldfi®* In vitro ispitivanja metabolizma derivata A (Slika 12.) su

24



pokazala da hidrolizom estra nastaje odgovasakarboksilna kiselina. Ove kiseline ne
poseduju zn&jnu glukokortikoidnu aktivnost, kao ni afinitet gaukokortikoidne receptore
u timusu i jetri pacova, Sto ukazuje na to da jsystvo manje nezeljenih efekata ovih
derivata posledica njihove brze metabiodi inaktivacije®>®® Pored toga, histoloskom
analizom koze pacova nije &¢gna zn#éajna atrofija koze u podenju sa prednizolonom i

triamcinolonont’

HO 0] H ."OH

A B c
Slika 12.C21 karboksilati sa redukovanom (A i B) i neredeaom (C) keto grupom na
polozaju C20

Osim C21 karboksilatnih estara, sintetisani su il G&rboksamidi (Slika 13).
Ispitivanja su pokazala da je lokalna antiinflanna¢o aktivnost ovih jedinjenja manja u
odnosu na prednizolon (N-benzil derivat je najakfiy. Pored toga, sistemski nezeljeni
efekti su skni kao kod prednizolona, Sto se moze objasnittowe metabolikom

stabilnogu amida u odnosu na estfe.

R=CH3, C2Hs,
C3Hy, benazil

Slika 13.C21 karboksamidi
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1.4.1.5. Estri kortienskih kiselina

Kortienske kiseline su neaktivni i netoksi metaboliti glukokortikoida, pa zbog toga
predstavljaju idealnu polaznuctar u sintezisoft glukokortikoida. Prva generacijsoft
glukokortikoida derivata kortienskih kiselina su tdprednoletabonat i analozi.
Loteprednoletabonat (Slika 14) poseduje lokalnuirdf#matornu aktivnost i ne ispoljava
ozbiljne nezeljene efekte koji su karaktetistiza konvencionalne glukokortikoide. Nakon
prelaska u sistemsku cirkulaciju, loteprednoletat@e metaboliSe do kortienske kiseline
koja se zatim izléuje putem urina i #ti.®*°* Ovaj derivat je odobren 1998. godine u SAD

od strane FDA u terapiji zapaljenskih procesa u%6Ke

Drugu generaciju soft glukokortikoida derivata kortienskih kiselinacini
etiprednoldikloacetat (Slika 14) i njegovi analoEtiprednoldikloacetat poseduje dihlor
estar na polozaju C#i7i za razliku od loteprednoletabonata, metabolizpudleze
primarno C1@ bodni niz. Nastali metabolit je takie neaktivan. Etiprednoldikloacetat
poseduje vé@ afinitet za glukokortikoidne receptore u odnosal Inteprednoletabonat, a
pokazao se kao efikasniji od budesonida u pojedelsperimentalnim modelima astme.
Etiprednoldikloacetat je pokazao nisku tcéksist u eksperimentalnim zivotinjskim

modelima i klingkim studijama**°

| C.

(@)

Loteprednoletabonat Etiprednoldikloacetat

Slika 14. Loteprednoletabonat i etiprednoldikloacetat
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U ovu grupusoft glukokortikoida sesesto ubraja i flutikazonpropionat (Slika 1%5).
Flutikazonpropionat je tioestar, a ovi derivati lgortikoida se, za razliku od estara
kortienske kiseline, prvenstveno metaboliSu u jeksidativnim razlaganjem tioestarske
grupe, a ne hidrolizom estra u plazthiFlutikazonpropionat se relativno sporo eliminise
(t2= 7,7 - 8,3 h) i dovodi do dozno-zavisne supresijgeze kortizold>'% Na osnovu
ovih farmakokinetikih i farmakodinamikih osobina, neki autori smatraju da je svrstavanje

flutikazonpropionata u grupsoftglukokortikoida pogresnb.

g

Slika 15. Flutikazonpropionat

1.4.1.6. Amidi kortienskih kiselina (1B-karboksamidni derivati glukokortikoida)

Osim estara, sintetisan je i odem broj amida kortienskih kiselina sa alkil, cijafial,
oksialkil, aminoalkil i aromatinim aminimat®*? Op&ta formula ovih derivata prikazana je
na Slici 16. Ova jedinjenja mogu imati glukokorti¢tou ili antiglukokortikoidnu aktivnost,
Sto zavisi od hemijske strukture njihovbginog niza na polozaju CB7 Glukortikoidna
aktivnost je ispitivanan vitro inhibicijom fitohemaglutinin - posredovane protiéeije
limfocita.*? Prisustvo grupa u Boom nizu koje mogu da ostvaruju vodame veze sa
glukokortikoidnim receptorom je neophodno da bi oyadinjenja posedovala
glukokortikoidnu  aktivnost® Formstecher i saradnicisu ispitivali afinitet za
glukokortikoidni receptor i antiglukokortikoidnu tknost serije 1[3-karboksamidnih

derivata deksametazofraNajvecu antiglukokortikoidnu aktivnost poseduju deriviatiji u
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bo¢nom nizu imaju alkil ili aril supstituente, bez guistva grupa koje bi mogle da stvaraju
vodonine veze sa receptorom. Zajetka za derivate koji ispoljavaju glukokortikoidnu
aktivnost i derivate koji ispoljavaju antiglukokikaidnu aktivnost je da se posenjem
afiniteta za receptor povava i bioloSka aktivnost jedinjenja. Literaturni da@i o
toksicnosti i metabolizmu prikazanih amida kortienskiefina nisu dostupni, tako da se

ne moze tvrditi da i ovi derivati spadajsaftlekove.

o Xl

Slika 16. 173-karboksamidni derivati glukokortikoida

1.4.1.7. C17 spiroenonski derivati glukokortikoida

Estarska grupa je uvedena u strukturu ovih jedjajgmeko spiroenonske strukture
formirane na polozaju C17 (Slika 17). Ispitivanja pokazala da svi ovi derivati imaju
nizak afinitet za glukokortikoidni receptor i margmtiinflamatornu aktivhost u odnosu na
prednizolon, najverovatnije zbog wienja krute strukture u polozaj C17. Ova ispitivanja

ukazuju na znsj fleksibilnog 1fi-botnog niza za antiinflamatornu aktivndst.
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R=a ili p CH3; H
X=F; H

Slika 17. Spiroenonski derivati glukokortikoida

1.4.1.8.y-butirolaktonski derivati glukokortikoida

Ispitivanja su pokazala da jedinjenja koja posedaltionsku grupu u strukturi (Slika
18) predstavljaju idealnsoftlekove za inhalacionu primenu. Hidrolizu ovih jej@nja vrSi
enzim paraoksonaza koja je prisutna u krvi, ali m@lu¢cima. Na ovaj nén se postize brza
hidroliza y-butirolaktonskih derivata nakon prelaska u sistamdrkulaciju. Kiselina koja
nastaje kao produkt hidrolize pokazuje znatno afinitet za glukokortikoidni receptor u

odnosu na odgovarajulakton X%

Slika 18.y-butirolaktonski derivati glukokortikoida

29



1.4.2. Koncept proleka

Termin prolek (prodrug’) je prvi put uveo Albert 1958. godir& Prolekovi su
neaktivna jedinjenja koja se u organizmu prevodezineskom i/ili  hemijskom
transformacijom u oblik koji ispoljava farmakoloskzjstvo. Prolekovi se dizajniraju u
cilju povetanja rastvorljivosti ili permeabilnosti jedinjenjppvetanja hemijske stabilnosti,
da bi se produzilo dejstvo ili olakSala distribaciedinjenja do ciljnog tkiva ili zbog

produZetka patentne zastifé'®Koncept proleka je $ematski prikazan na Slici 19.

M) =M—(mp) — WD) M>(p)
Y o | N .. aktivacija - I = g
Mesto Mesto delovanja leka Sistemska
primene cirkulacija

0- aktivni oblik leka
ID-neaktivni oblik leka

M-deo strukture &ijom se biotransformacijom aktivira prolek

Slika 19. Sematski prikaz koncepta prolék

Poveanje rastvorljivosti u vodi se postize demjem soli fosfatnih estara

glukokortikoidd®”*°®(npr. kapi za & sa deksametazonfosfat-natrijumom).

Poveéanje lipofilnosti i poboljSanje permeabilnosti krbimloSke membrane postize se
esterifikacijom alkoholnih grupa glukokortikoida mukarboksilnim kiselinama na
polozajima Cla@ i/ili C21 (npr. prednizolon-21-acetat, fluocinokmetonid-21-acetat,
betametazon-17-valerat*$**° Estri su naje¥i glukokortikoidni  prolekovi.
Esterifikacijom alkoholne grupe se péa®a lipofilnost, a estarska funkcionalna grupa brzo

i lako hidrolizuje dejstvom esterazame se oslobda aktivni oblik jedinjenja.
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1.4.3. Konceptprosoft leka

Prosoft lek (,proantedrug® predstavlja jedinjenje koje je tako dizajnirama se
aktivira na mestu delovanja, a deaktivira napustangiljnog tkiva. Ovaj koncept su uveli
Kimura i saradnicsintezom metil 20-glukopiranoziloksiprednizolon&taGlikozidna veza
je stabilna u tankom crevu, a prelaskom u debedecacse hidrolizuje dejstvom crevne flore
i oslobata soft lek. Hidrolizom estarske grupe nakon prelaska stesisku cirkulaciju
smanjuju se sistemski neZeljeni efekti ovog jedijgn Sematski prikaprosoft koncepta

prikazan je na Slici 20.

R i B

[y = N G P S - M| o< <m
IU' h! m__'iaktival:ijal-' ﬂ |1na¢tivatiun‘!D b S
Mesto Mesto delovanja leka Sistemska
primene cirkulacija

D-aktivni oblik leka
ID- neaktivni oblik leka

M-deo strukture éijom se biotransformacijom aktivira lek
m-deo strukture tijom se biotransformacijom inaktivira lek

Slika 20. Sematski prikaprosoftkoncept&®
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1.5, GRAPA KOZE | ISPITIVANJE PERMEABILNOSTI KROZ
KOZU

1.5.1. Grala i funkcija koze

KoZa je najvéi covekov organ, teZine oko 5 kg i povrsine oko 2 Bastoji se od tri
sloja (epidermis, dermis i hipodermis) i osnovnakitija je da Stiti organizam od
nepovoljnih uticaja iz spoljasnje sredine. Hipodsrnse sastoji od lipida i mi&,
predstavlja toplotni izolator i regiotduvanja energije i obezligje amortizaciju Soka.
Dermis se nalazi iznad hipodermisa, sadrzi krvraoge, neurone, folikule dlaka, znojne i
lojne Zlezde, kolagen i elagtia vilakna. Osnovnéelije dermisa su fibroblasti. Ovelije su
ukljucene u imuni i inflamatorni odgovor i u njima su padeni glukokortikoidni receptori.
Epidermis je povrSinski sloj koze. Sastoji se o#tati&o slojevacelija koje su raziiito
diferencirane.Celije bazalnog sloja epidermisa se dele i metakiolsu aktivne, a u
povrSinskom delu epidermisa su mrigaije bez jedra, ispunjene keratinom (korneociti)
(Slika 21)*?
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Diaka

;[(.; Pora

Dermalne papile
Epidermis

Majsnerovo telasce
ot . B A, Slobodni nervni zavretak

% 4 dg!‘l#j} 2! Retikularni sloj dermisa

Lojna Zlezda

Misi¢ podizat dlake

Dermis

L } [l [
=0 3 ol e B i o Senzorno nervno vliakno

e Lo

Ekrina znojna Zlezda

Patinijanijevo telasce

Hipodermis Arterija

Vena

- o < )4 H
Koren dlake ) o\ Masno tkivo

ekl Receptor folikula dlake
Ekrina znojna Zlezda

Slika 21. Graia kozé®®

Korneociti su smesteni u lipidnom matrikstine povrsinski sloj epidermisastratum

corneum(Slika 22)*? Potpuno izdiferencirani korneociti ne sadrze jedadrze keratinski

matriks, prirodni faktor vlazenja (eniatural Moisturizing Factor, NMF), aminokiseline,

ureu, citrate, mknu kiselinu i $éere!*® Oko ovih ¢elija se nalazi proteinski omdta

keratinizirani ¢elijski omota& (CE). Korneociti su povezani dezmozomima, proteéms

vezama koje obezligju kompaktnosstratum corneura. >
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Keratinizirani Prirodni faktor
¢elijski omotag Horneodezmozom vlaZenja (NMF)

Intercelularni Keratin Horneocit
lamelarni lipidi mikrofibrilarni
matriks

Slika 22. Strukturastratum corneura*'®

Postoje tri puta kojim jedinjenja prolaze kroz koZuoz meiucelijski prostor u
stratum corneuru (intercelularni put), koZne adnekse (dlake,édjznojne Zlezde) ili kroz

¢elije stratum corneuna (transcelularni put, Slika 233’

Put preko pora

o Transcelularni put . S Intercelularni put
C /O JC ] g
Epidermis < D Q m[ = ]D
 (EC2/0000

V

Dermis < R
Meducelijski lipidni matriks
. Korneociti Lojna Zlezda
=
= - — o P —
= < =2 = 2 =)
= = =3 Q‘: = =
: 4 oo =] = =
Hipedermis < (— sy~ P = =] <=
=] =] = <o
= o P W - e -
= - = oAt o o
S Folikul dlake Inojna 7lezda

Slika 23.Putevi prolaska supstanci kroz kdZ
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Zbog razlika u debljini koze i sastavu lipidgatum corneura, ne postoji korelacija
izmedu permeabilnosti kroz kozu raglih Zivotinjskih vrsta ili iste zivotinjske vrstea
razlicitim mestim primene. Posto je glavni put prolaskdigjenja kroz kozu intercelularni
put, sastav lipida u ovim prostorimstratum corneura je od velikog uticaja na
permeabilnost i zriajno se razlikuje od sastava lipida u drugim bikios barijerama.
Najznaayjniji lipidi prisutni u stratum corneunu su dugolagani ceramidi, holesterol, estri
holesterola i slobodne masne kiselih&'** Ceramidi se sastoje od polarnog (sadrzi
nekoliko funkcionalnih grupa koje mogu da formirajadontne veze) i nepolarnog dela
(C16-C26 alkil niz). Na permeabilnost jedinjenj@kstratum corneunutice koncentracija,
ali i medusobni odnos raziitih tipova ceramida. ldentifikovano je osam tipos@ramida
koji se razlikuju méusobno po strukturi polarnog dela i duzini alkizaiu nepolarnom

regionu'®

1.5.2. Upotreba humane i zZivotinjske koze u ispitanju permeabilnosti

Za procenu permeabilnosti najpouzdanija je humaria kali zbog lakSeg nabavljanja
uzoraka, koza ragiitih zivotinjskih vrsta predstavlja pogodnu zameNajceXe se koristi
koza svinja, miSeva, pacova, zamoraca i zmija. d6ggdnija je upotreba svinjske koze
(narciito koza sa uha svinja), zbog najeehistoloSke i biohemijske 8hosti sa humanom
kozom. Sato i saradnici su ispitivali permeabilno#torandila kroz kozu pacova, misa,
svinje, zamorca i psa i uporedili sa permeabitnd&doz humanu kozu. Weno je najbolje
slaganje koeficijenta permeabilnosti dobijenog krexinjsku kozu sa iztanatim
koeficijentom permeabilnosti kroz humanu kdZu.Druga grupa autora je ispitivala
permeabilnost hidrofilnih (manitol i parakvat) pdfilnih (aldrin, karbaril i fluazifopbutil)
supstanci kroz kozu svinjskog uha, humanu kozbdoeinalnog regiona i dorzalnu kozu
pacova. Utwieno je da je permeabilnost ovih jedinjenja krozuke¥injskog uha u boljoj
korelaciji sa permeabilnéd kroz humanu koZzu nego permeabilnost kroz kozwvyeac

naraito u sliaju lipofilnih predstavnika®’ Debljina stratum corneura, vijabilni deo
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epidermisa, folikularna struktura, vaskularna amgj@m raspored kolagenih viakana i

lipidni sastawstratum corneura svinjske koZe su sti humanoj koz?®

U eksperimentima kojima se predsai permeabilnost jedinjenja kroz humanu kozu,
nagee se koristi koza glodara (miSeva, pacova i zanarabog lake dostupnosti ovih
Zivotinja, jednostavne upotrebe i niske cene. desojevi glodara bez dlake, &g kozu
je utvideno da bolje simulira humanu koZu nego sojevi aath*?° Pored toga, kod ovih
sojeva nije potrebno prethodno uklanjanje dlakine se spréava oStéenje koze.
Dokazano je i da je od svih glodara koji se koristeeksperimentima, koZza pacova
najsliénija humanoj kozi. lzuzimajii koZzu pacova, brzina prolaska jedinjenja kroz kozu
glodara je nesto va nego kroz humanu koZtf™*! Roy i saradnici su ispitivali
permeabilnost morfina, fentanila i sufentanila khnemani epidermis i kozu misa kojoj su
prethodno uklonjene dlake i utvrdili znatnoc¢eekoeficijente permeabilnosti kroz kozu
miga®*? U drugoj studiji, Ghosh i saradnici su ispitivglerkutanu apsorpcijuetiri
antihipertenziva kroz kozu mis&aoveka i utvrdili znatno viSu brzinu permeacije kiazu
miga’*® Zmijska koZa se takie moZe Kkoristiti u ispitivanjima permeabilnosti.
Diferencijalna skenirajta kalorimetrija i infracrvena spektroskopija su dp#le izvestan
stepen stinosti u sastavu i struktustratum corneura ¢ovekove, svinjske i zmijske

kozel®*

1.5.3. Upotreba ¢elijskin kultura kao in vitro modela u ispitivanju

permeabilnosti kroz kozu

Za procenu permeabilnosti koriste se i kultéedja, kao Sto su LSE (engiving Skin
Equivalen} i HRE (eng.Human Reconstructed Epidermimodeli. Ovi modeli se sastoje
od ¢elija humane koze u odgovarégm matriksu i koriste se kao alternativa Zivotiojsk
kozi. LSE modeli pods&ju na humanu kozu, sadrze dermis i epidermis $imidao
diferenciranim¢elijama stratum corneura, ali ne sadrze adnekse koze (dlake, znojne i

lojne Zlezde). Nedostatak ovih modela je Sto inmg@bija svojstva kao barijera, tako da
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permeabilnost ispitivanih jedinjenja moze biti Za@o veéa u odnosu na permeabilnost
kroz humanu kozu. Schmook i saradnici su ispitiy@imeabilnostetiri jedinjenja male
molekulske mase kroz humanu kozu, kozu svinje opac kroz dva modela koji se sastoje
od kulture ¢elija: Graftskin® LSE i Skinethic® HRE. Permeabistazrazito lipofilnih
jedinjenja (terbinafin i klotrimazol) kroz posle@nglva modela je bila ¢a 800-900 puta u
odnosu na permeabilnost kroz humanu kozu, dok@meabilnost manje lipofilne salicilne
kiseline bila skéna permeabilnosti kroz humanu kozu. | u ovoj stydipokazano najbolje
slaganje permeabilnosti kroz svinjsku i humanu ka&autori su zaklgili da primenjeni
modeli sa kulturamaelija nisu pogodni zin vitro ispitivanja permeabilnost?> Do slinih
zaklju¢aka su doSli Roy i saradnici, koji su ispitivalirpeabilnost razéitih alkil estara p-
aminobenzoeve kiseline kroz LSE model i humanu R8%wWMedutim, upotreba ovih

modela se pokazala kao pouzdana u ispitivanjicidtah svojstava supstanci na kd#:**®

1.5.4. Ispitivanje permeabilnosti kroz kozu primenan difuzionih éelija

Protane i neproténe (statke) difuzionecelije™>****

se ¢esto koriste za ispitivanje
permeabilnosti jedinjenja i odgovaréjn formulacija kroz kozu, a n&g&e kori&ena
neproténa difuzionacelija je Francova difuzionéelija.******Francova difuziongelija se
sastoji iz donorskog odeljka, akceptorskog odeijkaembrane. U donorskom odeljku se
nalazi ispitivano jedinjenje koje difuzijom prolazroz odgovarajeu membranu u
akceptorski odeljak. Akceptorski odeljak sadrzi gputija se temperatura odrzava
konstantnom (37C) pom@u zagrejane vode koja kontinuirano prolazi oko owi®a
¢elije. Uzorkovanje se vrSi u odgovaréjm vremenskim intervalima kroz boi nastavak
na akceptorskom odeljku, uz dodatak pufera kakeebrzapremina akceptorskog odeljka
odrzavala konstantnom (Slika 24). Membrana kojakeesti moze biti humana ili

Zivotinjska koZa ili veSttka membrana (npr. polidimetilsiloksafy.
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A-donorski odeljak

B-akceptorski odeljak

C-membrana

D-boéni nastavak kroz koji se vrsi uzorkovanje
E-magnet

Slika 24. Francova difuzionaelija**®

Primer proténe difuzionecelije je Kelder-ova difuzionaelija, u kojoj se zamena
akceptorskog rastvora vrSi na svaka dva mintitag se simulira protok krvi kroz krvne
sudove kozé™

1.5.5. Testovi permeabilnosti na paralelnim vestkim membranama
(PAMPA)

Testovi permeabilnosti na paralelnim veé&ten membranama (PAMPA) se koriste za
procenu permeabilnosti jedinjenja kroz ré&ité bioloSke membrane — koZu, krvno-
moZdanu barijeru i gastrointestinalni traf¢**®

U PAMPA testovima, simulacija bioloskih membrangpsstize adekvatnim odabirom

rastvarga i supstanci od kojih se formira veita membrana. Tako napravljenom
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veStg&gkom membranom se razdvajaju dva odeljka - donorskkceptorski (Slika 25).
Donorski odeljak sadrzi rastvor ispitivane supsgamnc pogodnom rastvama (ili smesi
rastvarga), a akceptorski odeljak sadrzi samo rast/ar8pajanjem donorskog i
akceptorskog odeljka formira se PAMPA “senidvi kome se odvija difuzija ispitivane
supstance kroz vegteu membranu u pravcu gradijenta koncentracije donorskog u
akceptorski odeljak. Obino se u PAMPA testovima kojima se simulira permieaist kroz
kozu donorski odeljak postavlja iznad akceptorskakp da se difuzija odvija u smeru
delovanja sile Zemljine teze. U drugim PAMPA modei polozaj donorskih i
akceptorskih odeljaka moze biti i obrnut. Nakonubé&cije, donorski i akceptorski odeljci
se razdvajaju i odielje se sadrzaj ispitivane supstance u oba odelpkdaznom rastvoru.
Inkubacija se vrSi obno 4-7 sati (uz konstantno kkanje PAMPA “sendwia”) ili 24-40
sati (bez mtkanja PAMPA “sendwia”).**"**°Osim permeabilnosti, PAMPA testovima se
moze proceniti i retencija u veskaj membrani, Sto je od posebnog &@a za jedinjenja

koja su namenjena za lokalnu primenu na kozi.

Donorski odeljci

Pravac | TIOO OO vestatka membrana
difuzije

Slika 25. Ispitivanje permeabilnosti primenom PAMPA testova

Prvi PAMPA model primenjen za procenu permeabiingsdinjenja kroz kozu su
predlozili Ottaviani i saradnici i predstavlja smaesilikonskog ulja i izopropilmiristats.’
Pre pojave ovog PAMPA modela, silikonsko ulje jei&®eno kao jednostavna membrana u
in vitro testovima perkutane apsorpcif&'*? Izopropilmiristat je kori§en kao veSika
membrana u rotirajiim difuzionim ¢elijama’* jer njegova amfifilna svojstva mogu da na
jednostavan n#n simuliraju lipide koze. U ovoj studiji je ispita mogiénost primene
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izopropilmiristata, silikonskog ulja i njihovih s$& u razkiitim odnosima kao ve&tke
membrane u PAMPA testovima i uieno je da smesa silikonskog ulja i izopropilmiriata
u odnosu 70:30 (v/v) daje najbolje slaganje saltatmna za permeabilnost kroz humanu

kozu.

Sinko i saradnici su primenili smeSu certramiddgsierola i stearinske kiseline kao
PAMPA model za procenu permeabilnosti kroz k62d>° Certramidi su sintetski analozi
ceramida. U prvoj studiji ove grupe autora, ispijanuticaj koncentracije certramida i
duzine alkil niza u nepolarnom delu na permeabilnagrofloksacina, nifedipina i
verapamild™® Utvrdeno je da sa povenjem koncentracije certramida u smesi sa
holesterolom i stearinskom kiselinom dolazi do sp@aja permeabilnosti jedinjenja, pri
¢emu je permeabilnost najniza kada je sadrzaj eeidieau vestékoj membrani 100%. Ovi
rezultati ukazuju na neophodnost prisustva pressthte komponente (holesterola i
stearinske kiseline) u vest®] membrani. Najbolje slaganje sa permeabitno&roz
humanu kozu ispitanu u Francovoj difuziortejiji je pokazao PAMPA model koji sadrzi
60% certramida, 20% holesterola i 20% stearinsgelikie. Certramidi koji su kok&ni su
C8-C16 (sa dva alkil niza u nepolarnom delu, C8L6); C8-C18, C12-C12, C12-C16 i
C12-C18*°

1.5.6. Bioparticiona micelarna hromatografija

Bioparticiona  micelarna  hromatografija  (eng.Biopartitioning  micellar
chromatographyBMC) predstavlja oblik reverzno - fazne&e hromatografije u kojoj se
kao mobilna faza koristi rastvor surfaktanta izraiticne micelarne koncentracie®**°
Monomeri surfaktanta se adsorbuju na stacionarmau, fa retencija zavisi od interakcija
supstance sa monomerima na stacionarnoj fazi ilamwe u mobilnoj fazi (Slika 26).
Surfaktanti koji se koriste u BMC mogu biti katjdgnsanjonski, cviter-jonski i nejonski.
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Slika 26. Interakcije koje ostvaruju supstance u BMC sist&fhu

Pri izvadenju BMC eksperimenata vazno je vodituaa o udelu organskog rastuéaa
dodatog u mobilnu fazu. Dodatak organskog raste@assnanjuje polarnost mobilne faze i
utice na koléinu monomera adsorbovanog na stacionarnu fazu.dPoga, dolazi do
promene kriitne micelarne koncentracije i agregacionog brojéag&tanta (broj monomera
surfaktanta koji obrazuju micelu). Kada sedaredreéeni procenat organskog rastvsaa
dolazi do raspada micela i tada BMC sistem prelajpn - par reverzno - faznudteu
hromatografiju (RP-HPLC), u kojoj dominiraju jonpar interakcije izméu monomera
surfaktanta i ispitivanih supstanci. Najjednostfivest kojim se ispituje prisustvo micela u
smeSi sa organskim rastvéem je test merenja mase 50 kapi. Ovaj test se zasra
¢injenici da 50 kapi smeSe u kojoj su prisutne neideha véu masu od istog broja kapi

smese u kojoj je doslo do raspada micéla.

BMC sistemi koji najbolje simuliraju fizioloSke usle u koZzi i koji se koriste za
procenu permeabilnosti jedinjenja kroz kozu podmaevaju upotrebu 0,04 M rastvora
Brij35 (nejonski surfaktant) pri pH = 5,5 i tempenai kolone podeSenu na 3656.
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Martinez-Pla i saradnitd* su ispitivali retenciono ponasanje 43 jedinjemzlititih fizi cko-
hemijskih osobina u ovom BMC sistemu. PredlozeniABRmodel (eng Quantitative
Retention-Activity Relationship obuhvata BMC retencioni parametar lggk i
temperaturu topljenja. Retencioni parametar gpglkzavisi od hidrofobnih, elektrostakih

i sternih osobina ispitivanih jedinjenja, a tempera topljenja od sposobnosti supstance da
formira vodonéne veze. Dobijeni QRAR model bi mogao da se kodstipreduianje
permeabilnosti kroz kozu jedinjenja za koja nisstdpni odgovarajti literaturni podaci.
Ista grupa autora je u kasnijoj studiji primenilaap QRAR model za preddanje
permeabilnosti nesteroidnih lekova i lidokaina kio@zu u zavisnosti od razitih pH
vrednosti (pH = 3,5 - 8)°> Martin-Biosca i saradnici su primenili modifikacipvog BMC
sistema (kori&n je opseg pH vrednosti od 7,4 do 7,7) u ciljudpidanja permeabilnosti
kroz korneu:®

1.6. IN VIVO ISPITIVANJE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOSTI
GLUKOKORTIKOIDA ZA PRIMENU NA KOZ|

Sinteza sve \@g broja glukokortikoida od druge polovine dvadegeteka do danas
je uticala na razvoj velikog broja vivo testova koji se koriste za procenu lokalne
antiinflamatorne aktivnosti glukokortikoida za penmu na kozi (Tabela 3). Ovi testovi se
zasnivaju na pkgenju neimunoloskog inflamatornog odgovora na egaogeedijator
inflamacije u prisustvu i u odsustvu ispitivanogikgdkortikoida. Pored toga, koriste se i
imunoloski testovi, testovi ponda kojih se procenjuje antiproliferativni efekat
glukokortikoida, a primenjuju se i neki komparaiivnodeli bolesti un vivo ispitivanjima

na ljudima®®*
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Tabela 3. In vivo testovi koji se koriste u proceni antinflamatorraktivnosti

glukokortikoida

Zivotinjski modeli Humani modeli
Neimunoloski inflamatorni modeli Neimunoloski inflamatorni modeli
Test eritema izazvanog krotonskim uljem Test eritema izazvanog
Kantaridin test _ krotonskim uljem i kerozinom
Test eritema izazvanog UV Zenjem Test eritema izazvanog UVeemem

Test eritema izazvanog pirogenima

Imunoloski inflamatorni modeli Modeli lesti

Test preosetljivosti Ispitivanje psorijatiih naslaga
Test iritacije otrovnim brSljanom

Ispitivanje antimitotske aktivnosti Ispitivanje nezeljemiefekata

Model@ hiper_plazija Testovi atjefi
Model! atrofije . Amonijum hidroksid test
Modeli zarastanja rana . .
Testovi istanjivanjatratum corneura
Testovi akni
Ispitivanja sistemskih efekata

S druge strane, test izbeljivanja kozeskin blanching test) je jednostavan i
neinvazivan test za procenu efikasnosti glukokoitia za primenu na kozi. Test se zasniva
na sporednom vazokonstriktornom efektu glukokortikakoji dovodi do izbeljivanja koze
na mestu primene, a efikasnost primenjenog glukidmda je direktno srazmerna stepenu
izbeljenosti kozé®>!*®Utvrdena je i korelacija izmi1 stepena izbeljivanja koze i Klitkie
efikasnosti glukokortikoidih preparaf4*®® a rangiranje prema potentnosti glukokortikoida
i glukokortikoidnih preparata za lokalnu primenu kezi se vrSi na osnovu rezultata ovog
testa.
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1.7. RACIONALNO DIZAINIRANJE GLUKOKORTIKOIDA -
MOLEKULSKI  DOCK/ING | PROCENA AFINITETA ZA
GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR

Metoda uklapanja(Molekulski docking podrazumeva kompjutersku simulaciju
interakcije liganda sa ciljnim molekulom definisatredimenzionalne strukture. Metod
podrazumeva niz pokusaja da se ispitivano jediajenjazl€itim polozajima (prostornim
orijentacijama) veze za odieni deo ciljnog molekula, sa zadatkom da se predvid
najverovatnija interakcija — sa iZzianatom najmanjom energijom vezivanja. Postoje dva
pristupa koji se mogu primeniti pri ispitivanju @mnaikcija izméu ispitivanog jedinjenja i
cilinog makromolekuladockingkrutih struktura (rigidnidocking i fleksibilni docking®®®
Kada se primenjuje rigidrdocking,broj stepeni slobode ispitivanog jedinjenja jearten
na Sest, dok se u fleksibilnomhockingu broj stepeni slobode paiava, Sto ima za
posledicu i véi broj kompjuterskih pror&una. Prilikom izvdenja docking studija
primenjuju se algoritmi gearch algorithms pomaiu kojih se vrSi odabir optimalne
orijentacije ispitivanog jedinjenja pri interakcga ciljnim makromolekulom, a primenjeni
algoritmi se zasnivaju na funkciji procersegring functiof, kojom se procenjuje koliko je
energetski povoljna oddena orijentacija ispitivanog molekut?. Od docking studija se
otekuje da daju odgovore o strukturi kompleksa igpitb jedinjenje - ciljni
makromolekul, stabilnosti kompleksa (koja se izva@greko molekulsko-mehatki ili
kvantno-mehanriki izracunate energije vezivanja) i mutacijama proteinsiegeptora koje
bi mogle dovesti do stabilnijeg kompleksa.¢mast predwianja interakcije ispitivano
jedinjenje - ciljni makromolekul zavisi od viSe taka, kao Sto su kvalitet trodimenzionalne
strukture ciljnog makromolekula, konformacione sldb prilikom izvaenja docking
simulacija, simulacije efekata rastv&a okruzenja, funkcije procene i drugih faktorgi ko

se odnose na metodologiju molekulsktmgkinga! ">

Glukokortikoidni receptor (GR) se sastoji od tragha domena: N-terminalni domen,

centralni deo (vezuje se za DNK) i C-terminalni deo koji se vezuju ligandi i koji
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predstavlja ciljno mesto pri préavanju interakcija ligand - GR. C-terminalni domss
sastoji od oko 250 aminokiselina koje formiraju dlifa-heliksa. Region za koji se vezuju
glukokortikoidi je okruzen heliksima 3, 6 i 7. Hlesimentalni rezultati pokazuju da je ovaj
region priléno fleksibilan u interakciji sa ligandima2™*’* Docking studije na GR se
uglavnom vrSe uz upotrebu rigidne strukture reagptiobijene kristalografskim studijama
(rigidni docking, dok se fleksibilnidocking pokazao kao bolji izbor u siaju odréenog
broja jedinjenja koja su aktivna, ali ne mogu dauséope u GR primenom rigidnog

dockinga!”™

Dokazano je da je afinitet za GR od &aja za klinéku efikasnost®i neZeljene efekte
glukokortikoidal’"*"® 1zvesne strukturne modifikacije zfno uttu na afinitet
glukokortikoida za GR: uutenje fluora u polozaj G6 i/ili C9a, uvodenje acetonida u
polozajeCl6a i C17a, esterifikacija C1@ OH grupe i strukturne promene u @G1Focnom
nizu. OpSte pravilo je da posenje zapremine do odiene mere supstituenata na
polozajima Cl@ i C17 dovodi do povéanja afiniteta za GRDokazano je i da afinitet za
GR jedinjenja koja zadovoljavaju osnovne zahtevgla&okortikoidnu aktivnost zavisi od
deskriptora koji opisuju molekulske dimenzije, k&bo su molekulska zapremina,

molekulska masa i Konolijeva povrsihd:*8!

1.8. FORMIRANJE, PROCENA KVALITETA | VALIDACIJA QSR R,
QSPR | 3D-QSAR MODELA

Proces formiranja modela koji prikazuju kvantitaiiodnos strukture i retencije (eng.
Quantitative structure — retention relationshiQSRR), strukture i osobina (eng.
Quantitative structure — property relationshiQSPR) i strukture i aktivnosti (en8D
Quantitative structure — activity relationshiBD-QSAR) modela se moze podeliti u tri
faze. Prva faza podrazumeva taraavanje molekulskih deskriptora. Druga faza
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predstavlja formiranje modela primenom odgovarajistatisitke metode, kao Sto je

182,183

multipla linearna regresija (engMultiple Linear Regression,MLR), metoda

182-184
)

parcijalnih najmanjih kvadrata (enBartial Least Square Regressid?L.S) veStake

185,186 jli klasifikaciona i

neuronske mreze (endArtificial Neural Networks ANN)
regresiona stabla (engassification and regression trad§’*#Cilj svake od ovih metoda
je da se pronde veza izméu zavisnih varijabli (molekulski deskriptori iznanati u prvoj

fazi) i odretene osobine jedinjenja (npr. bioloSka aktivhosgntatografska retencija...).
Treca faza je validacija modela i podrazumeva procemmguinosti primene formiranog

modela u preddianju analizirane osobine jedinjenja.

1.8.1. Izbor molekulskog seta podataka

Broj jedinjenja na kojima se sprovodi QSPR, QSRRBI-QSAR analiza bi trebalo da
bude optimalan, iz prakiih razloga ne suviSe veliki, ali ni suvise makkk bi se dobio
pouzdani model. Pre formiranja modela neophodncege set podeliti na dva podseta:
trenig set i test seflrening set predstavlja grupu jedinjenja koja slaze formiranje
modela, a test set sluzi za procenu sposobnostividenja ispitivane osobine novih
jedinjenja. Broj jedinjenja koja ulaze u sastawning seta takde treba da bude optimalan.
Ako je suviSe veliki, trening set bi mogao da sastéruje i podeli na nekoliko manjih
setova. Ako je suviSe mali, moze &odo formiranja nepouzdanog modela usled
pronalazenja sltajne korelacije izmdu zavisne i nezavisnih varijabli ili do preteranog

prilagaiavanja modela jedinjenjima u trening seuefitting).**°
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1.8.2. Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptori se mogu definisati kao ré¢atlmatematike procedure koja
vrSi prevalenje informacija o molekulskoj strukturi u nunide vrednosti koje
predstavljaju odmenu osobinu molekula (teorijski deskriptori). Porgdorijskih
deskriptora, koriste se i eksperimentalni deskriptkoji se dobijaju kao rezultat
eksperimentalnog postupka. lzsmati ili eksperimentalno dobijeni deskriptori moga
koristiti za bolje razumevanje odienih osobina molekula ili za formiranje modela koji

se neka osobina moze predvideti za druge molekule.

Osim podele na teorijske i eksperimentalne, mokdkudeskriptori se mogu podeliti i
prema dimenzionalnosti molekulskog predstavljarganalte (OD), jedno-(1D), dvo-(2D),
tro-(3D) i cetvoro-(4D) dimenzionalne. OD deskriptori se dghiji&z formule molekula
(npr. molekulska masa, broj i vrsta atoma...). 1Dkdesori predstavljaju molekul u
obliku skupa molekulskih fragmenata (npr. broj adononora vodokine veze ili broj
amino grupa u molekulu). 2D-deskriptori uzimajuhzio tip vezivanja i interakcije iznde
atoma (npr. Balaban indeks, Wiener indeks...). 30kde®ri se r&unaju na osnovu
trodimenzionalnog oblika molekula (npr. 3D MoRSEskigptori), a 4D deskriptori se

dobijaju iz stereoelektronskog prikazivanja molekilil prikazivanja u formi resetke®

1.8.3. Statistéke metode za formiranje QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela

1.8.3.1. Multilinearna regresiona analiza

Multilinearna regresiona analiza (MLR) je jedna waieXe kori€enih statistikinh
metoda za formiranje QSRR, QSPR i 3D-QSAR modelao@ metode je da se praia
linearna zavisnost iznde zavisne varijable (oddena osobina molekula) i nezavisnih

varijabli (molekulski deskriptori). Pouzdani MLR mheli se dobijaju od relativno malog
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broja odabranih molekulskih deskriptora. Ukolikom@azi od velikog broja deskriptora,
neophodno je pre formiranja modela izvrsSiti njihoselekciju. U ovu svrhu se mogu
koristiti razlicite metode: genetski algorittit, analiza glavnih komponenti (en@rincipal

Component AnalysisPCA)'* ili postupna (eng. tepwis@ multilinearna regresiona
analiza'>**% Primenom postupne MLR, nezavisne varijable segepm jedna dodaju u
model. Dodate varijable se analiziraju nakon svakagka i bivaju zadrzane ili uklonjene
iz modela na osnovu prethodno definisanih kritemgu & to enteri F to remove

kriterijumi).

1.8.3.2. Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata

Metodu parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) uveoHerman Wold 1975. godine za
modelovanje komplikovanih setova podataka koji giudbganizovani u blokove i na koje
nije mogla biti primenjena MLR analiza. PLS omégje analizu podataka koji su
nepotpuni, sa visokom interkorelacijom i velikimofmm promenljivih X, a daje i
moguenost istovremenog modelovanja nekoliko zavisnihmgoljivin Y. U PLS analizi,
zn&aj deskriptora (tj. njegov uticaj na zavisnu vdiijg se procenjuje na osnovu VIP
(Variable Importance in the Projectipnkoeficijenta. Molekulski deskriptori sa VIP
vrednosu vetom od 1 su najzrajniji, molekulski deskriptortija je VIP vrednost izmiu
0,51 1 imaju manji uticaj, a za molekulske destaip ¢ija je VIP vrednost manja od 0,5 se
smatra da su bez zmgnog uticaja na zavisnu varijabit?**” Molekulski deskriptori sa
najnizim VIP vrednostima se sukcesivno uklanjajuPkES modela dok se ne dobije
optimalni PLS model. PLS s&sto interpretira i kao projekcija na latentne lgtite (eng.

Projection to Latent Structurgs®®
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1.8.3.3. VesStéke neuronske mreze

Vestake neuronske mreze (ANN) predstavljaju kompjutergkegrame koji vrse
obradu podataka na ¢ia slican obradi podataka ¢éovekovom mozguOsnovna gradivna
jedinica vest&kih neuronskih mreza je neuron. Svaki neuron in@g &Zinski ulaz (eng.
weight inpu}, prenosnu funkciju (engransfer functiofi izlaz (eng.outpu). Ulazni signali
(eng.inputy su pomnoZeni tezinskim vezama (ecgnnection weighjs prvo se sabiraju,
nakon ¢ega prolaze kroz prenosnu funkciju i na kraju stjaoutput za taj neuron.

Prenosna funkcija daje nelinearni karakter mre&iese se koristi sigmoidalna funkcija.

Jedan od nag&e korigenih tipova neuronskih mreza su viSeslojni percept(eng.
Multilayer PerceptronsMLP) (Slika 27). Ovaj tip mreze se sastoji oddioja: ulaznog,
skrivenog (jedan ili viSe slojeva) i izlaznog slojdlazni sloj¢ine nezavisne varijable
(molekulski deskriptori), a izlazni slogini zavisna varijabla (odgovarda osobina
molekula). U svakom sloju ima nekoliko neurona,eanoni susednih slojeva su povezani
vezama koje podsaju na sinapse. daa veza izméu neurona se naziva tezina. S obzirom
na to da je prenos signala jednosmeran (od ulaz&ldpa), MLP spada u viSeslojne
nerekurentne mreze (engulti Layer Feedforward NetworksU viSeslojnim rekurentnim
mrezama (engMulti Layer Feedback Networksizlazni neuroni su povezani sa ulaznim,

&ime se informacija vi& nazad u mrei?

Pre formiranja odgovarajin ANN modela, sva jedinjenja se moraju podelitiriu
grupe: trening set, verifikacioni set i test saerling set se koristi za formiranje modela, a
verifikacionim setom se prate performanse mrezeocgs njenog treniranja kako bi se
spretilo pretreniranje gverfitting). Pretreniranje mreze dovodi do formiranja modeljaje
previSe prilagden trening setu, pa je usled toga smanjena sposblipnedvidanja tako

formiranog modela. Test set se koristi za nezavoueru kvaliteta kreirane mreze.
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Slika 27.ViSeslojna nerekurentna mréZa

1.8.4. Validacija QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela

Validacija QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela predstapliaces kojim se proverava
kvalitet i sposobnost predianja formiranih modela. Statigki parametri koji se
izracunavaju u cilju validacije formiranih modela su REES (eng.Root Mean Square
Error of Estimatio), RMSEP (engRoot Mean Square Error of PredictipriR? (koeficijent
determinacije formiranog modela), F-odnos, p-vrednimterni validacioni parametar’Q
(koeficijent korelacije izméu predvidenih i eksperimentalno odtenih vrednosti zavisne

varijable jedinjenja test seta) i eksterni validetiparametar Rps vs pred

RMSEE i RMSEP predstavljaju greSke pretdnja modela. RMSEE se iztanava za
trening set, dok se RMSEPCtma za test set i verifikacioni set (ANN modeli)tést set
(MLR i PLS modeli).
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Q? je interni validacioni parametar. Iztenava se primenorfeave-one-out(LOO)
ukrStene validacije u kojoj se svako jedinjenjenitng seta eliminiSe po jednom, a od
ostalih jedinjenja se formira model. Vrednost zaeisvarijable eliminisanog jedinjenja
(njegova bioloSka aktivnost, retencija u hromatégkam sistemu, permeabilnost kroz
veStgku membranu ili druga osobina) se preidviprimenom tako formiranog modela.
Procedura se ponavlja dok sva jedinjenja iz tresigiga ne budu eliminisana po jednom i

vrednosti njihovih zavisnih varijabli predigne tako formiranim modelinfd>?* @7 se

izracunava primenom jeddae (1). U ovoj jednéni, \_(training je srednja vrednost zavisne
varijable za jedinjenja koje formiraju trening seok je Yous(waining) €KSperimentalno
dobijena vrednost zavisne varijable za jedinjenjaaning seta. Smatra se da QSRR, QSPR
i 3D-QSAR modelkija je @ vrednost véa od 0,5 imaju dobru négpredvitanja’®®®’

Visoke vrednosti ®se danas ne smatraju dovoljnim kriterijumom u prodkvaliteta
formiranog modeld®®?%? (7 je statistéki parametar koji omoguje procenu sposobnosti
predviianja QSRR, QSPR i 3D-QSAR modela za jedinjenja kojsslEna jedinjenjima
koja pripadaju trening setu. Za procenu sposobipostivitanja modela za jedinjenja koja
se u odréenoj meri strukturno razlikuju od jedinjenja izrineg seta, koristi se parametar
R%bs vs pred Roobs vs predj€ €ksterni validacioni parametar koji s&uaa prema jedrini

(2)7% U jednaini (2), Yobstesnj€ €ksperimentalno odtena vrednost zavisne varijable

jedinjenja iz test seta, & wraining J€ Srednja vrednost zavisne varijable jedinjenjgako

formiraju trening set. Za QSRR, QSPR i 3D-QSAR niedga je vrednost Rypsus predVE&Ca

od 0,5 se smatra da imaju dobru sposobnost pteaja’®*>

PRESS (eng.Predicted Residual Sum of Squargsdna&ina (3)) se koristi za

izratunavanje © i RZbs vs pred | predstavlja sumukvadrata razlike eé(zi)) izmedu

eksperimentalno oddenih i preduienih vrednosti zavisne varijable jedinjenja iz tngn
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2
Z (Yobs(training) =Y training )

R? obsvspred = 1— PRES_S ~ (2)
Z (Yobs(test) - Ytraining)
PRESS=Y " €
Zi =1e(l) 3)

Pored visokih vrednosti parametar@i@obsvs pred formirani model bi trebalo da bude
okarakterisan i visokom vrednas koeficijenta korelacije r iznd predvidenih i

eksperimentalno oddenih vrednosti zavisne varijable jedinjenja teshse

F-odnos sluzi za procenu statike zn&ajnosti formiranin QSRR, QSPR i 3D-QSAR
modela, dok p-vrednost predstavlja nivo vaznostidResa. Modeltija je p-vrednost niza

od 0,05 se smatraju statidi znazajnim %
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2. CILJ RADA



Ciljevi ove doktorske disertacije su:
» Dizajniranje amida kortienskih kiselina.

* lzbor aminokiselina kojec¢e biti upotrebljene za sintezu amida

kortienskih kiselina na osnovu rezulta@ackingstudija.

* Formiranje matematkog modela za procenu afiniteta dizajniranih

jedinjenja za glukokortikoidni receptor.
» Sinteza amida kortienskih kiselina.
» Perjodna oksidacija glukokortikoida do kortienskikelina.

* Sinteza amida kortienskih kiselina primenom kuplifjureagenasa i

izbor postupka koji daje najbolji prinos finalnihgzvoda.

* Pre&iséavanje novosintetisanih  amida primenom preparativne
hromatografije na gravitacionoj koloni i preparagvTLC i utvdivanje

stependistoce primenom hromatografskih tehnika (TLC i HPLC).

» Potvrda hemijske strukture sintetisanih jedinjengalreiivanjem
temperature toplijenja i primenom spektroskopskihtoae (UV-
spektroskopija, ATR-FTIR  spektroskopija,'H i C-NMR
spektroskopija, MS-MS i MS-TOF).

» Ispitivanje  osnovnih  fizikko-hemijskih i biofarmaceutskih  osobina

novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

» Odretivanje particionih koeficijenata oktanol/voda (I9gPrimenom
konvencionalneshake-flaskmetode i izbor optimalne RP-TLC metode

za procenu lipofilnosti i preddanje logP ovih derivata.

* Procena permeabilnosti i retencije u kozi primenonvitro tehnika

(PAMPA i bioparticiona micelarna hromatografija).
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* Formiranje QSPR i QSRR modela u cilju identifikacfunkcionalnih
grupa najzné&ajnijih za permeabilnost i retenciju u kozi.

» Ispitivanje bioloSkih osobina novosintetisanih aakartienskih kiselina.

* Ispitivanje lokalne antiinflamatorne aktivnosti istemskih nezeljenih
efekata primenom testa inhibicije edema izazvanmgokskim uljem

na uhu pacova.
* In silico procena metabolizma sintetisanih derivata.

 3D-QSAR analiza u cilju identifikacije farmakoforaa najvéim

uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO



3.1. OPSTI PODACI

3.1.1. Reagensi i rastvaré
» Hidrokortizon, 98% (Alfa Aesar, Karlsruhe, Netka)
* Prednizolon, > 98% (Tokyo Chemical Industry, Tokyapan)
» Metilprednizolon, > 98% (Tokyo Chemical Industiykyo, Japan)
* Deksametazon, > 99% (Tokyo Chemical Industry, Tokiapan)
* Betametazon, > 98% (Tokyo Chemical Industry, Toklapan)
» ortoperjodna kiselina, p.a. (Carlo Erba, Rodaraiijdi)
* Destilovana voda
* N,N’-dimetilformamid, DMF, 99,8% (Sigma Aldrich, &hheim, Nemé&ka)
» Hloroform, 99% (Fisher Scientific, Loughborough,|li¥ea Britanija)
* Metanol, p.a. (Avantor Performance Materials, GtsyiPoljska)
» Tetrahidrofuran, THEz> 99,9% (Fluka, Neu-Ulm, Nenika)
» Glacijalna siéetna kiselina, p.a. (Sigma Aldrich, Steinheim, Nékaa

* 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid, EDC; 98% (Across Organics, Geel,
Belgija)

* N,N’-dicikloheksilkarbodiimid, DCCz 99% (Sigma Aldrich, Steinheim, Netta)

* N-hidroksibenzotriazol, HOBt 97% (Sigma Aldrich, Steinheim, Netika)
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Trietilamin HPLCC¢istoce, TEA (Fisher Scientific, Loughborough, Velika @nija)
Metil estar L-glicin hidrohlorida, 99% (Sigma Aldh, Steinheim, Nent&a)

Metil estar L-alanin hidrohloridg; 98% (Tokio Chemical Industry, Tokyo, Japan)
Etil estar-alanin hidrohlorida, 98% (Across Organics, Gedlgga)

Etil estar L-glicin hidrohlorida, 99% (Across Orgesy Geel, Belgija)

Metil estar L-fenilalanin hidrohlorida, 98% (Acro€sganics, Geel, Belgija)

Silikagel za preparativhu hromatografiju na grasitaoj koloni, 0,063 — 0,200
mm, (Merck, Darmstadt, Nerdlea)

Silikagel za preparativnhu tankoslojnu hromatoguafifluka, Neu-Ulm, Nemia)
Acetonitril HPLC¢isto¢e (Sigma Aldrich, Steinheim, Nertia)

Dejonizovana voda (TKA sistem za pigavanje vode, Niederelbert, Netha)
n-oktanol, p.a. (Fluka, Neu-Ulm, Netia)

Silikonsko ulje DC200 (Fluka, Neu-Ulm, Netia)

Izopropilmiristat,> 95% (Fluka, Neu-Ulm, Nent&a)

n-heksan 95% (Fisher Scientific, Loughborough, kéeBritanija)
Natrijum-dihidrogenfosfatnonohidrat, p.a. (Merck, Darmstadt, Nefika)
Dinatrijum-hidrogenfosfat, p.a. (Merck, Darmstademaka)

Dimetilsulfoksid, DMSO > 99,9%(Sigma Aldrich, Steinheim, Nenika)

Polioksietilen(23) lauril etar, Brij 35 (Sigma Aldh, Steinheim, Nenika)
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» Krotonsko ulje (Sigma Aldrich, Steinheim, Netka)

« Aceton, p.a. (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

3.1.2. Oprema

* NMR BRUKER AVANCE Il DMX 500 (Bruker Biospin GmbHRheinstetten,

Nemaka)
« NMR BRUKER AVANCE Il 400 (Bruker Biospin GmbH, Rhestetten, Nem#ka)

* ATR-FTIR spektrofotometar Nicolet iS10 (Thermo Hsl&cientific Inc., Madison,
WI, SAD)

» ATR modul SMART iTR sa dijamantskim kristalom
= OMNIC 8.0 program

» Tecni hromatograf spregnut sa masenim detektorom zmécimasa Agilent 6210
Time-of-Flight (Agilent Technologies, Palo Alto, CSAD)
» te¢ni hromatograf Agilent Technologies 1210
= program Agilent MassHunter Workstation Software

= program Analyst QS

e UHPLC-MS-MS aparat — tmi hromatograf spregnut sa triplkvadripolskim
masenim detektorom (Thermo Fisher Scientific IMadison, WI, SAD)
» UHPLC teni hromatograf ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc
Madison, WI, SAD)

» triplkvadripolski MS-MS detektor TSQ Quantum AcceB$AX
(Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD)

» program TSQ EZ Tune version 2.3.0.1206 SPI
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= program Xcalibur 2.1.0.1139

« HPLC aparat Dionex Ultimate 3000 (Thermo FishereBific, Germering,

Nemaka)

= Dionex Ultimate 3000 kvaternerna pumpa
= Autosempler

= DAD detektor

= Chromeleon 7 softver

» Kolona Zorbax Eclipse Plus C18 250 x 4,6 mm; dgtancestica 5 um (Agilent
Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

» Kolona Zorbax Extend-C18 150 x 4,6 mm; dijametastica 5 um (Agilent
Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

» Kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 100 mm x 4,6 mm; diggar cestica 3,5 um
(Agilent Tachnologies, Palo Alto, CA, SAD)

« Analiticka vaga Adventuré'-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, SAD)
« Magnetna mesalica Tehtnica Rotamix SHP-10 (Zeléz8lkvenija)
« Rotacioni vakuum upariveROTAVAPOR-R (Biichi, Svajcarska)

 Aparat za odrdéivanje temperature toplienja Boetius PHMK 05 (Raép

Nemaka)
« UV lampa UV-CABINET Il (Camag, Svajcarska)
* Reverzno-fazne C18 silika gie za TLC (Merck, Darmstadt, Nettia)

 Analiticka vaga METLLER (Zirich, Svajcarska)
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Vibraciona mesSalica Kinetor-m (Elektromedicina, lhljana, Slovenija)
Ultrazvieno kupatilo USK (EI NiS, NiS, Srbija)

Centrifuga (Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Netka)

TKA sistem za pré&iS¢avanje vode (Niederelbert, Netka)

Hidrofobne PVDF mikrofiltracione pte MultiscreenlP Filter Plate0,45 pm
(Millipore Corporation, Bedford, MASAD)

pH metar Radiometer model PHM 240 pH/ION-meter (Baeter, Kopenhagen,
Danska)

Vibraciona mesSalica Kinetor-m (Elektromedicina, liljana, Slovenija)

3.1.3. R&unarski programi

Chem3D Ultra 9.0.1 program (CambridgeSoft Corporgti 2005,

http://www.cambridgesoft.com)

Autodock v4.2 (The Scripps Research Institute, Laolla) CA,
http://autodock.scripps.edu/)

MarvinSketch 6.2.1 (ChemAxon, 2014, http://www.claon.com)

UCSF Chimera vl (Resource for Biocomputing, Visatlon, and Informatics,

2006, http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

Swiss-PDBViewer v4.1 (Swiss Institute of Bioinfortiea, 2012, http://spdbv.vital-
it.ch/)
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3.2.

Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, 2010ttp://www.microsoft.com)

MarvinSketch 5.1.3. (ChemAxon, 2008, http://www.etaxon.com)

Dragon 6.0. (TALETE srl, 2010, http://www.talete.it)i

STATISTICA softver sa neural network modulom (StatSoft Inc., 1998,

http://lwww.statsoft.com)

SIMCA P+ 12.0 program (Umetrics AB, 2008, http://wwmetrics.com)

STAT for Windows 7.0
Metabolizer (ChemAxon, 2014, http://www.chemaxomgo

Pentacle 1.0.7. (Molecular Discovery Ltd, 2009p fittvww.moldiscovery.com)

DIZAJNIRANJE  AMIDA  KORTIENSKIH KISELINA
ANTIINFLAMATORNIH STEROIDA

3.2.1. Izbor jedinjenja zadocking studije

Jedinjenja na kojim&e biti izvedenedocking studije su amidi kortienskih kiselina i

aminokiselina. Odabrane kortienske kiseline suvaérihidrokortizona, prednizolona i

metilprednizolona. Kako bi se ispitao uticajébhog niza amida kortienskih kiselina na

vezivanje za receptor, izabrane su aminokiselireld@®nog niza (L-glicin), sa &vastim

(L-alanin) ili linearnim -alanin) b&nim nizom, sa polarnom grupom udnom nizu (L-

serin) i aromatine aminokiseline (L-fenilalanin i L-histidin). Odame aminokiseline su u
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obliku metil ili etil estara. Esterifikacijom karksilne grupe aminokiselina poteva se
lipofilnost amida, Sto bi trebalo povoljno da detina bioraspolozivost ovih derivata.
Kombinacijom navedenih kortienskih kiselina i ankiselina dobijeno je 18 derivatdje

je vezivanje za glukokortikoidni receptor ispitgmemenomdockingstudija i upordeno sa
vezivanjem koje ostvaruju deksametazon i kortieriggalina iz prednizolona (neaktivni i

netokséni metabolit).

3.2.2. lzvalenje docking studija

Docking studije su izvedene upotrebom programa AutoDocR 34 3D koordinate
kristalografske strukture kompleksa deksametazogiukokortikoidni receptor koji je
upotrebljen u ovom ispitivanju preuzete suBmokhaven protein data bar(lPDB code:
1m2z)}"? Glukokortikoidni receptor je dimer, a swbcking ispitivanja izvedena su na
lancu A. Slobodna struktura glukokortikoidnog retoep izolovana je iz navedenog
kompleksa uz pomioprograma UCSF Chimera, a nedostajdelovi aminokiselinskih
lanaca iz kristalografske strukture rekonstruisau primenom programa Swiss-
PDBViewer. Strukture testiranih jedinjenja su optimizovane he@3D Ultra 9.0.1.

programu primenom AM1 semiempirijske kvantno-hekdjsetod&®®

U cilju pripreme, izvdenja i analize docking simulacija, GUI program
AutoDockTools (ADT) je upotrebljen. Lamarkianov @ski algoritam (LGA) je
primenjen za pretragu energetski najpovoljnijih fkomera. Tokomdocking simulacija,
najvise 100 konformera svakog jedinjenja je anaim. Napravljena je koordinatna x, vy, z
mreza dimenzija 40 x 40 x 40¢tka, sa razmakom izrhe tasaka od 0,375 A, i centrirana
je u centru mase katalikog dela ispitivanog receptora. \i@hia populacije podeSena je na
150, sa sléajnim izborom individua. Maksimalni broj energetskiror&una podeSen je na
2500000, maksimalni broj generisanja konformacga2i@000, pricemu je broj prezivelih
individua ogranien na 1, uz brzinu mutacija od 0,02, brzinu rekemabija na 0,8,

translaciju od 2 A, kvaternion od %0 torzioni ugao od 50 lzvedeno je 100 LGA
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prorasuna, sa tolerancijom u klasteru od 2 A, eksternarargijom mreze od 1000,0,
maksimalnom inicijalnom energijom od 0,0 i maksimiad brojem ponavljanja od 10000.
Validacija metode izvedena je ponovnim uklapanjeadd@ckingom) konformacije liganda
(deksametazona) izdvojene iz kristalografske stimekt kompleksa u 3D strukturu
glukokortikoidnog receptora, a dobijena RMSD vrestnod 0,60 A potwvtuje uspedno

predvidanje metode.

3.2.3. Procena afiniteta za glukokortikoidni recepbr

U cilju formiranja modela koji bi mogao da se ugdirza procenu afiniteta odabranih
amida kortienskih kiselina za glukokortikoidni reter (GRA), formiran je strukturno
heterogeni set steroidnih derivata sa glukokortikom aktivno8u. Eksperimentalno
odretene vrednosti GRA ovih jedinjenja preuzete su terditure->'02177180,181,206-213
Afinitet ovih jedinjenja je izrazen kao relativnaednost GRA u odnosu na deksametazon
(rGRA), ¢ija je rGRA vrednost 100, a Van der Waals-ove zajime su izrédunate u

programu MarvinSketch 6.2.1.
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3.3. SINTEZA KORTIENSKIH KISELINA | AMIDA KORTIENSK  IH
KISELINA

3.3.1. Priprema rastvora ortoperjodne kiseline

Ortoperjodna kiselina (690 mg) se rastvori uz blaggrevanje u destilovanoj vodi,
kvantitativnho prenese u odmerni sud od 5 ml i doplenoznake destilovanom vodom. Od

dobijenog rastvora uzima se 2,24 ml za perjodnidakgu glukokortikoida.

3.3.2. Sinteza kortienskih kiselina - opSta procedsa

Kortienske kiseline su sintetisane iz odgovati&juglukokortikoida (hidrokortizon,
prednizolon, metilprednizolon, deksametazon i betazon) perjodnom oksidacijom
prema literaturnoj proceduft* Glukokortikoid (0,68 mmol, 1 ekvivalent) se rastvo
(hidrokortizon, prednizolon, metilprednizolon i deknetazon) ili suspenduje
(betametazon) u THF (5,6 ml), nakéega se u kapima dodaje rastvor ortoperjodne kiselin
(1,36 mmol, 2 ekvivalenta). Reakciona smeSa se me&abnoj temperaturi (5 h) i uparava
do suva pod snizenim pritiskom. Suvi ostatak s@enuduje u vodi i profiltrira, a dobijeni
talog se ispira nekoliko puta vodom i su$i u vakuugy®C, 2 h). Strukture

glukokortikoida korigenih za sintezu kortienskih kiselina su prikazadaheli 4.
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Tabela 4. Strukture glukokortikoida korégnih za sintezu kortienskih kiselina

Glukokortikoid X R R R,
Hidrokortizon -C-C- -H -H -H
Prednizolon -C=C- -H -H -H
Metilprednizolon -C=C- -CH -H -H
Deksametazon -C=C- -H -F s CHy
Betametazon -C=C- -H -F ~=CH,

3.3.3. Sinteza amida kortienskih kiselina
Jednostepeni postupak (postupak Aj'° - opsta procedura:

Kortienska kiselina (0,14 mmol, 1 ekvivalent) sstvari u DMF (2 ml) na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, dodaju se odgovaejwaminokiselina (0,17 mmol, 1,19
ekvivalent), EDC (40 mg; 0,21 mmol; 1,5 ekvivalengOBt (29 mg; 0,21 mmol; 1,5
ekvivalent) i TEA (38,5 ul; 0,28 mmol; 2 ekvivalant Reakciona smeSa se meSa na sobnoj
temperaturi preko . Nakon toga, reakciona smeSa se uparava do sogaspizenim
pritiskom, ostatak se rastvara u smesi hloroformn@etanola i pré&S¢ava preparativnhom
hromatografijom na gravitacionoj koloni. Mobilnezéa koje se koriste za giécavanje
reakcione smesSe su hloroform/metanol 99:1 (v/v) fAgroform/metanol 98,5:1,5 (v/v) (B)

i hloroform/metanol 98:2 (v/v) (C). Stepetistoce prikupljenih frakcija proverava se
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primenom tankoslojne hromatografije (TLC) i visokkasne téne hromatografije
(HPLC). Nedovoljncociste frakcije se uparavaju do suva, rastvaraju tanwu i ponovo
precis¢avaju primenom preparativne TLC. Mobilne faze kege koriste za preparativnu
TLC su hloroform/metanol/glacijalna &atna kiselina 95:5:1  (viviv) (D) i
hloroform/metanol 95:5 (v/v) (E). Ri&ceni proizvodi se prekristaliSu u smeSi metanola i

destilovane vodéime se dobijaju beli ili bledo sivi kristalni prask.

Dvostepeni postupak (postupak BY - op&ta procedura:

Kortienska kiselina (0,14 mmol, 1 ekvivalent) sstvari u DMF (2 ml). Rastvor se
hladi na ledenom kupatilu. Nakon toga, dodaju seCD@®G8,6 mg; 0,28 mmol; 2
ekvivalenta) i HOBt (29 mg; 0,21 mmol; 1,5 ekvivale SmeSa se hladi na ledenom
kupatilu u toku 1 h, a nakon toga se ostavlja predd na temperaturi koja ne prelazf6.
Odgovarajda aminokiselina (0,14 mmol, 1 ekvivalent) se rastuoDMF (1 ml), doda se
TEA (38,5 pl; 0,28 mmol; 2 ekvivalenta), nakéega se smesa hladi na ledenom kupatilu.
SmeSa kortienske kiseline, DCC i HOBt se profétriru kapima doda u tako pripremljen
rastvor aminokiseline, hladi na ledenom kupatiluoku 1 h i ostavlja preko @b na
temperaturi koja ne prelazi ®. Reakciona smesa se profiltrira i upari na rotaem
vakuum uparivéu. PreiS¢avanje se vrSi primenom preparativne hromatografige
gravitacionoj koloni i preparativne TLC, nadgmaopisan u opsStoj proceduri za jednostepeni
postupak sinteze. Rii€¢eni proizvodi se prekristaliSu u smeSi metanolastidovane vode,

¢ime se dobijaju beli ili bledo sivi kristalni pra®k.
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Prema opStim procedurama sintetisani su sletiivati:

*  metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17-kar boksamido) acetat,
HG — sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiselin@dizokortizona i 21,3
mg (postupak A), odnosno 18 mg (postupak B) metieel. — glicin
hidrohlorida.

*  metil 2-(118,17a—-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-174-kar boksamido)
propionat, HA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
hidrokortizona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 18d(postupak B) metil

estra L — alanin hidrohlorida.

* etil 2-(11817a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-173-karboksamido) acetat,
HEG - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiselingdzokortizona i
23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupagtBgstra L — glicin
hidrohlorida.

o el 3-(11817a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-17 -kar boksamido)
propionat, HEA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
hidrokortizona i 26,1 mg (postupak A), odnosno 28 (postupak B) etil

estra3 — alanin hidrohlorida.

*  metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-174-kar boksamido)-3-
fenilpropionat, HF - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
hidrokortizona i 36,7 mg (postupak A), odnosno 3§ (postupak B) metil

estra L — fenilalanin hidrohlorida.

* metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-173-karboksamido)
acetat, PG -sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiselingrednizolona i
21,3 mg (postupak A), odnosno 18 mg (postupak Bjl estra L — glicin
hidrohlorida.

68



metil 2-(118,17 a-dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-174-kar boksamido)
propionat, PA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
prednizolona i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19g5postupak B) metil
estra L — alanin hidrohlorida.

etil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-174-kar boksamido)
acetat, PEG -sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiselingrénizolona
i 23,7 mg (postupak A), odnosno 19,5 mg (postupg&tBestra L — glicin
hidrohlorida.

etil 3-(118,17 a-dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-17-karboksamido)
propionat, PEA - sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
prednizolona i 26,1 mg (postupak A), odnosno 22gpostupak B) etil estra

3 — alanin hidrohlorida.

metil 2-(118,17 a-dihidroksi-3-okso-androst-1,4-dien-174-karboksamido)-3-
fenilpropionat, PF -sintetisan uz upotrebu 50 mg kortienske kiseline iz
prednizolona i 36,7 mg (postupak A), odnosno 3Q(pogtupak B) metil estra
L — fenilalanin hidrohlorida.

metil 2-(118,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-1743
karboksamido) acetat, MPG - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
kiseline iz metilprednizolona i 21,3 mg (postupak édnosno 18 mg

(postupak B) metil estra L — glicin hidrohlorida.

metil 2-(118,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-175
karboksamido) propionat, MPA - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
kiseline iz metilprednizolona i 23,7 mg (postupak édnosno 19,5 mg

(postupak B) metil estra L — alanin hidrohlorida.

etil 2-(118,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-175
karboksamido) acetat, MPEG - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
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kiseline iz metilprednizolona i 23,7 mg (postupak édnosno 19,5 mg

(postupak B) etil estra L — glicin hidrohlorida.

etil 3-(118,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-175
karboksamido) propionat, MPEA - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg kortienske
kiseline iz metilprednizolona i 26,1 mg (postupak édnosno 22,2 mg

(postupak B) etil estra — alanin hidrohlorida.

metil 2-(118,17 a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 5
karboksamido)-3-fenilpropionat, MPF - sintetisan uz upotrebu 50,5 mg
kortienske kiseline iz metilprednizolona i 36,7 (pgstupak A), odnosno 30

mg (postupak B) metil estra L — fenilalanin hidraidia.

metil 2-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16 a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-
173-karboksamido) acetat, DG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz deksametazona i 21,3 mg (postupak dgosno 18 mg (postupak
B) metil estra L — glicin hidrohlorida.

metil 2-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16 a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-
17-karboksamido) propionat, DA - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz deksametazona i 23,7 mg (postupak &gosno 19,5 mg (postupak

B) metil estra L — alanin hidrohlorida.

etil 2-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-175
karboksamido) acetat, DEG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske kiseline
iz deksametazona i 23,7 mg (postupak A), odnosro hg (postupak B) etil
estra L — glicin hidrohlorida.

etil 3-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16 a-metil-3-okso-androst-1,4-dien-
173-karboksamido) propionat, DEA - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz deksametazona i 26,1 mg (postupak &gosno 22,2 mg (postupak

B) etil estrg3 — alanin hidrohlorida.
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metil 2-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16a-metil -3-okso-androst-1,4-dien-
17-karboksamido)-3-fenilpropionat, DF - sintetisan uz upotrebu 53 mg
kortienske kiseline iz deksametazona i 36,7 mgt(pask A), odnosno 30 mg

(postupak B) metil estra L — fenilalanin hidrohttai

metil 2-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16-metil-3-okso-androst-1,4-dien-
17-karboksamido)acetat, BG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske
kiseline iz betametazona i 21,3 mg (postupak Ahosto 18 mg (postupak B)

metil estra L — glicin hidrohlorida.

etil 2-(118,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16-metil-3-okso-androst-1,4-dien-17 5
karboksamido)acetat, BEG - sintetisan uz upotrebu 53 mg kortienske kiseline
iz betametazona i 23,7 mg (postupak A), odnosnb 1@ (postupak B) etil

estra L — glicin hidrohlorida.
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3.4. OSNOVNA FIZICKO-HEMIJSKA | BIOFARMACEUTSKA
ISPITIVANJA NOVOSINTETISANIH AMIDA KORTIENSKIH
KISELINA

3.4.1. Ispitivanje lipofilnosti

3.4.1.1 Priprema rastvora

U ¢aSi se suspenduje na ultrazmam kupatilu oko 1 mg supstance u 5 ml destilovane

vode, nakorgega se suspenzija profiltrira (z&sm rastvor ispitivane supstance).

3.4.1.2. Odralivanje particionih koeficijenata primenom shake-flask metode

Raspodela izm# n-oktanola i vode se vrSi u vijalama zapreminenlssa PTFE
zatvargima?'® Po 2 ml zasienog vodenog rastvora ispitivanog jedinjenja i 2oktanola
se pazljivo prenesu u vijalu, koja se zatim polbarizontalno na vibracionu meSalicu.
Slojevi se meSaju u toku 1 h na sobnoj temperatnakon ¢ega se razdvajaju
centrifugiranjem na 3000 rpm u toku 15 minuta. ieemi koeficijent oktanol/voda se

odreiuje prema sled®j jednaini (4):

logP = Iog( AbA_ Aj (4)

Ao - povrSina hromatografskog pika ispitivanog jedijgeu vodenom sloju pre meSanja sa
oktanolom

A - povrSina hromatografskog pika ispitivanog jgdima u vodenom sloju nakon
razdvajanja slojeva
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Hromatografsko oddivanje sadrzaja ispitivanog jedinjenja u vodenorojuslpre
meSanja sa oktanolom i posle razdvajanja faza &ener Dionex Ultimate 3000 sistemu
opremljenim Dionex Ultimate 3000 kvaternernom pumpoautosemplerom i DAD
detektorom. U ispitivanju je kokgna kolona Zorbax Eclipse Plus C@@#0 x 4.6 mm;
dijametarcestica 5 um). Mobilnu fazdine acetonitril i voda (60:40 v/v). Temperatura
kolone je 35 °C, a protok mobilne faze 1 ml/min. d¥tekcija ispitivanih jedinjenja je
vrSena na 210 nm (HF, PF, MPF i DF) i 239 nm (palagtukokortikoidi i ostali derivati).

3.4.1.3. RP-TLC metoda za procenu lipofilnosti

Hromatografsko ponaSanje sintetisanih jedinjergalaznih glukokortikoida ispitano
je na reverzno-faznim C18 silika glma za TLC. Ispitivana jedinjenja se rastvaraju u
metanolu (oko 0,1 mg/ml) i nanose nad@ia2 pl). Mobilne faze koje su koédne u

ispitivanju prikazane su u Tabeli 5.

Tabela 5.Mobilne faze kori€ene u RP-TLC ispitivanju lipofilnosti jedinjenja

Mobilna faza Sastav
I acetonitril/voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20v/v
Il aceton/voda (60:40, 70:30, 80:20i 90:10 v/v)
1] etanol/voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20 v/v)
\Y metanol/voda (60:40, 70:30, 80:20 i 90:10 v/v)
\% tetrahidrofuran/voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80¥20)

Detekcija ispitivanih jedinjenja se vrSi potaoUV lampe (254 nm). Hromatografski

parametri se tnaju prema jeddamama (5) i (6):
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Re = L (5)

Lo

| — rastojanje od starta do centra zone koja odgoggaitivanom jedinjenju
lo— rastojanje od starta do fronta mobilne faze

1
R,, =log (—) — 1]
[ fr (6)

3.4.2. Procena permeabilnosti i retencije u kozi pmenom PAMPA

3.4.2.1. Priprema rastvora

Rastvor fosfatnog pufera pH 5,5 (20 mMpPdmeri se 0,6615 g natrijum-
dihidrogenfosfata, monohidrata (Ng*OyH,O) i 0,0294 g dinatrijum-hidrogenfosfata
(NaHPQy) i rastvori u odmernom sudu od 250 ml u vodi. Nakastvaranja odmerni sud

se dopuni do oznake vodom.

Rastvor DMSO (5%) u fosfatnom puferu pH = 525 ml DMSO se rastvori u
odmernom sudu od 50 ml u rastvoru fosfatnog pybétas 5,5, nakorgega se odmerni sud

dopuni do oznake rastvorom fosfatnog pufera pH5= 5,

Rastvori amida kortienskih kiselina i polaznih glkrtikoida (100uM). Odmeri se
masa koja odgovara 2j&mol ispitivanog jedinjenja, prenese u odmerni sdd26 ml i
rastvori u 1,25 ml DMSO. Nakon rastvaranja, odmetrd se dopuni do oznake rastvorom
fosfatnog pufera pH = 5,5.
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Rastvor membrane u n-heksanu (35% Wipetom se odmeri 2,45 ml silikonskog ulja
i 1,05 ml izopropilmiristata i prenese u odmerndad 10 ml. SmesSa silikonskog ulja i
izopropilmiristata se rastvori u n-heksanu, nakmga se odmerni sud dopuni istim

rastvargem do oznake.

3.4.2.2. 1zvalenje PAMPA

Permeabilnost jedinjenja je ispitana na hidrofobmitilipore PVDF mikrotitarskim
plocama za filtriranje od 96 odeljaR4’**’ Svaki odeljak impregnira se sa 17 pl rastvora
membrane u n-heksanu i ostavi 20 minuta na solengpératuri da rastvara potpunosti
ispari. U svaki odeljak donorske pse prenese po 300 pl rastvora ispitivanih jedjaje
poklopi akceptorskom ptom, ¢cime se formira PAMPA “send¥i. U odgovarajde
odeljke akceptorske ple se prenese 300 pl 5% rastvora DMSO u fosfatnderyppH =
5,5. Svaka supstanca se ispituje u triplikatu pd-pH uslovima (ista pH vrednost u
donorskom i akceptorskom odeljku). Akceptorska ¢plose poklopi parafilmom i
odgovarajdim poklopcem kako bi se sghio isparavanje rastva¢a i ceo sistem postavi na
vibracionu mesalicu. Nakon 7 h, PAMPA ,sentlvse rastavlja, a primenom LC-MS
metode odréuje koncentracija ispitivanih jedinjenja u polaznmastvorima, donorskim i

akceptorskim odeljcima.

3.4.2.3. LC-MS metoda odrdivanja koncentracija ispitivanih jedinjenja

TSQ Quantum Access MAX triple quadrupcoteaseni spektrometar, opremljen
elektrosprej jonizacionim izvorom (HESI) je primenj za odréivanje koncentracije
ispitivanih jedinjenja u polaznim rastvorima, doskim i akceptorskim odeljcima PAMPA
“sendvita”. Maseni detektor je podeSen da detektuje odgpu@ jone (m/z) u pozitivnom
modu (hidrokortizon, metilprednizolon, deksametazbetametazon) ili negativnom modu
(ostala ispitivana jedinjenja). Hromatografska &malje izvrSena upotrebom Accela

Thermo Scientific UHPLC sistema opremljenog Accglampom i autosemplerom.
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Mobilnu fazu ¢ine acetonitril i 0,1% mravlja kiselina 60:40 \(derivati metil estra L-
fenilalanina) ili 50:50 v/v (ostala jedinjenja).piivanje je izvrSeno na koloni Zorbax
Eclipse XDB-C18 (100 x 4,6 mm; 3;&m). Temperatura kolone je &, a temperatura

autosemplera &. Injekciona zapremina je 10, a protok mobilne faze 50@/min.

3.4.2.4. 1zr&unavanje PAMPA parametara

Koeficijenti permeabilnosti — Idg;, permeacioni parametri Ga(t)/Cp(0) i retencija —
R ispitivanih jedinjenja izréunati su primenom jedtima (7) i (8)**"**® Retencija R) se
definiSe kao udeo supstance koji se zadrzava u PAMmbrani ili mikrotitarskim
ploc¢icama (npr. u filteru ili u materijalu od kog supmavljene plae):
_Go(®) _ V4 Ca()

R=1 (7)
CoO Vo G0

e v, ViV, | Cu0)
logPe= Iog{ At _tLAG) (VA +V, Jlog{l (VD @- R)J CD ©) :|:l v

V- zapremina rastvora u akceptorskim odeljcima (ml)

Vp - zapremina rastvora u donorskim odeljcima (ml)

A - filtraciona povrsina (cf)

t - vreme inkubacije (s)

tLac —Steady — statgreme (Ss)

Cp(t) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskodeljku nakon vremena t (UM)
Ca(t) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u akceptorskodeljku nakon vremena t (LM)

Cp(0) - koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskoukeljku na poéetku inkubacije
(M)
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Steady-staterreme { ac) je vreme koje je potrebno da se membrana u PAMPA
“sendviu” zasiti ispitivanom supstancom i relativno je tk@ u odnosu na vreme
inkubacije (oko 20 minuta za PAMPA eksperimentei lsg ne izvode uz ntkanje na
vibracionoj mesalicif*® Koncentracija ispitivanog jedinjenja u donorskordeliku na
pocetku inkubacije Cp(0)) je ekvivalentna koncentraciji ispitivanog jedinja u polaznom

rastvoru.

3.4.2.5. lzr&unavanje geometrijskih, termodinamikih, fizi ¢ko-hemijskih i

elektronskih molekulskih deskriptora i statisticka analiza

Energije ispitivanih jedinjenja su minimizovane rpenom semi-empirijske PM3
metode u Gaussian 98 prografil.Geometrijski, termodinarski, fizicko-hemijski i
elektronski molekulski deskriptori optimizovanihrudttura su izréunati u Chem3D Ultra
9.0.1, MarvinSketch i Dragon softveru. Primenomauenih softvera, iztainato je vise od
4500 molekulskih deskriptora. Molekulski deskriptorzracunati u programima
MarvinSketch i Chem3D Ultra 9.0.1 su prikazani U@la6.
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Tabela 6. Molekulski deskriptori izréunati u programima MarvinSketch i Chem3D Ultra

9.0.1

Program Grupa

Molekulski deskriptori

Topoloski

MarvinSketch

Platt index, Randic index, Harary index, Hyper
Wiener index, Szeged index, Wiener index, Wiener
polarity

5.1.3
Geometrijski

Dreiding energy, Minimal projection area, Maximal

projection area, Minimal projection radius, Maximal

projection radius, Polar surface area, Molecular
surface area

Elektronski

Dipol, Charge at C1 atom, Charge at C2 atom,
Electronic density at C1 atom, Electronic density a
C2 atom, Highest occupied molecular orbital
(HOMO) energy, Lowest unoccupied molecular
orbital (LUMO) energy, Electronic energy

Termodinamiki

Chem3D

Molar refractivity, Partition coefficient, Bend
energy, Non-1,4-VDW energy, Stretch energy,
Stretch bend energy, Torsion energy, Total energy,
VDW 1,4 energy,

Ultra 9.0.1

Sterni

Connoly accessible area, Connoly molecular area,
Connoly solvent excluded volume, Principal
moment of inertia-x, Principal moment of inertia-y,
Principal moment of inertia-z, Heat of formation,
Total connectivity, Total valence connectivity,
Wiener index, Ovality, Balaban index, Cluster
count, Shape attribute, Shape coefficient, Sum of
degrees, Sum of valence degrees, Molecular weight,
Diameter, Radius, Molecular topological index,
Steric energy summary

Kvantno-hemijski molekulski deskriptori (hemijskotencijal (1), elektronegativnost

(), hardness(n) i global softnesg4S)) su izrgunati primenonHOMO i LUMO energija

prema formulama (9)-(12%2412%2
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E +E
i = —Homo LUMO 9)

2
X=-U (10)
E  ..—-E
/7 - LUMO HOMO (11)
2
S= 1 (12)

ELUMO - EHOMO

Nakon toga, ispitana je interkorelacija iztoeizratunatih molekulskih deskriptora.
Parovi molekulskih deskriptora sa interkorelacijmsom od 0,99 (za PLS analizu) ili
vecom od 0,90 (za ANN i MLR analizu) su ispitani, eskieptori koji imaju veéi uticaj na
zavisne varijable (Idgei R) zadrzani. Kao rezultat ovog testa, 279 mdkih deskriptora
je upotrebljeno za formiranje MLR(I&), ANN(logPe), MLR(R) i ANN(R) modela, dok
je 654 molekulskih deskriptora upotrebljeno za foame PLS(lode) i PLS{R) modela.

3.4.2.6. MLR-QSPR, PLS-QSPR i ANN-QSPR studije

STATISTICA softver saneural networknodulom je upotrebljen za formiranje MLR i
ANN (viSeslojni nerekurentni perceptronmultilayer perceptron feed forwaydnodela.
SIMCA P+ 12.0 program je upotrebljen za formirafeS modeld®®!*’ Pri formiranju
PLS modela, nezavisne varijable su birane prema M&iable Importance in the

Projection) parametru.

Kvantitativni odnosi strukture i osobina (permeabgti i retencije u vestioj
PAMPA membrani) ispitani su u cilju utlivanja veze izméu logPe i R (zavisne

varijable) ispitivanih  jedinjenja i iztanatih  konstitucionih, geometrijskih,
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termodinamikih, fizicko-hemijskih i elektronskih molekulskih deskriptofaezavisne
varijable).

Prilikom formiranja QSPR modela koé&ni su isti trening, verifikacioni i test setovi
ispitivanih jedinjenjg&®® Test set korigen za formiranje MLR(I0B€) i PLS(log°e) modela
sastojao se od 11 jedinjenja (BEG, HA, MPF, PEG, REA, HEG, HG, MPA, MPEG,
MPG), dok su ostala jedinjenja kai&ha kao trening set. Za formiranje ANN(R&)
modela, jedinjenja koré&na kao test set za formiranje MLR(Rg) i PLS(lod”e) modela
su podeljena u dve grupe: verifikacioni set (HEA® HG, MPA, MPEG, MPG - 6
jedinjenja) i test set (BEG, HA, MPF, PEG, PG -€8ipjenja). Za formiranje MLHR) i
PLSR) modela, test set se sastojao od 11 jedinjenjdA(HHEG, HG, MPA, MPEG, PG,
BEG, HA, MPF, MPG, PEG), dok su ostala jedinjen@i¥ena kao trening set. Za
formiranje ANN®R) modela, jedinjenja koré&na kao test set za formiranje MIBER(i
PLSR®R) modela su podeljena u dve grupe: verifikaciohiB&EA, HEG, HG, MPA, MPEG,
PG - 6 jedinjenja) i test set (BEG, HA, MPF, MP&®- 5 jedinjenja). Test i verifikacioni
setovi su formirani tako da su IBgi R vrednosti ovih jedinjenja homogeno distribuirani u
celokupnom opsegu vrednosti ovih zavisnih varijaBli
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3.4.3. Procena permeabilnosti kroz kozu primenom bparticione

micelarne hromatografije (BMC)

3.4.3.1. Priprema rastvora

Rastvor fosfatnog pufera pH = 55 (20 mMPdmeri se 2,646 g natrijum-
dihidrogenfosfata, monohidrata (NgPO;H>O) i 0,1176 g natrijum-hidrogenfosfata
(NaHPQy) i rastvori u odmernom sudu od 1000 ml u vodi. dlakastvaranja, odmerni sud

se dopuni do oznake vodom.

Rastvor 0,04 M Brij35 u puferu pH = 5,8dmeri se 48 g Brij 35 u 1000 ml pufera pH

= 5,5 i rastvori uz zagrevanje na magnetnoj meSalic

Rastvori amida kortienskih kiselina i polaznih gikkrtikoida (0,1 mg/ml)Odmeri se
oko 5 mg ispitivanog jedinjenja, prenese u pemshku ba@icu i rastvori u 5 ml metanola. 1
ml ovog rastvora se razblazi smeSom acetonitnitsivora 0,04 M Brij 35 u puferu pH =
5,5 (50:50 v/v) u odmernom sudu od 10 ml.

3.4.3.2. Odralivanje optimalnog sadrzaja acetonitrila u mobilnojfazi BMC sistema

Udeo acetonitrila u smeSi sa Brij 35 mora biti talda omogui relativho kratka
retenciona vremena, zadovoljavdjuizgled pikova i formiranje micela od Brij 35
monomera. Visok procenat acetonitrila moze &greormiranje micela, prcemu se BMC
sistem pretvara u jon - par RP-HPLC sistem i onergg se simuliranje bioloskih uslova
u kozi. Optimalni sadrzaj acetonitrila odem je primenom jednostavnog testa koji se
zasniva na merenju mase 50 kapi smeSa acetonitagévora 0,04 M Brij 35 u puferu pH =

5,5 u razlkkitom odnosu (od 10% do 50% acetonitrila). Rezulatprikazani na Slici 28.
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1.60
1.55
1.50
Masa 50
kapi(g) 1.45
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1.35
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% acetonitrila

Slika 28 Odrelivanje optimalnog odnosa acetonitrila i rastvorg 85 u mobilnoj fazi
BMC sistem&®

Nagli pad mase 50 kapi ozfava destrukciju micela i prelazak BMC sistema u+on
par RP-HPLC sistem. Na osnovu dobijenih rezultabacentracije acetonitrila od 10% do
30% omoguuju formiranje micela od Brij 35 monomera i simahije bioloskih uslova

koze prilikom izvalenja BMC eksperimenafa®

3.4.3.3. Izvalenje BMC ispitivanja

Retenciono ponaSanje sintetisanih jedinjenja i potaglukokortikoida ispitano je na
Dionex Ultimate 3000 sistemu opremljenim Dionexitdtite 3000 kvaternernom pumpom,
autosemplerom i DAD detektorom. U ispitivanju jerikéena kolona Zorbax Extend-C18
(150 x 4,6 mm; 5 pum). Mobilnu faziine acetonitril i 0,04 M rastvor Brij 35 u puferip=
5,5 (20:80 v/v). Temperatura kolone je 36,5 °Cra@gk mobilne faze 1 ml/min. Talasna

duzina detekcije je 239 nm. Rastvori ispitivanitifgenja su injektovani u triplikatu i za
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svako jedinjenje je iztaunata srednja vrednost retencionog faktora (k)emzoni faktori

su izr&unati prema formuli (13):

-8 80

R; je retenciono vreme ispitivanog jedinjenja, g0Rje retenciono vreme kalijum-
jodida rastvorenog u mobilnoj fazi. Kalijum-jodié jsupstanca koja se ne zadrZzava na
koloni, tako da njeno retenciono vreme predstaijavo vreme” (R(0)) u primenjenom

hromatografskom sistemu.

3.4.3.4. lzr&unavanje geometrijskih, termodinamikih, fizi ¢ko-hemijskih i
elektronskih molekulskih deskriptora i QSRR analiza

Proces minimizacije energije ispitivanih jedinjenjaizracunavanje geometrijskih,
termodinamikih, fizicko-hemijskih i elektronskih molekulskih deskriptora ANN(E),
PLSK) i MLR(k) analizu je opisana u poglavlju 3.4.2.5. Nakontiggnja interkorelacije
izmedu izra&unatih molekulskih deskriptora, 654 molekulskih ldggora je upotrebljeno
za formiranje PLS() modela, a 279 za formiranje ANK({ MLR(k) modela

3.4.3.5. MLR-QSRR (k), PLS-QSRR (k) i ANN-QSRR (K)studije

STATISTICA softver saneural networkmodulom je upotrebljena za formiranje MLR
i ANN (viSeslojni nerekurentni perceptrommultilayer perceptron feed forwaranodela.
SIMCA P+ 12.0 program je upotrebljen za formirafeS modeld®®!®’ Pri formiranju

PLS modela, nezavisne varijable su birane premapdrBmetru.
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Kvantitativni odnosi strukture i retencije (QSRRpitani su u cilju utWivanja veze
izmedu k vrednosti izraunatih u BMC sistemu (zavisne varijable) i geonsti,
termodinamikih, fizicko-hemijskih i elektronskih molekulskih parametaigpitanih

jedinjenja (nezavisne varijable).

Prilikom formiranja QSRR modela, koé&Eni su isti trening, verifikacioni i test setovi
ispitivanih jedinjenj&®? Test set korigen za formiranje MLR) i PLSk) modela sastojao
se od 11 jedinjenja (BEG, deksametazon, DEA, DEBAHHF, HG, MPEG, MPF, MPG,
PG), dok su ostala jedinjenja ka@ha kao trening set. Za formiranje ANN(mModela,
jedinjenja korigena kao test set za formiranje MIKR{ PLS(k) modela su podeljena u dve
grupe: verifikacioni set (BEG, deksametazon, DEEAIHF, HG - 6 jedinjenja) i test set
(DEG, MPEG, MPF, MPG, PG - 5 jedinjenja). Test iifieacioni setovi su formirani tako
da suk vrednosti ovih jedinjenja homogeno distribuiraneelokupnom opsegu ove zavisne

varijable?%?

3.5. ISPITIVANJE LOKALNE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOS TI
| PROCENA SISTEMSKIH NEZELJENIH EFEKATA
NOVOSINTETISANIH AMIDA KORTIENSKIH KISELINA

3.5.1. Priprema rastvora

Priprema rastvora krotonskog ulja u acetonu (&gml). Odmeri se 35 mg krotonskog
ulja u c¢asi, rastvori u malo acetona, kvantitativno prenesemerni sud od 10 ml i dopuni
do oznake acetonom. Zapremina od 250 ul ovakoeorifpenog rastvora razblazi se do 25

ml acetonom (3pg/ml).
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Priprema polaznih rastvora ispitivanih jedinjenjaagetonu (91,7%M). Odmeri se 2,3
umol (od 1 do 1,5 mg) ispitivanog jedinjenja (dekssazon ili amidi kortienskih kiselina),

rastvori u odmernom sudu od 25 ml u acetonu i agtodopuni do oznake.

Priprema radnih rastvora deksametazokhapet odmernih sudova od 10 ml prenese se
1; 1,5; 3; 4 i 5 ml polaznog rastvora deksametazonacetonu (91,7 uM) i dopuni
acetonom do oznake. Na ovajc¢mapripremljeni su rastvori koncentracija 9,17; 763,
27,51; 36,68 i 45,84 M.

Priprema radnih rastvora amida kortienskih kiselihhpet odmernih sudova od 10 ml
prenese se 125, 250, 500, 1000 i 1500 ul polazastyara amida kortienske kiseline u
acetonu (91,7:M) i dopuni acetonom do oznake. Na ovaginapripremljeni su rastvori
koncentracija 1,15; 2,29; 4,58; 9,17 i 13,\.

3.5.2. Ispitivanje lokalne antiinflamatorne aktivnosti

Lokalna antiinflamatorna aktivhost odena je na pacovima modifikovanom
metodom koju su predloZili Tonelli i saradifj prema protokolu prikazanom u Tabeli 7.
U eksperimentima su koti8ni muzjaci pacova, soja Wistar, telesne mase 18P0-g i
starosti 4 - 6 nedelja. Zivotinje su drzane u imilnim metalnim kavezima, standardnih
dimenzija. Drvena Suska debljine 2 - 3 cm je ufdfeaa za prostirku i menjana je svakog
dana. Zoohigijenski i mikroklimatski uslovi u prosfi u kojoj su smesSteni kavezi
odgovarali su u potpunosti standardima (12 h/12vetlo/tama; 30 — 70 % - vlaznost; 22 —
24°C - temperatura prostorije). Sve Zivotinje hranjenebriketiranom, potpunom krmnom
smesom za ishranu laboratorijskih zivotinja, staddag sirovinskog i higijenskog sastava.
Zivotinje su imale slobodan pristup hrani i vodkéon celog perioda ispitivanja.

Za svako ispitivano jedinjenje, formirano je 6 gaym 5 pacova: 1 kontrolna grupa i 5
test grupa. Na unutrasnju stranu desnog uha paaikovan je rastvor krotonskog ulja u
acetonu (35ug/ml) u koli¢ini od 20 pl, lokalno u vidu kapi, uz pongoHamilton Sprica.

Aplikovan rastvor je utrljan tokom 30 sekundi, odzb ka vrhu aurikule, dok je na isti
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n&in naneta koliina od 20ul acetona na unutrasnju stranu levog uha pacovikomNa0
minuta od aplikacije krotonskog ulja, na unutraSsitanu desnog uha pacova test grupa
aplikovana je pomau Hamilton Sprica kodina od 20pul radnog rastvora ispitivanog
jedinjenja odgovarajte koncentracije u acetonu. Pacovima kontrolne gegpee aplikuje
ispitivano jedinjenje. Ova grupa je formirana ulcibdrelivanja stepena inflamacije pod
dejstvom krotonskog ulja. Zivotinje su Zrtvovane h4 nakon aplikacije ispitivanog
jedinjenja. Svim zivotinjama je isecan disk @rika oko 6 mm sa mesta aplikacije i meren
na digitalnoj analitikoj vagi. Razlika masa igenih delova levog i desnog uha kontrolne
grupe predstavlja povanje mase uha pod dejstvom krotonskog ulja. Ranizaa levog i
desnog uha pacova test grupa predstavlja gawe mase uha pod dejstvom krotonskog
ulja i rastvora ispitivanog jedinjenja odgovaragukoncentracije. Na osnovu razlike ovih
vrednosti, a u odnosu na pdéaaje mase uha pod dejstvom krotonskog ulja (kamdrol
grupa), izréunava se procenat inhibicije edema pod dejstvoitiiapog jedinjenja. Za sva

ispitivana jedinjenja izraunate su EG vrednost??®
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Tabela 7. Protokol ispitivanja lokalne antiinflamatorne aktosti sintetisanih amida i

deksametazona
Grupa Desno uho Levo uho
Kontrolna grupa| Rastvor krotonskog ulja u acetdfu)( aceton
Test grupe HG + KU aceton
Test grupe HA + KU aceton
Test grupe HEG + KU aceton
Test grupe HEA + KU aceton
Test grupe HF + KU aceton
Test grupe PG + KU aceton
Test grupe PA + KU aceton
Test grupe PEG + KU aceton
Test grupe PEA + KU aceton
Test grupe PF + KU aceton
Test grupe MPG + KU aceton
Test grupe MPA + KU aceton
Test grupe MPEG + KU aceton
Test grupe MPEA + KU aceton
Test grupe MPF + KU aceton
Test grupe DG + KU aceton
Test grupe DA + KU aceton
Test grupe DEG + KU aceton
Test grupe DEA + KU aceton
Test grupe DF + KU aceton
Test grupe BG + KU aceton
Test grupe BEG + KU aceton
Test grupe Deksametazon + KU aceton
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3.5.3. Ispitivanje sistemskih nezeljenih efekata

Sistemska toksnhost je ispitana za jedinjenja sa najviSom sEQ@rednosu |
deksametazon. Jedinjenja su pripremljena u kor@aftEGCsoi koncentraciji 10 puta visoj
od EG. Zivotinje su podeljene u kontrolnu i test grupa,po 5 Zivotinja u svakoj grupi.
Rastvor krotonskog ulja u acetonu (20 ul, 35 pgselnanosi na unutrasnju stranu desnog
uha. Nakon 30 minuta, na isto mesto se aplikuj@ 2@stvora ispitivanog jedinjenja (test
grupe) ili 20 pl acetona (kontrolna grupa). Ovageatura je ponovljena u toku 5 dana bez
aplikovanja krotonskog ulja (aplikuje se samo rastigpitivanog jedinjenja ili aceton).
Sedmog dana zivotinje su zZrtvovane, a mase timskaine zrtvovanih zivotinja izmerene.
Procenti smanjenja mase timusa i slezine za svakbnjenje i svaku ispitivanu
koncentraciju su iz&unati u odnosu na kontrolnu grupu.

3.5.4. In dlico predvidanje metabolizma i aktivhosti metabolita

Ispitivanih jedinjenja

U cilju predvidanja metabolizma ispitivanih jedinjenja primenjea program
Metabolizer. Program je podeSen da préd\proizvode prve faze metabolizma ispitivanog
jedinjenja, kao i u kom procentu odgovarajunetaboliti nastaju i akumuliraju se u
organizmu. Verovatni@ nastanka metabolita se atlfe na osnovu vrednosti njegove
ukupne akumulacije u organizmu (akumulacija dmraata uzimajéi u obzir sve
metaboléke puteve koji vode do odgovarégg metabolita). Predd@nje se vrSi pomw
baze podataka koja sadrzi 159 reakcija prve fazabobzma.

Moguénost vezivanja najverovatnijih  metabolita ispitilan jedinjenja za
glukokortikoidni receptor, a kao rezultat toga paiglna glukokortikoidna aktivnost,

predviteni su primenondockingstudija (poglavlje 3.1.3.).

88



3.6. 3D-QSAR STUDIJE

3D-QSAR studije ispitivanih jedinjenja izvedene sprogramu Pentacle 1.03D-
QSAR analiza ptinje izra&&unavanjem trodimenzionalnih mapa energi§aR(D based
Molecular Interaction Fields-MIFskoje kvantifikujucetiri mogita tipa interakcija izmiu
ispitivanog jedinjenja i cilinog molekula: DRY (hwfobne interakcije), O (donori
vodoniine veze), N1 (akceptori vod@énie veze) i TIP interakcije (deskriptor koji se odno
na oblik molekula). Jeditino rastojanje u mreZi je podedeno na 0.5 BACC2korekcija
geometrije na 1,6 A. Energija interakcija ispitiggnjedinjenja sa ciljnim molekulon(
Xyz) je r&unata u svakoj tki mreze kao zbir Lennard-Jones-ove enerdyg),(energije

vodoninih veza Eyp), energije elektrostatkih interakcija Ee) i entropije (S) (14).

xyz = E:--i-ZE:-i-ZE +5
Z Z J g kb (14)

Program Pentaclerevodi mape interakcija u deskriptore nezavisne od prekigp
mapa ispitivanih jedinjenja@RID Independent descriptor&RIND i GRIND2. GRIND
pristupom se vrSi predenje podataka koji su sadrzani MIF u novi tip varijabli
nezavisnih od orijentacije molekula. Ovo je omé@no algoritmom za optimizaciju koji
koristi intenzitet polja i uzajamna rastojanja izineizabranih¢vorova kao funkciju
procene gcoring functior). Dobijene varijable se dalje mogu analiziratinpgnomPCA i
PLS

Sva ispitivana jedinjenja su podeljena u dve grigst set (MPG, DEG, PG, HF i HA)
i trening set (ostala jedinjenjaPCA je upotrebljena za analizu &losti i razlika izméu
ispitivanih jedinjenja, &LS je kori¥ena za formiranje 3D-QSAR modela uz upotrebu
izratunatih GRIND varijabli’®® FFD algoritam za selekciju varijabli (implementiran u
softveru Pentacle 1.0.7) je upotrebljen za smaejdmpja varijabli tokom formiranja

modela, u cilju poboljSanja kvaliteta 3D-QSAR maddDverfitting (nepovoljan odnos

89



broja parametara i broja analiziranih jedinjenjaled ¢ega se dobija model previse
prilagaien trening setu) 3D-QSAR modela se gpva préenjem vrednosti RMSEE i
RMSEP tokom formiranja modela. Izbor modela se kasia RMSEP vrednost fiee da se
povetava, dok RMSEE nastavlja da se smanjuje. 3D-QSARethga razliitim trening i
test setovima su formirani i optimalni model jekizan pordenjem R, Q°, RMSEE i
RMSEP vrednosti za tako formirane modele.

Kvalitet odabranog 3D-QSAR modela je procenjenesiied statistékim parametrima:
R?, RMSEE, G, RMSEP i Rops vs pred
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4. REZULTATI | DISKUSIJA



4.1. DOCKING STUDHIE | PREDVIDANJE AFINITETA AMIDA
KORTIENSKIH  KISELINA  ZA  GLUKOKORTIKOIDNI
RECEPTOR

Slicnost energija vezivanja i orijentacije u receptdaksametazonaija je struktura
optimizovana u Chem3D Ultra 9.0.1. programu (Dekapela 8) i deksametazona iz
kristalografske strukture kompleksa deksametazakediortikoidni receptor (Ligand,
Tabela 8) potwtuje validnost primenjenildocking studija. Strukture, energije vezivanja i

efikasnost liganda (EL) svih testiranih jedinjesjaprikazani u Tabeli 8.

Tabela 8.Strukture, energije vezivanja i efikasnost ligateitiranih jedinjenja

Energija EL
Jedinjenje -X- R R R, Rs vezivanja
(kcal/mol) (kcal/mol)

~n O\CH
HG -CH,-CH,- -H -H -H H : -12,59 -0,42

(¢]

CHs
HA -CH,-CH,- -H -H -H \N)\H/O\CH -12,14 -0,39
H 3

o
N o. CHs
HEA  -CH:CHr H  -H  H 7 Y 12,44 0,39
o
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HO.
CH,

HS -CH-CH,- -H -H -H -11,40 -0,36

HF -CHy-CHyp- -H -H -H : )ﬁ(w -13,30 -0,36

G
HH CHyCHr -H -H -H < -13,01 -0,36

TN \CH3
o
0.
PG -CH=CH- H o H O -H Ty ci, -12,03 -0,40
(o)
CH,
PA -CH=CH- -H -H -H o -12,26 -0,40
\H CHs
(0]
N 0. CHs
PEA  CH=CH- -H -H H 7 12,19 0,38
0
HO
CH,
PS -CH=CH- -H -H -H o 211,17 -0,35
\” \CH3
o
PF -CH=CH- -H -H -H -13,49 -0,36
T—n O\CH3
TN
PH -CH=CH- -H -H -H N GHe -12,63 -0,35
T O\CH
~ O\
MPG -CH=CH- -CH -H -H H/\H/ CHs -13,02 -0,42
(o)
CHj
MPA -CH=CH- -CH -H Ho ., -12,00 -0,38




q CHs
MPEA  -CH=CH- -CH -H -H /N\/\H/O\/ -12,79 -0,39
(o]
HO\

MPS -CH=CH-

CH -H -H o -11,27 -0,34

CH -H -H : )C%( -13,08 -0,34

MPF CH=CH- -

TN O\CH3

Q\J\
MPH -CH=CH- -CH -H -H N CH, -12,70 -0,34

\N)\H/O\O_|3

o

KP CH=CH- -H -H -H -0 -10,64 -0,43
Deks -CH=CH- -H -F -CH -CH,OH -12,40 -0,44
Ligand -CH=CH- -H -F -CH -CH,OH -12,63 -0,45

S obzirom da se svi amidi vezuju za glukokortikoigFteptor skinim interakcijama
kao deksametazon, moze s&ekivati izvesna antiinflamatorna aktivnost svihtitasih
derivata. C1[8 bacni niz kortienske kiseline iz prednizolona (KP, €b8) ne ostvaruje
zna&ajne interakcije sa glukokortikoidnim receptorono, Se moZze iskoristiti za objasnjenje

odsustva aktivnosti kortienskih kiselina (Slika 29)
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Slika 29. Interakcije koje ostvaruju a) MPG b) deksametazoh PF d) KP sa

glukokortikoidnim receptorom

Docking studijama su identifikovane kione interakcije izméu testiranih amida i

glukokortikoidnog receptora (GR):

* Interakcije C3 karbonilne grupe sa GLN570 i ARGGYbdontne veze ili

polarne interakcije).

* Interakcije sekundarne alkoholne grupe na polozgilll sa ASN564

(vodonkne veze ili polarne interakcije).

» Polarne interakcije tercijarne alkoholne grupe apaju C1d sa GLN642.
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* Interakcije C1B batnog niza: estarska C=0 grupa sa ASN564, THR739 ili
CYS736 (vodonine veze ili polarne interakcije), interakcije eskargy
kiseonika (C-O) sa TYR735, THR739, MET560 ili ASNbgpolarne

interakcije) i interakcije amidne NH grupe sa GLIgGpolarne interakcije).

Energije vezivanja za sve testirane amide Kortignklselina su u opsegu od -11,17
do -13,49 kcal/mol i sthe su energiji vezivanja deksametazona (-12,40/rkod).
Jedinjenja sa najnizim energijama vezivanja suvdarimetil estra L-fenilalanina (HF: -
13,30 kcal/mol, PF: -13,49 kcal/mol i MPF: -13,08akKmol). Ove vrednosti su z&gno
nize od energije vezivanja koju ostvaruje kortiendkselina iz prednizolona (-10,64
kcal/mol). Poznato je da jedinjenja sa velikim nkolskim masama i velikim brojem
nevodonikovih atomé&esto daju lazno pozitivni rezultatdockingstudijama. Zbog toga se
uvodi parametar efikasnost liganda (EL) kao boljitekijum za rangiranje jedinjenja
analiziranihdocking studijama’?®?* EL se dobija deljenjem energije vezivanja sa bmoje

nevodonikovih atoma. Broj nevodonikovih atoma testih amida je u opsegu od 30 do 38.

Na osnovu izréunatih vrednosti EL i prisustva kfoih interakcija sa GR, sva
testirana jedinjenja bi se mogla podeliti u dvepgruPrvoj grupi pripadaju derivati metil
estra L-glicina, metil estra L-alanina i etil esfalanina (HG, PG, MPG, HA, PA, MPA,
HEA, PEA i MPEA). EL vrednosti ovih jedinjenja swpsegu od -0,42 kcal/(mol-atom) do
-0,38 kcal/(mol-atom). Ovi derivati bi trebalo daaju veu lokalnu antiinflamatornu
aktivnost u odnosu na derivate druge grupe. Dragapi pripadaju derivati metil estra L-
fenilalanina, metil estra L-histidina i metil esttaserina (HP, PP, MPP, HH, PH, MPH,
HS, PS i MPS),¢ije su EL vrednosti u opsegu od -0,36 kcal/(molhgtado -0,34
kcal/(mol-atom). Najbolju (najnizu) vrednost EL imnalerivati metil estra L-glicina HG i
MPG (-0,42 kcal/(mol-atom)). Tée derivat ove aminokiseline (PG) tad® ima nisku
vrednost EL (-0,40 kcal/(mol-atom)) i interaguje&& na skan n&in kao HG i MPG. EL
derivata metil estra L-glicina su niske zbog niskilednosti energija vezivanja i manjeg

broja nevodonikovih atoma u odnosu na ostale deriv@vi derivati ostvaruju dodatne
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interakcije sa GR preko Cfg'bocnog niza, kao Sto su polarne interakcije idmestarskog
kiseonika i THR739 (MPG).

Glavni razlog za viSe vrednosti EL derivata iz drugrupe je druggji polozaj ovih
jedinjenja u aktivhom centru glukokortikoidnog rpt@a u odnosu na deksametazon. Zbog
toga se ne ostvaruju interakcije iztneC11-OH i ASN564, dok C17-OH interaguje sa
MET560 umesto sa GLN642 (C17-OH grupa u struktufPAVine formira zn#jne
interakcije sa GR). NajviSe vrednosti EL su &naate za derivate metil estra L-fenilalanina
(HF, PF i MPF).

Na osnovu vrednosti EL i prisustva kijuh interakcija sa GR, jedinjenja od kojih se
ocekuje dobra lokalna antiinflamatorna aktivnost srivchti metil estra L-glicina, metil
estra L-alanina i etil estfdralanina. Primenom troparametarskog eksponenciganodela
kreiranog u ovoj studiji (15), predien je afinitet ovih derivata za GR. Afinitet odatifa
jedinjenja je izrazen kao logaritamska vrednostatrehog afiniteta u odnosu na
deksametazon (log(rGRA)ija je log(rGRA) vrednost 2 (Tabela 9).

log(rtGRA = e+’ (15)

a%9,45704 + 2,97379
=19,09684 + 0,01444
¢ = -0,000873 + 0,0000174239
n=30 AdfRO0,7627 F=416,43 p=0,0001
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Tabela 9. Afinitet ispitivanih jedinjenja za GR predién troparametarskim

eksponencijalnim modelom

Jedinjenje V(&) log(rGRA)
HG 395,43 2,80
PG 388,49 2,66
MPG 406,42 2,98
HA 412,65 3,04
PA 406,04 2,97
MPA 422,56 3,10
HEA 429,88 3,09
PEA 421,77 3,10
MPEA 438,82 3,04
Deksametazon 362,05 1%97
Deksametazon 362,05 2500

& vrednost preddiena primenom modela

b eksperimentalno oddena vrednost

Na osnovu dobijenihin silico rezultata, derivati L-glicina, L-alanina(-alanina bi
trebalo da imaju w@ afinitet za GR i véu lokalnu antiinflamatornu aktivnost u odnosu na
deksametazon. Pored navedenih amida, za sinteadatuwani i amidi kortienskih kiselina
iz deksametazona i betametazona sa ovim aminakésedi, kao i amidi kortienskih
kiselina sa metil estrom L-fenilalanina (derivadi kojih se ¢ekuje manja antiinflamatorna

aktivnost), u cilju eksperimentalne potvrde zaddjka dobijenitin silico studijama.
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4.2. SINTEZA | FIzZI CKO-HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA
KORTIENSKIH  KISELINA | AMIDA KORTIENSKIH
KISELINA

4.2.1. Perjodna oksidacija glukokortikoida

Perjodna oksidacija glukokortikoida se moze vr§itimenom vodenog rastvora
ortoperjodne kiselirfé® ili natrijum-perjodat&?® Reakcija se zasniva na oksidacijipt7
ketolnog bénog niza do karboksiine kiseline (Sema 1). Oksjdadietametazona i
deksametazona natrijum-perjodatom nije bila potpuBto je otezavalo postupak
pretis¢avanja odgovarafiih kortienskih kiselina i smanjivalo prinos reakcijS druge
strane, upotrebom ortoperjodne kiseline postizpatpuna oksidacija svih glukokortikoida
odabranih za sintezu amida kortienskih kiselina. ddaovu ovih rezultata, za perjodnu
oksidaciju glukokortikoida upotrebljena je ortomehpa kiselina, a kortienske kiseline su
sintetisane u visokim prinosima (90 - 97,5%).

H,104, THF
90-97.5%

Sema 1.Sinteza kortienskih kiselina primenom ortoperjo#tiseline
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4.2.2. Sinteza amida kortienskih kiselina primenonkupluju éih reagenasa

Formstecher i saradnici su sintetisali seriju amkdaienskih kiselina dobijenih iz
kortikosterona, hidrokortizona, dezoksimetazonaeksametazona sa primarnim alkil,
aminoalkil i arilalkil aminima primenom DCC i HOBY.Uogeno je da primenom DCC bez
dodatka HOBt nije mogie sintetisati ove amide (ili je prinos veoma nizg&} u reakciji
nastaje N-acilurea (kao rastvara reakciji su kori&ni metilen-hlorid, tetrahidrofuran i
dioksan) (Sema 2). Pored toga, nakon nekolikossaili bez prisustva viska propilamina
dolazilo je do nastanka jedinjenja Zute boje, zg ls® pretpostavlja da je enamin na
poloZaju C3 steroidne struktuf®. Dodatkom HOBt u ovu reakciju, sintetisani su amidi
prinosu 60 - 75% (HOBt je prethodno kde#® u sintezi peptida u cilju sge/anja
nastanka N-acilureéf® Na ovaj nain, spréen je nastanak N-aciluree, a nakon dodatka

odgovarajideg amina reakcija se odvijala u pravcu nastankaris amida.

DCC
CH;CH,NH,

DCC, HOBt

T

CH;CH,NH,

o o

Sema 2.Sinteza 1pB-karboksamidnih derivata glukokortikoida uz upotrédCC sa ili bez
HOBt"?
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U reakcijama grdenja estara ili amida se umesto DCC ge&e koristi EDC*°
Mehanizam reakcije je isti kao sa DCC, ali EDC idv@ zn&ajne prednosti u odnosu na
DCC: v&u polarnost i manju iritabilnost. ¥a polarnost ovog reagensa i odgovaiegu

derivata uree koji nastaje na kraju reakcije ondagrilakSe pré&S¢avanje reakcione smese.

Za sintezu odabranih amida kortienskih kiselinanenjene su dve metode. Prva
metoda je jednostepena i podrazumeva upotrebu EDMOBt?*® Druga metoda je
dvostepena i predstavlja modifikaciju metode kajuugpotrebili Formstecher i saradnigi.
U prvom koraku ove modifikovane metode, odgovatajiortienska kiselina reaguje sa
DCC i HOBt, pricemu nastaje estar kortienske kiseline sa HOBtabadh se dicikloheksil
urea (DCU). U drugoj fazi dodaje se aminokiselikaja je prethodno prevedena iz
hidrohloridne soli u molekulski oblik primenom TEArinosi reakcija gidenja amida

primenom obe metode su prikazani u Tabeli 10.
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Tabela 10.Prinosi reakcija gidenja amida primenom jednostepene i dvostepene metod

Prinos (%)
Jedinjenje Jednostepena sinteza Dvostepgna sinteza
(EDC i HOBY) (DCC i HOBY)
HG 15,3 41,8
HA 17,4 61
HEG 32,2 54,4
HEA 31,¢ 35,1
HF 23,8 35,1
PC 50 56,
PA 30,5 51,2
PEG 61 65
PEA 15,6 51,4
PF 21t 7C
MPG 30 5C
MPA 445 48,2
MPEC 59t 51,3¢
MPEA 29,3 49,8
MPF 19,4 72,7
DG 17,2 44,5
DA 46 66,%
DEG 39t 72,5
DEA 38,1 58,4
DF 52,1 83,5
BG 42,9 31,8
BEG 45,1 49,4

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 10, mozZzeagdjCiti da dvostepeni postupak
omoguuje sintezu odabranih amida kortienskih kiselinazna&ajno ve&em prinosu u
odnosu na jednostepeni postupak. Razlika u prinesposebno usljiva kod derivata
hidrokortizona i posledica je, izrhe ostalog, i znatngéistije reakcione smesSe, Sto smanjuje

gubitke prilikom preisScavanja.
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4.2.3. Fiztko-hemijska karakterizacija sintetisanih kortienskih kiselina i

njihovih amidnih derivata

Strukture sintetisanih kortienskih kiselina i njuifo amidnih derivata prikazane su u
Tabeli 112%

Tabela 11.Strukture sintetisanih kortienskih kiselina i mihh amidnih derivata

Jedinjenje X R R R R

1 2 3
Kortienska kiselina iz
hidrokortizona “CHz-Ch- Ho-H -H OH
Kortlenskg kiselina iz -CH=CH- H H H OH
prednizolona
Kortle_nska Klsellna iz -CH=CH- CH -H H OH
metilprednizolona
Kortienska kiselina iz _
deksametazona -CH=CH- -H B CH OH
Kortienska kiselina iz -CH=CH- H E OH
betametazona - ——— CI—%
T~ O\CH
HG -CH,-CH,- -H -H H H s
(@]
CHj
HA -CH,-CH,- -H -H H — O\CH3
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HEG -CH-CH,- -H -H H
(0]
H o\/CH3
HEA -CH,-CH;- -H -H ~
(o]
E 3 5
" ;3
HF -CH,-CHy- -H -H 3@%,
S "H-\.._ﬂ_h
O.
~
PG -CH=CH-  -H -H N oHs
[e]
CHj
PA -CH=CH- H  -H — e,
H
[e]
O\/
PEG CH=CH- -H -H N
o
N o CHg
PEA -CH=CH- -H -H ~ ~"
(o]
E 3 5
" ;3
PF -CH=CH- -H -H 3@3.
S "H-\.._ﬂ_h
O.
~
MPG -CH=CH- -CH3 -H \H CHa
[e]
CHs
MPA -CH=CH- -CH_ -H — e,
H
[e]
O\/
MPEG -CH=CH- -CH _H N
o
H o\/CH3
MPEA -CH=CH- -CH, .H ~
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; T
MPF -CH=CH- —CH3 -H H SHE@H
S HH"‘CH:
~— o~
DG -CH=CH- -H -F o CH H/\H/ CHs
(o)
DA -CH:CH- _H _F ----nlllllC'—& \N O\CHQ
o
(@)
DEG -CH=CH- -H -F i \H \/
CH §
= /H o _-"
DEA CHECH: H o oy \/\H/
£ ¥ >
; 1
DF CH=CH- -H -F ™"CH 3@%
1y H-“'ﬂ-h
~— N
DG CH=CH-  -H -F " CH y
(o)
DA -CH=CH- -H -F "™mCH  —, e
o
~— o~
BG -CH=CH- -H -F ——c u/\ﬂ/ cHy
H §
(@)
BEG CH=CH-  -H F —cn —~ ~
3 o
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Fizicko hemijska karakterizacija sintetisanih kortienskih kiselina i njihovih amidnih

derivata:?®!

1181 7a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-Bkarboksilna kiselingkortienska kiseli-
na iz hidrokortizona). Beo kristalan prasaRrinos: 90,0%;Temperatura topljenja: 241-
244 °C; ATR-FTIR vmax (cm™): 693,69; 710,80; 872,08; 1027,24; 1172,34; 1235,39
1614,13; 1718,46; 3513,884-NMR (500 MHz, DMSO-d6) d ppm 0,83 (1H, d, J=10,7,
H-6), 0,89 (3H, s, H-18), 0,94-1.01 (1H, m, H-9R1-1,29 (1H, m, H-15), 1,37 (3H, s, H-
19), 1,47-1,57 (2H, m, H-16, H-12), 1,60-1,67 (2#,H-14, H-15), 1,71-1,81 (2H, m, H-1,
H-12), 1,87-1,93 (2H, m, H-6, H-8), 2,08-2,11 (IH, H-1), 2,16-2,19 (2H, m, H-7, H-2),
2,41-2,50 (2H, m, H-2, H-7), 4,24 (1H, s, H-1155(1H, s, H-4)*C-NMR (125 MHz,
DMSO-d6) é ppm 17,18 (C18); 20,43 (C19); 23,31 (C15); 31,31 ((A)41 (C7); 32,79
(C16); 32,90 (C6); 33,49 (C2); 34,07 (C1); 38,842%; 39,01 (C10); 50,53 (C14); 55,68
(C9); 84,74 (C17); 121,46 (C4); 172,43 (C20); 1055); 198,06 (C3)n/z = 347,0 (M-
1), 329,2; 301,1; 283,2; 231,1; 257,1; 283,8:(CH30H) = 242 nm.

115,17a-dihidroksi-3-okso-androsat-1,4-dien-&karboksilna kiselina (kortienska
kiselina iz prednizolong. Beo kristalan prasalrinos: 94,3%; Temperatura topljenja:
260-263°C; ATR-FTIR Vmax (cmY): 694,54; 706,83; 824,51; 875,70; 1107,13; 1244,81;
1579,70; 1647,40; 1723,65; 3495,2B--NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm 0,86 (1H,
dd, J=3, J=10,7, H-6) 0,91 (3H, s, H-18), 0,96-11H4, m, H-9), 1,23-1,32 (1H, m, H-15),
1,39 (3H, s, H-19), 1,46-1,53 (2H, m, H-16, H-12%0-1,76 (3H, m, H-15, H-12, H-14),
1,98-2,02 (2H, m, H-6, H-8), 2,29 (1H, dd, J=3213,1, H-7), 2,45-2,55 (2H, m, H-7, H-
16), 4,26 (1H, s, H-11), 5,91 (1H, s, H-4), 6,156(1d, J=1,8, J=10,1, H-2), 7,32 (1H, d,
J=10,1, H-1);*C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 8 ppm 17,10 (C18); 20,82 (C19); 23,46
(C15); 31,06 (C8); 31,33 (C7); 32,80 (C16); 33,2B) 38,65 (C12); 43,81 (C13); 49,98
(C14); 55,56 (C9); 68,56 (C11); 84,72 (C17); 121(82&); 127,02 (C2); 156,79 (C1);
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170,55 (C20); 174,99 (C5); 185,13 (C8)iz = 345,0 (M-1), 327,2; 299,2; 271,0; 284,8;
281,0; 283,5Amax(CHzOH) = 243 nm.

1181 7a-dihidroksi-6-metil-3-okso-androsta-1,4-dienfKarboksilna kiselingkorti-
enska kiselina iz metilprednizolond. Beo kristalan prasakrinos: 94,3%;Temperatura
topljenja: 258,5-261,7°C; ATR-FTIR Vmax (cm™): 695,21; 710,38; 826,26; 1110,01;
1170,21; 1583,13; 1650,88; 1727,87; 3500,86:NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm
0,69 (1H, q, J=12, H-16), 0,82 (1H, dd, J=3, J=1H:D), 0,91 (3H, s, H-18), 1,04 (3H, d,
J=6,3, CH na polozaju C@), 1,25-1,32 (1H, m, H-15), 1,39 (3H, s, H-19),1: 452 (2H,
m, H-7, H-12), 1,59-1,77 (3H, m, H-15, H-12, H-12)01-2,11 (2H, m, H-16, H-8), 2,45-
2,49 (1H, m, H-7), 2,62-2,67 (1H, m, H-6), 4,26 (1HJ=4,2, H-11), 5,81 (1H, s, H-4),
6,17 (1H, dd, J=1,8, J=10,1, H-2), 7,33 (1H, d, Q%1 H-1); *C-NMR (125 MHz,
DMSO-d6) é ppm 17,14 (C18); 17,60 (Ciha polozaju C@); 21,28 (C19); 23,43 (C15);
30,93 (C8); 32,47 (C6); 32,85 (C7); 38,64 (C12),922(C16); 44,06 (C13); 49,92 (C14);
56,15 (C9); 68,52 (C11); 84,69 (C17); 118,70 (CH)6,64 (C2), 157,38 (C1); 173,56
(C20); 175,01 (C5); 185,14 (C3xn/z = 359,1 (M-1), 341,2; 313,3; 285,2; 295,2; 299,1;
265,1;Amax(CH3OH) = 243 nm.

115,17a-dihidroksi-9a-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkarboksilna
kiselina (kortienska kiselina iz deksametazonp Beo kristalan prasakerinos: 93,4%;
Temperatura topljenja: 288,1-290,2C; ATR-FTIR Vpmax (cm™): 709,65; 749,02; 883,41;
961,85; 1067,54; 1141,62; 1242,44; 1260,14; 12821593,48; 1654,05; 1686,19;
3531,76;'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 0,85 (1H, d, J=6,8, CHna poloZaju
Clén), 1,00 (3H, s, H-18), 1,03-1,06 (1H, m, H-6), 838 (1H, m, H-15), 1,49 (3H, s,
H-19), 1,51-1,66 (3H, m, H-12, H-6, H-15), 1,754 (1H, m, H-15), 1,96-2,01 (2H, m, H-
14, H-12), 2,26-2,36 (2H, m, H-7, H-8), 2,62 (1, 9=5,6, J=14,8, H-7), 2,83 (1H, t,
J=5,6, H-16), 4,12 (1H, d, J=13,5, H-11), 6,00 ($HH-4), 6,22 (1H, d, J=12,5, H-2), 7,29
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(1H, d, J=12,5, H-1)**C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) 8 ppm 15,84 (C18); 17,35 (Cha
poloZaju C1&); 23,34 i 23,40 (C19), 30,77 (C15), 32,62 (C7);184i 34,30 (C8); 35,66
(C6); 36,01 (C12); 42,90 (C14); 47,74 (C13); 48i348,60 (C10); 71,18 i 71,55 (C11);
85,96 (C17); 100,97 i 102,70 (C9); 124,60 (C4);,429C2); 153,35 (C1); 167,60 (C20);
175,20 (C5); 185,75 (C3)n/z = 377,2 (M-1), 311,0; 295,9; 121,0; 262,9; 277,1; 294,8;
Amax(CH30OH) = 239 nm.

1181 7a -dihidroksi-Q-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Bkarboksilna
kiselina (kortienska kiselina iz betametazonia Beo kristalan prasSakPrinos: 97,5%;
Temperatura topljenja: 281,2-284,9C; ATR-FTIR vma (cm'™): 662,88; 707,05; 721,02;
819,38; 899,38; 1046,17; 1146,66; 1301,95; 160418%3,18; 1716,37; 1749,57; 3281,78;
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm 1,00 (1H, d, J=8,5, H-6), 1,06 (3H, s, H-18), 1,13
(3H, d, J=7,5, Cklna polozaju C1#), 1,32-1,40 (1H, m, H-12), 1,48-1,51 (4H, m, H-15,
H-19), 1,81-1,91 (3H, m, H-15, H-6, H-14), 1,954 @H, m, H-16), 2,05 (1H, g, J=8, H-
12), 2,31-2,45 (2H, m, H-7, H-8), 2,62 (1H, td, B6)=10,8, H-7), 4,11-4,13 (1H, m, H-
11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,21 (1H, dd, J=2, J=102)H7,28 (1H, d, J=10, H-1}°C-NMR
(125 MHz, DMS0-d6)d ppm 17,29 (C18); 20,70 (Cfha polozaju C16); 22,99 i 23,04
(C19); 27,56 (C15); 30,40 (C7); 33,22 i 33,37 (CB);37 (C6); 36,02 (C12); 42,65 (C14);
44,83 (C16); 46,97 (C13); 48,00 i 48,18 (C10); 00,81,09 (C11); 85,06 (C17); 100,75 i
102,15 (C9); 124,16 (C4); 129,00 (C2); 153,10 (ABH7,38 (C20); 174,04 (C5); 185,48
(C3); m/z = 376,9 (M-1), 359,1; 311,0; 121,0; 265,0; 262,9; 27AG:x(CH3OH) = 239

nm.

Metil 2-(115,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-Fkarboksamido)acetat (HG).
Bledo-sivi kristalni prasak, pég&cen primenom hromatografije na koloni (mobilna f&a

i preparativnom TLC (mobilna faza DY.emperatura topljenja: 224-227,8°C; ATR-
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FTIR Vmax (cm™): 700,45; 868,31; 948,72; 999,49; 1045,39; 11171a85,89; 1237,91;
1383,51; 1514,96; 1616,54; 1654,84; 1743,37; 28712921,06; 3270,05; 3424,03H-
NMR (500 MHz, CDsOD) 8 ppm 0.98 (3H, s, H-18), 1.00-1.02 (1H, m, H-9), 1.1H(
dq, J=9, J=13.5, H-6), 1.40-1.44 (1H, m, H-15)81(8H, s, H-19), 1.51-1.56 (1H, m, H-
16), 1.72 (1H, dd, J=2.7, J=13.7, H-12), 1.77-X248, m, H-14, H-15), 1.85-2.07 (4H, m,
H-1, H-12, H-6, H-8), 2.20-2.33 (8H, m, H-1, H-7;3), 2.46-2.60 (2H, m, H-2, H-7),
2.72-2.78 (1H, m, H-16), 3.73 (3H, s, R-C(=Q)Of;HB.95 (2H, ABq, J=17.5, R-NH-GH
C(=0)OCH), 4.40 (1H, q, J=3.2, H-11), 5.65 (1H, d, J=1, H4C-NMR (125 MHz,
CDs0D) & ppm 17,96 (C18); 21,58 (C19); 24,92 (C15); 33,24 (C®;50 (C7), 34,37
(C16); 34,55 (C6); 34,78 (C2); 35,99 (C1); 39,922F; 40,93 (C10); 42,01 (R-NH-GH
C(=0)OCHp); 52,74 (R-C(=0)OCHh); 53,31 (C14); 58,03 (C9); 69,00 (C11); 86,62 (C17)
122,60 (C4); 172,42 (R{E0)OCH;); 176,97 (C20); 177,43 (C5); 202,71 (CB)fz =
418.3 (M-1), 368,4; 386,2; 300,8; 342,3; 350,4; 400M8S [M+H]+ izraunato za
Co3H33NOg = 420,23079; dobijeno = 420,23823,a(CH30H) = 241 nm.

Metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-Bkarboksamido)propionatHA ).
Beo kristalni praSak, pt&céen primenom hromatografije na koloni (mobilna f&pn i
preparativnom TLC (mobilna faza Djemperatura topljenja: 122-125°C; ATR-FTIR
Vmax (cm™): 822.57, 867.88, 888.08, 997.60, 1040,76; 1124,766,11; 1210,80; 1450,42;
1512,32; 1614,73; 1653,68; 1742,92; 2936,82; 3W6/3-NMR (500 MHz, CD;0D)

o ppm 0,96 (3H, s, H-18), 1,00 (1H, dd, J=3.5, J=11,)H1907-1,15 (1H,m, H-6), 1,40-
1,44 (1H, m, H-15), 1,40 (3H, d, J=7.5, R-NH-CH(#&(=0)OCH), 1,48 (3H, s, H-19),
1,49-1,54 (1H, m, H-16), 1,72-1,79 (3H, m, H-121#-H-15), 1,85-1,96 (2H, m, H-1, H-
12), 2,04-2,07 (3H, m, H-1, H-7, H-2), 2,21-2,3H(3n, H-1, H-7, H-2), 2,46-2,60 (2H,
m, H-2, H-7), 2,72-2,77 (1H, m, H-16), 3,73 (3HRSC(=0)OCH), 4,39-4,44 (2H, m, H-
11, R-NH-CHCH3)-C(=0)OCH;), 5,65 (1H, d, J=0.5, H-4)}*C-NMR (125 MHz,
CDsOD) & ppm 17,84 (R-NH-CH(CH)-C(=O)OCH;); 17,94 (C18); 21,59 (C19); 24,92
(C15); 33,25 (CB8); 33,50 (C7); 34,30 (C16); 34,845); 34,78 (C2); 36,00 (C1); 39,99
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(C12); 40,94 (C10); 49,53 (R-NH-GBH3)-C(=0)OCH;), 52,89 (R-NH-CH(CH)-
C(=0)OCH;); 53,35 (C14); 58,02 (C9); 68,99 (C11); 86,54 (L 122,60 (C4); 175,01 (R-
NH-CH(CHs)-C(=0)OCHp); 176,51 (C20); 176,94 (C5); 202,69 (CB)z = 432,0 (M-1),
400,0; 382,1; 356,0; 98,2; 301,1; 3648IS [M+H]+ izraunato za G4H3sNOg =
434,25371; dobijeno = 434,25398;a(CH3OH) = 242 nm.

Etil 2-(115,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-Fkarboksamido)acetdHEG). Beo
kristalni praSak, pr@Séen primenom hromatografije na koloni (mobilna faBa i
preparativnom TLC (mobilna faza Djemperatura topljenja: 113-116°C; ATR-FTIR
Vmax (cm™): 784,16; 869,30; 1024,74; 1117,58; 1185,87; 123,0,1232,70; 1280,93;
1379,74; 1505,49; 1613,36; 1654,24; 1739,16; 2%21B269,93; 3421,50; 3531,2%H-
NMR (500 MHz, CDsOD) éppm 0,99 (3H, s, H-18), 1,01 (1H, d, J=3,5, H-9), 1,12
(1H,dd, J=4, J=13, H-6), 1,28 (3H, t, J=7, R-C(=C})CHj), 1,43-1,45 (1H, m, H-15),
1,48 (3H, s, H-19), 1,53-1,56 (1H, m, H-16), 1,788(7H, m, H-12, H-14, H-15, H-1, H-
12, H-6, H-8), 2,22-2,33 (3H, m, H-1, H-7, H-2)4852,57 (2H, m, H-2, H-7), 2,76 (1H, m,
H-16), 3,94 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-GHC(=O)OCHCHz), 4,20 (2H, q, J=7,2, R-
C(=0)OCHCHs), 4,40 (1H, d, J=3, H-11), 5,66 (1H, s, H-4JC-NMR (125 MHz,
CDs0D) & ppm 14,64 (R-C(=0)OCkCHs); 17,97 (C18); 21,58 (C19); 24,92 (C15); 33,25
(C8); 33,51 (C7); 34,39 (C16); 34,56 (C6); 34,7&).C35,99 (C1); 39,95 (C12); 40,93
(C10); 42,21 (R-NH-CHC(=0)OCHCHg); 53,32 (C14); 58,05 (C9); 62,47 (R-
C(=0)OCHCHg); 69,01 (C11); 86,63 (C17); 122,60 (C4); 171,95RO)OCH.CHy);
176,96 (C20); 177,40 (C5); 202,70 (C3jvz = 432,3 (M-1), 386,1; 368,2; 342,1; 396,7;
350,0; 300,9MS [M+H]+ izratunato za G4H3sNOg = 434,25372; dobijeno = 434,25241;
Amax(CH3OH) = 243 nm.

Etil 3-(115,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-Fkarboksamido)propionatHEA).

Beo kristalni praSak, pt&cen primenom hromatografije na koloni (mobilna f&p i
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preparativnom TLC (mobilna faza DJ.emperatura topljenja: 178,7-181,7°C; ATR-
FTIR Vmax (cm™): 805,65; 870,91; 999,14; 1019,15; 1077,22; 11111989,25; 1181,68;
1283,24; 1320,53; 1381,93; 1421,27; 1518,98; 16088536,10; 1733,96; 2929,11;
3280,92; 3398,50H-NMR (500 MHz, CDsOD) & ppm 0,96 (3H, s, H-18), 0,98 (1H,dd,
J=3,5, J=11, H-9), 1,06-1,15 (1H, m, H-6), 1,26 (3H)=7,2, R-C(=0)OC}CHs), 1,40-
1,43 (1H, m, H-15), 1,47 (3H, s, H-19), 1,50-1,2H( m, H-16,H-12), 1,70-1,81 (2H, m,
H-12, H-14, H-15), 1,85-1,93 (2H, m, H-1, H-12)0£52,06 (2H, m, H-6, H-8), 2,20-2,33
(3H, m, H-1, H-7, H-12), 2,46-2,52 (1H, m, H-2),58, (2H, t, J=6,7, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCHCHj), 2,58-2,59 (1H, m, H-7), 2,73-2,78 (1H, m, H-18$42 (1H, dt,
J=7, J=14, R-NH-CBCH,C(=O)OCHCHs), 3,51 (1H, dt, J=7, J=14, R-NH-
CH,CH,C(=0O)OCHCHjy), 4,15 (1H, q, J=7,2, R-NH-GEH,C(=0)OCHCHs3), 4,38 (1H,
q, J=3,2, H-11), 5,65 (1H, d, J=0,5, H-#C-NMR (125 MHz, CD;0OD) & ppm 14,65 (R-
NH-CH,CH,C(=0O)OCHCHz); 18,17 (C18); 21,56 (C19); 24,90 (C15); 33,22)(33B,49
(C7); 34,24 (C16); 34,53 (C6); 34,77 (C2); 35,46NR-CH,CH,C(=0)OCHCHj3); 35,98
(C1); 36,26 (R-NH-CHCH,C(=O)OCHCHjs); 40,11 (C12); 40,91 (C10); 53,27 (C14),
58,04 (C9); 61,93 (R-NH-CHH,C(=0O)OCHCHj3); 68,92 (C11); 86,58 (C17); 122,61
(C4); 173,87 (R-NH-CHCH,C(=O)OCHCHy); 176,74 (C20); 176,91 (C5); 202,67 (C3);
m/z = 446,0 (M-1), 346,1; 328,2; 301,1; 283,1; 286,1; 424/8 [M+H]+ izratunato za
CosH37NOg = 448,26937; dobijeno = 448,270M5ax(CH30OH) = 242 nm.

Metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androst-4-en-fFkarboksamido)-3-fenilpropionat
(HF). Beo kristalni prasak, pt&éen primenom hromatografije na koloni (mobilna faga
i preparativnom TLC (mobilna faza DJemperatura topljenja: 269,2-272,3C; ATR-
FTIR Vmax (cm™): 673,09; 700,21; 872,72; 996,45; 1029,40; 103910B0,08; 1129,97;
1204,48; 1365,62; 1437,16; 1450,78; 1503,51; 1&t21649,52; 1664,19; 1742,95;
2920,11; 3338,64; 3415,184-NMR (500 MHz, CD3;0D) & ppm 0,93 (3H, s, H-18), 0,97
(1H, dd, J=3, J=11, H-9), 1,08-1,11 (1H, m, H-6891,42 (1H, m, H-15), 1,46 (3H, s, H-
19), 1,51 (1H, m, H-16), 1,62 (1H, dd, J=2,5, JH1412), 1,74 (2H, m, H-14, H-15), 1,87-
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2,05 (4H, m, H-1, H-12, H-6, H-8), 2,20-2,32 (3H, k1, H-7, H-2), 2,45-2,69 (3H, m, H-
2, H-7, H-16), 3,11 (2H, d, J=6,5, R-NH-CH(gE4Hs)-C(=O)OCH), 3,70 (3H, s, R-NH-
CH(CH,C¢Hs)-C(=0)OCH), 4,67 (1H, t, J=6,5, R-NH-GI€H,C¢Hs)-C(=0)OCH;), 5,65
(1H, s, H-4), 7,19-7,31 (5H, m, R-NH-CH(GEtHs)-C(=0)OCHy); *C-NMR (125 MHz,
CD3;0D) & ppm 17,89 (C18); 21,57 (C19); 24,86 (C15); 33,21 (CH3;49 (C7); 34,09
(C16); 34,54 (C6); 34,77 (C2); 35,98 (C1); 38,66NR-CH(CH,C¢Hs)-C(=O)OCH);
39,83 (C12); 40,91 (C10); 52,80 (R-NH-CH(&Z3dHs)-C(=0)OCH); 53,32 (C14); 54,95
(R-NH-CH(CH,CsHs)-C(=0)OCH); 57,98 (C9); 68,93 (C11); 86,52 (C17); 122,59 )C4
128,24 (C4’); 129,82 (C3); 130,43 (C2’); 137,87L}% 173,67 (R-NH-CH(CHCgHs)-
C(=0)OCH); 176,54 (C20); 176,95 (C5); 202,72 (CB)z = 508,1 (M-1), 476,2; 458,1;
174,0; 328,2; 384,8; 385,MS [M+H]+ izratunato za GoH3sNOs= 510,28502; dobijeno =
510,28354Amax(CH3OH) = 202 i 242 nm.

Metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-fkarboksamido)acetdfPG).
Beo kristalni praSak, pt&cen primenom hromatografije na koloni (mobilna fa2ga i
preparativnom TLC (mobilna faza Ejemperatura topljenja: 254,5-257°C; ATR-FTIR
Vmax (cm™): 818,17; 893,79; 1035,47; 1106,10; 1157,44; 12K31r45,95; 1508,78;
1585,82; 1603,79; 1650,59; 1676,17; 1753,13; 28942335,94; 3385,72; 3441,3H-
NMR (500 MHz, CD3;OD) d ppm 1,00 (3H, s, H-18), 1,02 (1H, d, J=4, H-9), 110&7
(1H, m, H-6), 1,44-1,47 (1H, m, H-15), 1,50 (3HHs19), 1,52-1,55 (1H, m, H-16), 1,70-
1,77 (3H, m, H-14, H-12, H-15), 1,93 (1H, dd, J53514, H-12), 2,14-2,18 (2H, m, H-6,
H-8), 2,35-2,39 (1H, m, H-7), 2,62-2,69 (1H, m, }§-Z,75 (1H, ddd, J=2,5, J=11, J=14, H-
16), 3,73 (3H, s, R-C(=0O)OCH 3,95 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-GHC(=0O)OCH), 4,40
(1H, g, J=3,5, H-11), 6,00 (1H, t, J=1,5, H-4),4(2H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,48 (1H, d,
J=10, H-1);*C-NMR (125 MHz, CDs;0D) & ppm 17,86 (C18); 21,73 (C19); 25,15 (C15);
33,06 (C8); 33,41 (C7); 34,28 (C16); 35,84 (C6),829(C12); 41,99 (R-NH-CH
C(=0)OCHy); 46,32 (C13); 52,74 (R-NH-CHC(=0O)OCH); 57,84 (C9); 71,11 (C11);
86,61 (C17); 122,59 (C4); 127,92 (C2); 160,42 (Ci1j2,41 (R-NH-CHC(=0)OCH);
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175,09 (C20); 177,33 (C5); 189,16 (CB)[z = 416,1 (M-1), 366,2; 384,3; 340,2; 348,2;
299,2; 398,3MS [M+H]+ izratunato za GsH3;NOg = 418,22241; dobijeno = 418,22262,;
Amax(CHsoH) = 244 nm.

Metil 2-(118,17a-dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-fkarboksamido)propionat
(PA). Beo kristalni prasak, ptscen primenom hromatografije na koloni (mobilna f&)a
i preparativnom TLC (mobilna faza Eemperatura topljenja: 220-223°C; ATR-FTIR
Vmax (cm™): 700,56; 825,85; 887,56; 988,52; 1039,18; 10601600,43; 1119,11; 1215,48;
1249,57; 1300,83; 1513,76; 1587,81; 1648,23; 173%336,39; 3486,60H-NMR (500
MHz, CD3;OD) & ppm 0,98 (3H, s, H-18), 1,01 (1H, dd, J=4, J=11, H1998-1,17 (1H, m,
H-6), 1,40 (3H, d, J=7,5, R-NH-CH(GHC(=0O)OCH), 1,43-1,54 (2H, m, H-15, H-16),
1,50 (3H, s, H-19), 1,67-1,80 (3H, m, H-14, H-1215), 1,93 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-12),
2,13-2,18 (2H, m, H-6, H-8), 2,35-2,39 (1H, m, H-2)62-2,77 (2H, m, H-7, H-16), 3,74
(3H, s, R-C(=0)QCH), 4,39-4,44 (2H, m, H-11, R-NH-QBH3)-C(=0)OCH), 6,00 (1H,
t, J=1,7, H-4), 6,24 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7(a8, d, J=10, H-1)*C-NMR (125
MHz, CD30D) & ppm 17,80 (R-NH-CH(CH)-C(=0)OCHy); 17,84 (C18); 21,73 (C19);
25,14 (C15); 33,06 (C8); 33,41 (C7); 34,22 (C1®,85 (C6); 39,84 (C12); 46,33 (C13);
49,07 (C10); 49,53 (R-NH-Cl€H;)-C(=0)OCH); 52,78 (C14); 52,90 (R-NH-CH(CGHt
C(=0)OCH;); 57,83 (C9); 71,10 (C11); 86,53 (C17); 122,58 C®27,92 (C2); 160,42
(C1); 175,03 (R-NH-CH(CH-C(=0)OCH); 175,10 (C20); 176,43 (C5); 189,17 (CB)iz
= 430,1 (M-1), 380,2; 398,2; 98,2; 354,1; 336,0; 299MS [M+H]+ izratunato za
Co4H33NOg = 432,23806; dobijeno = 432,237 Xk;ax(CH3OH) = 243 nm.

Etil 2-(114,17a-dihidroksi-3-okso-androsta-1,4-dien-£karboksamido)acetdPEG).
Beo kristalni praSak, pt&céen primenom hromatografije na koloni (mobilna f&pn i
preparativnom TLC (mobilna faza EJemperatura topljenja: 133,8-136,5°C; ATR-
FTIR Vmax (cm™): 817,90; 865,60; 886,92; 991,32; 1021,44; 1045]33:3,36; 1133,29;
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1209,26; 1372,72; 1517,24; 1599,44; 1613,71; 16541675,99; 1728,90; 2951,62;
3429,72;'H-NMR (500 MHz, CDs0D) & ppm 1,01 (3H, s, H-18), 1,00-1,03 (1H, m, H-9),
1,09-1,17 (1H, m, H-6), 1,28 (3H, t, J=7, R-C(=O)@CHs), 1,44-1,48 (1H, m, H-15),
1,50 (3H, s, H-19), 1,52-1,57 (1H, m, H-16), 1,709L(3H, m, H-14, H-12, H-15), 1,92-
1,95 (1H, m, H-12), 2,14-2,18 (2H, m, H-6, H-8)32(1H, dd, J=3, J=13, H-7), 2,66 (1H,
td, J=4,7, J=13,4, H-7), 2,75 (1H, ddd, J=2,5, JIJ¥14, H-16), 3,94 (2H, ABq, J=18, R-
NH-CH,-C(=0)OCHCHs), 4,20 (2H, g, J=7,2, R-C(=0)0GEH:), 4,40 (1H, g, J=3,2, H-
11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,24 (1H, dd, J=2, J=1R)H7,49 (1H, d, J=10, H-1}*C-NMR
(125 MHz, CD;0D) & ppm 14,64 (R-C(=0)OCHCH,); 17,88 (C18); 21,73 (C19); 25,15
(C15); 33,06 (C8); 33,41 (C7); 34,29 (C16); 35,86) 39,80 (C12); 42,19 (R-NH-GH
C(=0)OCHCHy); 46,32 (C13); 52,73 (C14); 57,85 (C9); 62,48 (RG)OCHCH);
71,11 (Cl1): 86,62 (Cl17): 122,58 (C4); 127,92 (C2B0,42 (Cl); 171,95 (R-
C(=0)OCHCHy); 175,10 (C20); 177,29 (C5): 189,16 (CB)z = 430,0 (M-1), 384,1;
366,1; 340,3; 332,9; 292,5; 347 8IS [M+H]+ izratunato za GH33NOs = 432,23806;
dobijeno = 432,2375&nax(CH30H) = 244 nm.

Etil 3-(118,17a -dihidroksi-3-okso-androsta-1,4—dien&7arboksamido) propionat
(PEA). Beo kristalni prasak, ptgscen primenom hromatografije na koloni (mobilna faza
B) i preparativnom TLC (mobilna faza Ejemperatura topljenja: 122-125°C; ATR-
FTIR Vmax (Cm'l): 699,23; 821,61, 887,72; 898,11; 989,33; 103413%4,14; 1194,74;
1352,17; 1379,50; 1412,04; 1440,45; 1520,62; 1@&04]1650,70; 1717,32; 2864,42,
2934,35; 2972,44; 3333,81; 3418,58-NMR (500 MHz, CD30D) & ppm 0,98 (3H, s, H-
18), 0,99-1,01 (AH, m, H-9), 1,07-1,26 (1H, m, H-6,26 (3H, t, J=7,2, R-
C(=0)OCHCHj), 1,43-1,48 (1H, m, H-15), 1,50 (3H, s, H-19),&B56 (2H, m, H-16, H-
12), 1,65-1,71 (1H, m, H-14), 1,74-1,80 (1H, m, 511,89 (1H, dd, J=4, J=14, H-12),
2,15-2,17 (2H, m, H-6, H-8), 2,37 (1H, dd, J=3,3,21 H-7), 2,55 (2H, t, J=6,7, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCHCHs), 2,62-2,68 (1H, m, H-7), 2,72-2,78 (1H, m, H-18¥2 (1H, dt,
J=6,5, 13,5, R-NH-CKCH,C(=O)OCHCH;), 3,51 (1H, dt, J=6,5, 13,5, R-NH-
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CH,CH,C(=0)OCHCHs), 4,15 (2H, q, J=7,2, R-NH-GIEH,C(=0)OCHCHs), 4,38 (1H,
q, J=3,2, H-11), 6,00 (1H, s, H-4), 6,24 (1H, de2,JJ=10, H-2), 7,48 (1H, d, J=10, H-1).
13C-NMR (125 MHz, CDs;OD) & ppm 14,65 (R-C(=0)OChCHs); 18,07 (C18); 21,70
(C19); 25,12 (C15); 33,03 (C8); 33,40 (C7); 34,1€1¢); 3540 (R-NH-
CH,CH,C(=0)OCHCH;); 35,82 (C6); 36,26 (R-NH-CILH,C(=O)OCHCHz); 39,95
(C12); 46,30 (C13); 52,69 (C14); 57,85 (C9); 61(B2NH-CH,CH,C(=0)OCHCHs);
71,02 (C11); 86,57 (C17); 122,59 (C4); 127,92 (C2§0,37 (C1); 173,85 (R-NH-
CH,CH,C(=0)OCH,CHs); 175,08 (C20); 176,65 (C5); 189,15 (CB)z = 444,0 (M-1),
344,1; 326,1; 299,2; 281,1; 310,9; 328MS [M+H]+ izracunato za @HzsNOs =
446,25371; dobijeno = 446,253K5ax(CH3OH) = 243 nm.

Etil 2-(11817a-dihidroksi-3-okso-androsta-1,4—dien£ #arboksamido)-3-fenil-
propionat (PF). Beo kristalni prasak, ptsc¢en primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza A) i preparativnom TLC (mobilna fagg Temperatura topljenja: 246-
249,8 °C; ATR-FTIR vmax (cm™): 698,89; 744,19; 825,08; 895,00; 991,95; 1027,69;
1116,38; 1133,09; 1205,55; 1365,37; 1442,74; 1484¥601,03; 1613,54; 1653,80;
1745,58; 2891,55; 2944,49; 3320,67; 3413;B2NMR (500 MHz, CDs0D) & ppm 0,95
(3H, s, H-18), 0,98 (1H, dd, J=4, J=11, H-9), 1(16l, ddd, J=4,5, J=13, J=17,5, H-6),
1,40-1,47 (1H, m, H-15), 1,48 (3H, s, H-19), 1,5831(1H, m, H-16), 1,72-1,78 (1H, m,
H-15), 1,83 (1H, dd, J=3,5, J=14, H-12), 2,11-22id, m, H-6, H-8), 2,34 (1H, dd, J=3,5,
J=13,5, H-7), 2,61-2,71 (2H, m, H-7, H-16), 3,1, J=6,7, R-NH-CH(CHC¢sHs)-
C(=0)OCH), 3,70 (3H, s, R-NH-CH(CKCsHs)-C(=0)OCH), 4,35 (1H, q, J=3,2, H-11),
4,66 (1H, t, J=6,5, R-NH-C{€H,CsHs)-C(=0O)OCH), 5,99 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,23 (1H,
dd, J=1,7, J=10,2, H-2), 7,18-7,29 (5H, m, R-NH-CH{CeHs)-C(=0)OCH), 7,46 (1H,
d, J=10, H-1);**C-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm 17,79 (C18); 21,72 (C19); 25,09
(C15); 33,01 (C8); 33,39 (C7); 34,01 (C16); 35,86) 38,64 (R-NH-CH(CHCsHs)-
C(=0)OCH); 39,69 (C12); 46,30 (C13); 52,74 (C14); 52,81 NR-CH(CH,CgHs)-
C(=0)OCH;); 54,95 (R-NH-CHCH,CgHs)-C(=0)OCH); 57,77 (C9); 71,03 (C11); 86,51
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(C17); 122,58 (C4); 127,92 (C2); 128,24 (C4'); BI9(C3"); 130,42 (C2'); 137,86 (C1");
160,38 (C1); 173,67 (R-NH-CH(CGBsHs)-C(=0O)OCH;); 175,05 (C20); 176,44 (C5);
189,15 (C3);m/z = 506,3 (M-1), 456,2; 364,9; 474,3; 337,5; 299,1; 173/ [M+H]+
izraéunato za GuH37/NOg = 508,26936; dobijeno = 508,267 ;ax(CH3OH) = 202 i 243

nm.

Metil 2-(1185,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-g#karboksamido)
acetat (MPG). Beo kristalni prasak, p&&cen primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza C) i preparativnom TLC (mobilna f&Zgp Temperatura topljenja: 142,5-
144,5°C; ATR-FTIR Vpax (cm™): 703,65; 828,52; 923,15; 971,51; 1032,87; 1116,90;
1210,68; 1309,86; 1371,29; 1401,27; 1455,65; 180¥699,67; 1651,32; 1753,20;
2933,60; 3350,68; 3412,584-NMR (500 MHz, CDs0OD) & ppm 0,81 (1H, q, J=12,2, H-
16), 0,97 (1H, dd, J=3,7, J=11,2, H-9), 1,01 (3HHsL8), 1,14 (3H, d, J=6,5, GHha
polozaju C@), 1,45-1,49 (1H, m, H-15), 1,50 (3H, s, H-19),6:6 679 (3H, m, H-14, H-12,
H-15), 1,93 (1H, dd, J=3,7, J=14,2, H-12), 2,1482(1H, m, H-16), 2,24 (1H, ddd, J=4,
J=11, J=15, H-8) 2,73-2,78 (2H, m, H-7), 3,74 (3HR-C(=0)OCH), 3,95 (2H, ABq,
J=17,5, R-NH-CHC(=0)OCH), 4,40 (1H, q, J=3,2, H-11), 5,99 (1H, t, J=1,54}16,26
(1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,50 (1H, d, J=10, H*¥E-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm
17,88 (C18); 18,23 (CHna polozaju C6); 22,14 (C19); 25,13 (C15); 32,97 (C8); 34,31
(C6); 34,67 (C7); 39,81 (C12); 41,99 (R-NH-£8(=0)OCH); 44,86 (C16); 46,50 (C13);
52,64 (C14); 52,74 (R-NH-CHC(=0)OCHy); 58,38 (C9); 71,07 (C11); 86,59 (C17);
119,84 (C4); 127,54 (C2); 161,00 (C1); 172,41 _(R@OCH;); 177,33 (C20); 178,05
(C5); 189,17 (C3)m/z = 430,1 (M-1), 380,2; 398,2; 354,2; 412,23; 313,13; 368
[M+H]+ izratunato za GH33NOg = 432,23806; dobijeno = 432,23773max(CH30H) =
244 nm.
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Metil 2-(115,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkarboksamido)
propionat (MPA). Beo kristalni prasak, ptgs¢cen primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna faza Eemperatura topljenja: 198,5-201
°C; ATR-FTIR Vpax (cm™): 709,57; 822,07; 887,70; 998,25; 1035,42; 1113199'3,44;
1210,97; 1237,97; 1304,64; 1404,00; 1453,55; 18)31613,55; 1654,97; 1745,53;
2937,34; 3378,26H-NMR (500 MHz, CDs0D) & ppm 0,80 (1H, q, J=12,3, H-16), 0,96
(1H, d, J=3,5, H-9), 0,99 (3H, s, H-18), 1,13 (3HJ=6,5, CH na polozaju Cé), 1,40
(3H, d, J=7,5, R-NH-CH(C}J-C(=0)OCH), 1,44-1,48 (1H, m, H-15), 1,49 (3H, s, H-19),
1,51-1,54 (1H, m, H-6), 1,65-1,80 (3H, m, H-14, B-H-15), 1,92 (1H, dd, J=3,7, J=13,7,
H-12), 2,13-2,17 (1H, m, H-16), 2,23 (1H, ddd, 54]=11,5, J=15,5, H-8), 2,72-2,77
(2H, m, H-7), 3,74 (3H, s, R-C(=0)OGH 4,39-4,44 (2H, m, H-11, R-NH-GBH3)-
C(=0)OCHy), 5,99 (1H, t, J=1,5, H-4), 6,25 (1H, dd, J=1,510Q, H-2), 7,49 (1H, d,
J=10,5, H-1); ®*C-NMR (125 MHz, CDsOD) & ppm 17,79 (R-NH-CH(CH)-
C(=0)OCH); 17,86 (C18); 18,23 (Ciha polozaju C8é); 22,14 (C19); 25,12 (C15); 32,96
(C8); 34,24 (C6); 34,67 (C7); 39,82 (C12); 44,846%; 46,49 (C13); 49,06 (C10); 49,53
(R-NH-CH(CH3)-C(=0)OCH;); 52,68 (C14); 52,90 (R-C(=O)OGH 58,35 (C9); 71,05
(C11); 86,50 (C17); 119,84 (C4); 127,55 (C2); 160(€1); 175,03 (R-GO)OCH);
176,42 (C20); 178,04 (C5); 189,16 (C8){z = 444,0 (M-1), 412,1; 394,0; 368,0; 98,0;
349,9; 312,9MS [M+H]+ izraunato za @H3sNOg = 446,25371; dobijeno = 446,25341;
Amax(CH3OH) = 244 nm.

Etil  2-(11517a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkarboksamido)
acetat (MPEG). Beo kristalni prasSak, pt&cen primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilna fazg Eemperatura topljenja: 119,3-
122,5°C; ATR-FTIR Vpax (cm™): 712,89; 869,77; 921,44; 971,77; 1113,29; 1135,71;
1215,00; 1229,25; 1311,07; 1379,43; 1394,97; 14551%23,54; 1598,84; 1650,75;
1732,22; 2839,11; 2915,88; 3336,43; 34138tNMR (500 MHz, CDs0OD) & ppm 0,81
(1H, g, J=12,3, H-16), 0,97 (1H, dd, J=3,5, J=1H®), 1,01 (3H, s, H-18), 1,14 (1H, d,
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J=6,5, CH na polozaju Cé), 1,28 (3H, t, J=7,2, R-C(=0)OGH8Hs), 1,44-1,49 (1H, m,
H-15), 1,50 (3H, s, H-19), 1,51-1,57 (1H, m, H-6)66-1,79 (3H, m, H-14, H-12, H-15),
1,93 (1H, dd, J=3,7, J=13,7, H-12), 2,14-2,18 (&HH-16), 2,24 (1H, ddd, J=4,5, J=11,5,
J=155, H-8), 2,73-2,78 (2H, m, H-7), 3,94 (2H, AB@=17,5, R-NH-Ch
C(=0)OCHCHg), 4,20 (2H, q, J=7,2, R-C(=0)0GEH;), 4,40 (1H, q, J=3,2, H-11), 5,99
(1H, t, J=1,7, H-4), 6,26 (1H, dd, J=1,7, J=10,2)H7,50 (1H, d, J=10, H-l},SC-NMR
(125 MHz, CD;OD) & ppm 14,64 (R-C(=O)OChLCHs); 17,90 (C18); 18,23 (CHna
poloZaju C@); 22,14 (C19); 25,12 (C15); 32,97 (C8); 34,32 ((#),67 (C7); 39,79 (C12);
44,86 (C16); 46,50 (C13); 52,64 (C14); 58,39 (O89;48 (R-C(=0O)QOChKICHs); 71,07
(C11); 86,60 (C17); 119,84 (C4); 127,54 (C2); 161(G1); 171,95 (R-G=0)OCHCHs);
177,29 (C20); 178,05 (C5); 189,17 (CB){z = 444,1 (M-1), 398,1; 380,1; 354,1; 426,3;
336,1; 313,3MS [M+H]+ izracunato za @H3/NOg = 446,25372; dobijeno = 446,25229;
Amax(CH3OH) = 244 nm.

Etil  3-(11817a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkarboksamido)
propionat (MPEA). Beo kristalni prasak, p¥scen primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza B) i preparativhe TLC (mobilna fazg Eemperatura topljenja: 168,9-
171,9°C; ATR-FTIR vma (cm™): 706,09; 819,32; 890,03; 1029,98; 1076,90; 1115,04
1193,76; 1239,18; 1286,07; 1307,05; 1373,30; 14t1m58,93; 1512,49; 1607,72;
1650,94; 1723,81; 2871,09; 2920,14; 3426;6BNMR (500 MHz, CD;0D) & ppm 0,80
(1H, g, J=12,3, H-16), 0,96 (1H, dd, J=3,7, J=1HA), 0,98 (3H, s, H-18), 1,13 (1H, d,
J=6,5, CH na polozaju Cé), 1,26 (3H, t, J=7, R-C(=0)OCEHj3), 1,44-1,47 (1H, m, H-
15), 1,49 (3H, s, H-19), 1,50-1,56 (2H, m, H-6,H;1R,63-1,69 (1H, m, H-14), 1,74-1,77
(1H, m, H-15), 1,88 (1H, dd, J=3,7, J=13,7, H-12),3-2,17 (1H, m, H-16), 2,22 (1H, ddd,
J=4, J=11, J=15, H-8), 2,54 (2H, t, J=6,7, R-NH,CH,C(=O)OCHCHs), 2,72-2,78 (2H,
m, H-7), 3,42 (1H, dt, J=7, J=14, R-NH-@EH,C(=O)OCHCHs), 3,51 (1H, dt, J=6,5,
J=13,5, R-NH-CHCH,C(=0)OCHCH), 4,15 (1H, a, J=7, R-NH-
CH,CH,C(=0)OCHCHzs), 4,38 (1H, q, J=3,3, H-11), 5,99 (1H, t, J=1,74%16,25 (1H,
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dd, J=2, J=10, H-2), 7,49 (1H, d, J=10, H*fE-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm 14,65
(R-C(=O)OCHCHz3); 18,10 (C18); 18,22 (CHna polozaju C6); 22,12 (C19); 25,10
(C15); 32,94 (C8); 34,19 (C6); 34,66 (C7); 35,40NR-CH,CH,C(=0)OCHCHs); 36,27
(R-NH-CH,CH,C(=0)OCHCHs); 39,94 (C12); 44,83 (C16); 46,47 (C13); 48,76 Q1
52,60 (C14); 58,38 (C9); 61,92 (R-C(=Q)O£HH;); 70,98 (C11); 86,54 (C17); 119,84
(C4); 127,55 (C2); 160,94 (C1); 173,84 (R=O)OCH,CHjs); 176,64 (C20); 178,01 (C5);
189,15 (C3)m/z = 458,0 (M-1), 358,1; 340,1; 440,7; 422,7; 295,2; 3138 [M+H]+
izracunato za @gH3/NOs = 460,26937; dobijeno = 460,268 My;ax(CH30OH) = 243 nm.

Metil 2-(115,17a-dihidroksi-6a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-gkarboksamido)-
3-fenil propionat (MPF). Beo kristalni praSak, p¢scen primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza A) i preparativne TLC (mobilfi@aza E);Temperatura topljenja:
114,5-117,5°C; ATR-FTIR Vpmax (cm™): 701,03; 742,62; 818,95; 889,09; 1031,70;
1116,32; 1212,90; 1364,29; 1454,73; 1497,36; 16111651,82; 1738,17; 2926,45;
3406,46;'H-NMR (500 MHz, CDs;0D) & ppm 0,78 (1H, g, J=12,2, H-16), 0,93 (1H, d,
J=3,5, H-9), 0,95 (3H, s, H-18), 1,12 (1H, d, &&H; na polozaju Ca), 1,42-1,45 (1H,
m, H-15), 1,48 (3H, s, H-19), 1,49-1,53 (1H, m, J-660-1,67 (2H, m, H-12, H-14), 1,74-
1,76 (1H, m, H-15), 1,82 (1H, dd, J=3,5, J=14, H;1211-2,16 (1H, m, H-16), 2,21 (1H,
ddd, J=4, J=11, J=15, H-8), 2,66-2,75 (2H, m, H-3)10 (2H, d, J=6,2, R-NH-
CH(CH,C¢Hs)-C(=0O)OCH), 3,70 (3H, s, R-NH-CH(CkCsHs)-C(=0)OCH), 4,35 (1H, q,
J=3,2, H-11), 4,66 (1H, t, J=6,5, R-NH-QEH,CsHs)-C(=0)OCH), 5,98 (1H, t, J=1,5, H-
4), 6,25 (1H, dd, J=2, J=10, H-2), 7,18-7,29 (5H,RANH-CH(CHC¢Hs)-C(=O)OCH;),
7,47 (1H, d, J=10, H-1)*C-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm 17,82 (C18); 18,22 (CH
na polozaju C8); 22,13 (C19); 25,07 (C15); 32,92 (C8); 34,04 (C38),65 (C7); 38,64 (R-
NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=O)OCH); 39,68 (C12); 44,83 (C16); 46,47 (C13); 52,6541
52,81 (R-NH-CH(CHCgHs)-C(=0)OCH); 54,95 (R-NH-CHCH,CgHs)-C(=0)OCHp);
58,30 (C9); 70,99 (C11); 86,48 (C17); 119,83 (CH)7,54 (C2); 128,24 (C4’); 129,81
(C3); 130,42 (C2); 137,86 (Cl’); 160,96 (C1); 183 (R-NH-CH(CHCgHs)-
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C(=0)OCHp); 176,44 (C20); 178,01 (C5); 189,16 (CB)iz = 520,0 (M-1), 470,2; 488,3;
174,1; 418,7; 340,3; 313,RS [M+H]+ izratunato za gH3sNOs= 522,28502; dobijeno =
522,28406Amax(CH30H) =202 i 243 nm.

Metil 2-(115,17a-dihidroksi-%-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-fBkar-
boksamido)aceta{DG). Beo kristalni prasSak, pt&éen primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza C) i preparativne TLC (mobilfeza E); Temperatura topljenja:
248,2-250,3°C; ATR-FTIR vmax (cmi®): 822,60; 894,31; 946,61; 996,04; 1011,86;
1126,71; 1206,84; 1302,71; 1403,07; 1513,79; 1@&021616,75; 1658,56; 1735,52;
1744,96; 1762,94; 2872,95; 2936,52; 3377:FONMR (500 MHz, CD;0D) & ppm 0,91
(1H, d, J=7,5, Chlna polozaju Ci#), 1,10 (3H, s, H-18), 1,18-1,23 (1H, m, H-6), 1,53
(1H, ddd, J=5,5, J=13, J=18, H-15), 1,60 (3H, 4 H-1,64 (1H, d, J=2, H-12), 1,76 (1H,
g, J=12, H-6), 1,86-1,91 (1H, m, H-15), 2,18-2,26l(m, H-14, H-12), 2,38-2,51 (2H, m,
H-7, H-8), 2,69-2,76 (1H, m, H-7), 3,07-3,14 (1K, H-16), 3,74 (3H, s, R-C(=O)OGH
3,96 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-GHC(=O)OCH), 4,25 (1H, dqg, J=1,8, J=11, H-11), 6,08
(1H, t, J=1,5, H-4), 6,29 (1H, dd, J=1,7, J=10,2)H7,43 (1H, d, J=10,5, H-1)*C-NMR
(125 MHz, CD;0OD) & ppm 15,30 (CH na polozaju C1®); 17,60 (C18); 23,75 i 23,80
(C19); 28,99 (C15); 32,42 (C7); 33,61 (C6); 35,8501 (C8); 36,57 (C16); 36,76 (C12);
42,03 (R-NH-CH-C(=0O)OCH); 45,04 (C14); 49,72 (C13); 50,42 i 50,61 (C1®; 7 (R-
C(=0)OCHy); 73,151 73,45 (C11); 88,32 (C17); 102,08 i 103,89); 125,24 (C4); 129,90
(C2); 156,29 (C1); 171,38 (R(E0O)OCH); 172,44 (C20); 176,58 (C5); 189,24 (CB)/z
= 447,9 (M-1); 396,1; 416,0; 311,0; 208,9; 153,9; 37M8S [M+H]J+ izratunato za
C24H3,FNOs = 450,22864; dobijeno = 450,226 23:ax(CH30H) = 239 nm.

Metil 2-(118,17a-dihidroksi-9-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkar-
boksamido)propionafDA). Beo kristalni prasak, pt&céen primenom hromatografije na

koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilf@za E); Temperatura topljenja:
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267,2-269,6°C; ATR-FTIR vmax (cm™): 820,82; 887,10; 979,80; 1068,04; 1168,68;
1207,97; 1309,68; 1349,11; 1377,56; 1450,08; 1%05M506,06; 1626,00; 1645,36;
1665,51; 1740,96; 2871,70; 2935,00; 3398:2ENMR (500 MHz, CDs;0D) & ppm 0,89
(1H, d, J=7, CHna polozaju C1#), 1,08 (3H, s, H-18), 1,18-1,23 (1H, m, H-6), 1(3H,

d, J=7, R-NH-CH(CH)-C(=0)OCH), 1,53 (1H, ddd, J=5,5, J=13, J=18, H-15), 1,68, (3
s, H-19), 1,64 (1H, dd, J=1,7, J=14,2, H-12), 1M, q, J=12, H-6), 1,86-1,91 (1H, m, H-
15), 2,17-2,23 (2H, m, H-14, H-12), 2,38-2,51 (2#,H-7, H-8), 2,69-2,76 (1H, m, H-7),
3,08-3,13 (1H, m, H-16), 3,74 (3H, s, R-C(=Q)OfH:,25 (1H, dq, J=1,8, J=11, H-11),
4,42 (1H, q, J=7,2, R-NH-Cl€H3)-C(=0)OCH), 6,08 (1H, s, H-4), 6,29 (1H, dd, J=2,
J=10, H-2), 7,43 (1H, d, J=10, H-1fC-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm 15,28 (CH na
polozaju C1&); 17,59 (C18); 17,73 (R-NH-CH(CHC(=O)OCH); 23,76 i 23,80 (C19);
28,98 (C15); 32,41 (C7); 33,57 (C6); 35,86 i 36(08); 36,51 (C16); 36,77 (C12); 45,09
(C14); 49,61 (R-NH-CKCH5)-C(=0O)OCH); 49,83 (C13); 50,42 i 50,60 (C10); 52,90 (R-
C(=0)OCHy); 73,13 i 73,43 (C11); 88,26 (C17); 102,08 i 103{4®); 125,24 (C4);
129,91 (C2); 156,27 (C1); 171,37 (R<D)OCH;); 175,05 (C20); 175,68 (C5); 189,24
(C3); m/z = 461,9 (M-1), 430,1; 209,1; 410,1; 311,0; 98,2; 39EB [M+H]+ izratunato
za GsH34FNOs = 464,24429; dobijeno = 464,243 W;ax(CH30H) = 239 nm.

Etil  2-(118,17a-dihidroksi-9-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-fkar-
boksamido)aceta{DEG). Beo kristalni praSak, p¥¢scéen primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilf@za E); Temperatura topljenja:
237-239,4°C; ATR-FTIR v (cm™): 816,83; 890,02; 1033,78; 1128,20; 1206,58;
1297,37; 1376,82; 1394,53; 1452,46; 1498,30; 15241622,17; 1644,41; 1662,61;
2873,54; 2938,88; 3375,084-NMR (500 MHz, CDs0D) & ppm 0,90 (1H, d, J=7,5, CH
na polozaju Ci16), 1,10 (3H, s, H-18), 1,18-1,23 (1H, m, H-6), 1,8H, t, J=7, R-
C(=0)OCHCHj3), 1,52 (1H, ddd, J=5,5, J=13, J=18, H-15), 1,99, (8, H-19), 1,62 (1H,
dd, J=1,7, J=14,2, H-12), 1,76 (1H, q, J=12, H1636-1,90 (1H, m, H-15), 2,17-2,25 (2H,
m, H-14, H-12), 2,37-2,51 (2H, m, H-7, H-8), 2,895 (1H, m, H-7), 3,08-3,13 (1H, m,
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H-16), 3,94 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-GHC(=O)OCH), 4,19 (2H, g, J=7,2, R-NH-GH
C(=0)OCHCHgy), 4,24 (1H, dq, J=2, J=11, H-11), 6,08 (1H, t, B3+H-4), 6,28 (1H, dd,
J=1,7, J=10,2, H-2), 7,42 (1H, d, J=10,5, HC-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm
14,64 (R-C(=0)OCHCHy); 15,31 (CH na poloZaju C16); 17,62 (C18); 23,75 i 23,79
(C19); 28,98 (C15); 32,41 (C7); 33,61 (C6); 35,85j00 (C8); 36,56 (C16); 36,73 (C12);
42,23 (R-NH-CH-C(=0)OCH); 45,03 (C14): 49,70 (C13): 50,41 i 50,59 (C1®;H. (R-
C(=0)OCHCHs): 73,13 i 73,43 (C11); 88,31 (C17); 102,08 i 1@3(€9); 125,24 (CA4);
129,90 (C2); 156,28 (C1); 171,37 (RSD)OCHCHs); 171,97 (C20); 176,52 (C5); 189,23
(C3); m/z = 462,0 (M-1), 396,2; 377,8; 416.1; 311,1; 209,2; 397MS [M+H]+
izratunato za GsHz4FNQOgs = 464,24430; dobijeno = 464,24296;a(CH30H) = 239 nm.

Etil 3-(115,17a-dihidroksi-%-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Bkar-
boksamido)propionafDEA). Beo kristalni prasak, p¢scen primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilf@za E); Temperatura topljenja:
113,7-116,6°C; ATR-FTIR Vmax (cm™): 745,40; 889,38; 1033,27; 1067,03; 1185,32;
1241,25; 1375,86; 1393,83; 1450,58; 1520,27; 1619H60,59; 1724,87; 2938,88;
3382,54;'H-NMR (500 MHz, CDsOD) dppm 0,88 (1H, d, J=7,5, CHna poloZaju
Cilén), 1,07 (3H, s, H-18), 1,17-1,22 (1H, m, H-6), 1(38, t, J=7, R-C(=0O)OCKCHs),
1,44 (1H, dd, J=1,5, J=14, H-12), 1,50-1,53 (1HH5), 1,59 (3H, s, H-19), 1,75 (1H, q,
J=11,3, H-6), 1,86-1,90 (1H, m, H-15), 2,17-2,181,(2n, H-14, H-12), 2,37-2,50 (2H, m,
H-7, H-8), 2,55 (2H, t, J=6,7, R-NH-GBH,C(=O)OCHCHs), 2,69-2,75 (1H, m, H-7),
3,08-3,13 (1H, m, H-16), 3,42 (1H, dt, J=7, J=14NR-CH,CH,C(=0)OCHCHz), 3,53
(1H, dt, J=7, J=13,5, R-NH-GBH,C(=O)OCHCHj3), 4,15 (2H, q, J=7,2, R-NH-CGH
C(=0O)OCHCHj), 4,21-4,24 (1H, m, H-11), 6,08 (1H, s, H-4), 6(281, dd, J=1,7, J=10,2,
H-2), 7,42 (1H, d, J=10,5, H-1)*C-NMR (125 MHz, CD;OD) & ppm 14,65 (R-
C(=0)OCHCHj); 15,29 (CH na poloZaju Ci®); 17,83 (C18); 23,74 i 23,78 (C19); 28,97
(C15); 32,41 (C7); 33,56 (C6); 35,41 (R-NH-gEH,-C(=O)OCHCHy); 35,82 i 35,98
(C8); 36,33 (R-NH-CHCH,-C(=0O)OCHCHz); 36,41 (C16); 36,90 (C12); 44,98 (C14),
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50,39 i 50,57 (C10); 61,94 (R-C(=0)OLEH;); 73,04 i 73,34 (C11); 88,25 (C17); 102,07
i 103,47 (C9); 125,24 (C4); 129,91 (C2); 156,21)(A¥1,33 (R-C=O)OCHCHj3); 173,85
(C20); 175,83 (C5); 189,21 (C3n/z = 476,0 (M-1), 376,1; 458,8; 311,1; 440,8; 358,42;
355,9; MS [M+H]+ izradunato za GgH3sFNOs = 478,25995; dobijeno = 478,25876;
Amax(CH30OH) = 240 nm.

Metil 2-(118,17a-dihidroksi-9-fluoro-16a-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkar-
boksamido)-3-fenilpropionat (DF). Beo kristalni prasak, ptg&cen primenom
hromatografije na koloni (mobilna faza A) i prepgame TLC (mobilna faza E);
Temperatura toplienja: 119-122°C; ATR-FTIR Vmax (cm™): 696,82; 743,19; 890,83;
904,30; 947,38; 1056,48; 1173,68; 1244,56; 12681226,25; 1309,76; 1453,29; 1485,12;
1601,87; 1657,14; 1717,47; 2850,27; 2875,35; 29343306,91;'H-NMR (500 MHz,
CDsOD) é ppm 0,83 (1H, d, J=7, Ckna polozaju Ci®), 1,03 (3H, s, H-18), 1,15-1,20
(1H, m, H-6), 1,46-1,55 (2H, m, H-12, H-15), 1,8H( s, H-19), 1,72 (1H, g, J=11,8, H-6),
1,84-1,88 (1H, m, H-15), 2,09-2,18 (2H, m, H-14 1B, 2,36-2,48 (2H, m, H-7, H-8),
2,67-2,74 (1H, m, H-7), 2,99-3,15 (3H, m, H-16, RHEH(CH,CsHs)-C(=0)OCH), 3,70
(3H, s, R-C(=0)OCH), 4,19 (1H, dg, J=2, J=11, H-11), 4,68 (1H, t, J=6R-NH-
CH(CH,CgH5)-C(=0)OCH), 6,07 (1H, s, H-4), 6,28 (1H, dd, J=2, J=10, H-2)19-7,29
(5H, m, R-NH-CH(CHCHs)-C(=0)OCHy), 7,40 (1H, d, J=10, H-1)**C-NMR (125
MHz, CD3;0D) & ppm 15,13 (CH na polozaju Ci®); 17,59 (C18); 23,74 i 23,79 (C19);
28,96 (C15); 32,39 (C7); 33,45 (C6); 35,82 i 35(@8); 36,61 (C16); 36,65 (C12); 38,62
(R-NH-CH(CH,C¢Hs)-C(=0O)OCH); 45,09 (C14); 49,90 (C13); 50,391 50,57 (C1®,;8®
(R-C(=0)OCH); 54,94 (R-NH-CHCH,CgHs)-C(=0)OCH); 73,04 i 73,34 (C11); 88,30
(C17); 102,05 i 103,45 (C9); 125,24 (C4); 128,12)(C129,77 (C4’); 129,90 (C3);
130,45 (C2'); 137,95 (C1); 156,23 (C1); 171,33 QR=O)OCH); 173,67 (C20); 175,54
(C5); 189,22 (C3)m/z = 538,3 (M-1), 506,3; 173,9; 486,2; 130,0; 311,0; 468y8S
[M+H]+ izratunato za GH3sFNOs = 540,27560; dobijeno = 540,2740%;a(CH30H) =
240 nm.

123



Metil 2-(115,17a-dihidroksi-9Qa-fluoro-164-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-fkar-
boksamido)acetgBG). Beo kristalni prasak, pt&éen primenom hromatografije na koloni
(mobilna faza C) i preparativne TLC (mobilna faza Eemperatura topljenja: 263-266
°C; ATR-FTIR Vpax (cm™): 824,92; 893,99; 957,70; 982,32; 1051,33; 11271146,41;
1221,10; 1241,31; 1274,17; 1303,40; 1404,96; 1442¥603,75; 1601,20; 1618,37;
1658,96; 1740,00; 2869,86; 2945,22; 3434BNMR (500 MHz, CDs0D) & ppm 1,14
(3H, s, H-18), 1,17-1,20 (1H, m, H-6), 1,22 (3H,J&7,5, CH na poloZaju C18), 1,52-
1,58 (2H, m, H-12, H-15), 1,60 (3H, s, H-19), 1244 (4H, m, H-15, H-6, H-14, H-16),
2,19 (1H, dt, J=3,2, J=14, H-12), 2,41 (1H, dd,,373=14, H-7), 2,46-2,58 (1H, m, H-8),
2,71-2,78 (1H, m, H-7), 3,73 (3H, s, R-C(=Q)O4H,93 (2H, ABq, J=17,5, R-NH-CH
C(=0)OCHy), 4,24 (1H, dq, J=2, J=10,5, H-11), 6,08 (1H, })H6,28 (1H, dd, J=2, J=10,
H-2), 7,42 (1H, d, J=10, H-1}*C-NMR (125 MHz, CDsOD) & ppm 18,26 (C18); 20,96
(CHs na polozaju C18); 23,78 i 23,82 (C19); 29,28 (C15); 32,43 (C7),336i 35,55 (C8);
36,20 (C6); 37,41 (C12); 41,73 (R-NH-&B(=0)OCH); 44,97 (C14); 48,75 (C16); 49,73
(C13); 50,40 i 50,58 (C10); 52,70 (R-C(=Q)OgH73,23 i 73,53 (C11); 86,02 (C17);
101,98 i 103,38 (C9); 125,22 (C4); 129,88 (C2);,826(C1); 171,38 (R-GO)OCH);
172,47 (C20); 176,24 (C5); 189,25 (C®)[z = 447,9 (M-1), 398,0; 415,9; 396,0; 311,0;
208,8; 372,2MS [M+H]+ izratunato za @H3,FNOs = 450,22864; dobijeno = 450,22826;
Amax(CH30OH) = 239 nm.

Etil  2-(11817a-dihidroksi-9Qa-fluoro-1645-metil-3-okso-androsta-1,4-dien-Fkar-
boksamido)aceta{BEG). Beo kristalni prasak, pé&cen primenom hromatografije na
koloni (mobilna faza B) i preparativne TLC (mobilf@za E); Temperatura topljenja:
252,2-255,1°C; ATR-FTIR Vma (cm™): 807,17; 821,99; 878,19; 892,41; 929,55; 942,94;
1019,73; 1046,57; 1064,61; 1189,99; 1267,70; 12Z97874,09; 1503,59; 1604,16;
1619,09; 1655,90; 1739,17; 2937,60; 3395F6NMR (500 MHz, CDs0OD) & ppm 1,14
(3H, s, H-18), 1,18-1,20 (1H, m, H-6), 1,22 (3H,Jd&7,5, CH na polozaju C1), 1,283
(3H, t, J=7, R-C(=0)OCHKCHs), 1,52-1,58 (2H, m, H-12, H-15), 1,60 (3H, s, H;1B,93-
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2,14 (4H, m, H-15, H-6, H-14, H-16), 2,19 (1H, 33,4, J=14, H-12), 2,41 (1H, dd, J=3,5,
J=14, H-7), 2,46-2,58 (1H, m, H-8), 2,71-2,77 (aHl, H-7), 3,92 (2H, ABq, J=17,5, R-
NH-CH,-C(=0)OCH), 4,19 (2H, q, J=7,2, R-NH-GHC(=O)OCHCHs), 4,24 (1H, dq,
J=2, J=10,5, H-11), 6,08 (1H, s, H-4), 6,28 (1H, &R, J=10, H-2), 7,42 (1H, d, J=10, H-
1); ®°C-NMR (125 MHz, CD;0D) & ppm 14,64 (R-C(=0)OCh{CH;); 18,26 (C18) 20,97
(CHs na polozaju C18); 23,78 i 23,82 (C19); 29,29 (C15); 32,44 (C7),336i 35,55 (C8);
36,20 (C6); 37,40 (C12); 41,93 (R-NH-g&(=0)OCH); 44,98 (C14); 50,39 i 50,58
(C10); 62,42 (R-C(=O)OCHTH3); 73,221 73,52 (C11); 86,03 (C17); 101,98 i 1@3(B9);
125,22 (C4); 129,88 (C2); 156,31 (C1); 171,37 (R@)OCHCHz); 172,00 (C20); 176,18
(C5); 189,24 (C3)m/z = 461,9 (M-1), 416,2; 395,9; 398,2; 377,9; 372,4; 31I\6S
[M+H]+ izratunato za GsH34sFNOs = 464,24430; dobijeno = 464,2430;.x(CH30H) =
239 nm.

4.3. OSNOVNA FIZICKO-HEMIJSKA | BIOFARMACEUTSKA
ISPITIVANJA NOVOSINTETISANIH AMIDA KORTIENSKIH
KISELINA

4.3.1. Ispitivanje lipofilnosti

Primenom konvencionalnehake-flaskmetode odréeni su oktanol/voda particioni
koeficijenti (logP) sintetisanih amida i polaznilukpkortikoida i prikazani u Tabeli 12.
Najvete vrednosti logP imaju derivati metil estra L-famiina (HF, PF, MPF i DF).
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Tabela 12. Vrednosti logP ispitivanih jedinjenja

Jedinjenje logP Jedinjenje logP Jedinjenje logP
Hidrokortizon 1,51 PEG 2,01 Deksametazon 1,92
HG 1,53 PEA 2,15 DG 1,79
HA 1,87 PF 2,85 DA 2,07
HEG 2,00 | Metilprednizolon 2,10 DEG 2,28
HEA 2,04 MPG 2,04 DEA 2,16
HF 2,90 MPA 2,44 DF 3,23
Prednizolon 1,59 MPEG 2,52 Betametazon 1,97
PG 1,63 MPEA 2,55 BG 2,04
PA 1,96 MPF 3,04 BEG 2,44

Shake-flaskmetoda se smatra standardnom metodom za ispgivéppfilnosti
jedinjenja, ali je odlikuju izvesni nedostaci. Zaoaspitivanje je potrebna relativno velika
koli¢ina rastvaréa i ispitivanih supstanci, ispitivane supstancérébalo da budu visokog
stepen&istoce, a vreme izvdenja ispitivanja je relativno dug&hake-flasknetoda je u
mnogim sl&ajevima uspesno zamenjena hromatografskim tehnikafBLC° i TLC

(normalno-fazna i, mnogiese, reverzno-fazna TLG}>%*

U cilju ispitivanja moganosti primene RP-TLC tehnike za ispitivanje i pnace
lipofilnosti amida kortienskih kiselina, odabrar® 30 jedinjenja (HA, prednizolon, PEG,
PEA, PF, MPA, MPEA, MPF, DF i BG). Retenciona pamga ovih jedinjenja su nakon
toga ispitana u sva 4 hromatografska sistema. ékhjgnja za RP-TLC ispitivanja je
formiran tako da su obuh&@ni derivati svih glukokortikoida i svih aminokige i da su
logP vrednosti u tako formiranom setu Sto homogeragporéene. Za odabrana jedinjenja

izracunate sWRy vrednosti u svakom od 4 hromatografska sistemayaki odnos vodene i
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organske faze. lzEéanate Ry vrednosti su korelisane sa odgovaéaju procentom
organskog rastvata, a koeficijenti determinacije su prikazani u Tald8. Zavisnost

izmadu Ry i procenta organskog rastvésau mobilnoj fazi je izrazena Soczewinski —

Wachtmeister-ovom jedimom (15)%%*

Ru= R, +aC (15)

Ekstrapolacijom prave koja pokazuje zavisn@gtod procenta organskog rastugaa
na y-osu, dobija seR), vrednost koja predstavljRy vrednost ispitivanog jedinjenja u
hromatografskom sistemu kajini 100% voda i 0% organski rastvardzrasunate R

vrednosti su prikazane u Tabeli 13. Kao paramgiofilnosti mogu se Koristiti i nagib
krive koja pokazuje zavisno®Ry vrednosti od procenta organskog rastvargg) i Cy
(Tabela 13).

Nagib krive a se cesto koristi kao parametar lipofilnosti i odnosi & speciitnu
hidrofobnu povrsinu jedinjenf@> Za ispitivana jedinjenja u svim primenjenim
hromatografskim sistemima postoji visoka koreladaeiu R), ia (r = 0,983 - 0,993), $to

ukazuje na to da i mehanizmi odréuju njihovo hromatografsko ponasanjé.

Bieganowska i saradnici su primenil, kao parametar lipofilnosti sulfonamid.
Ovaj parametar se moze definisati kao procenatnsigay rastvata u mobilnoj fazi pri

kome je raspodela izrda dve faze jednaka i izZanava se prema jedfiai (16):

C,=——N (16)
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Tabela 13.Koeficijenti determinacije (B i vrednosti hromatografskih parametaR{(, a i

Co) ispitivanih jedinjenja

2| acetonitril/voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20)v/v

Il aceton/voda (60:40, 70:30, 80:20 i 90:10 v/v)

Il etanol/voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20 v/v)

IV metanol/voda (60:40, 70:30, 80:20 i 90:10 v/v)
V tetrahidrofuran/voda (50:50, 60:40, 70:30 i &DV2v)

TLC sistem? [ Il
Jedinjenje R? RS a Co R° RO a Co
HA 0,9687 | 1,447° | -0,026¢ | 53,810 | 0,980¢ | 1,768. | -0,027° | 64,301
P 0,964( | 1,857¢ | -0,0337 | 55,130( | 0,981 | 2,156¢ | -0,034( | 63,435:
PEC 0,991¢ | 1,743¢ | -0,030¢ | 56,427 | 0,970¢ | 1,965¢ | -0,030¢ | 63,824"
PEA 0,9947 | 1,710¢ | -0,029¢ | 57,402° | 0,967: | 2,077: | -0,032( | 64,915¢
PF 0,974% | 2,733( | -0,039, | 68,841 | 0,989 | 2,582° | -0,036. | 71,526:
MPA 0,994¢ | 2,0297 | -0,033. | 61,320. | 0,999: | 2,341( | -0,034( | 68,852
MPEA 0,993. | 2,647. | -0,040. | 66,012! | 0,993¢ | 2,176' | -0,031¢( | 68,228
MPF 0,990¢ | 3,081( | -0,042¢ | 71,986( | 0,990: | 2,781¢ | -0,037: | 74,779¢
DF 0,986¢ | 2,982 | -0,0427 | 69,845. | 0,994( | 3,406: | -0,044¢ | 75,866
BG 0,999. | 2,229t | -0,037( | 60,256( | 0,994 | 1,897 | -0,028¢( | 65,871
TLC sistem? 11 \Y;
Jedinjenje R? RO a G R? RO a G
HA 0,9727 | 1,811 | -0,030¢ | 59,390: | 0,968¢ | 2,352, | -0,030, | 78,423:
P 0,968 | 1,702 | -0,029¢ | 58,703 | 0,989, | 2,580( | -0,033. | 78,181
PEC 0,9637 | 2,086¢ | -0,0337 | 63,230 | 0,992¢ | 2,761¢ | -0,036¢ | 76,711
PEA 0,9637 | 2,086¢ | -0,0337 | 63,230 | 0,998 | 2,779, | -0,036¢ | 77,213¢
PF 0,977, | 2,769 | -0,041¢ | 66,095! | 0,987 | 3,661 | -0,044: | 82,464(
MPA 0,977¢ | 2,254, | -0,035. | 64,054( | 0,973¢ | 2,845. | -0,034¢ | 81,758(
MPEA 0,970; | 2,158 | -0,032¢ | 65,604{ | 0,960¢ | 3,161 | -0,038! | 82,543
MPF 0,983¢ | 3,088! | -0,045( | 68,6733 | 0,976¢ | 4,100 | -0,048¢ | 84,370
DF 0,985, | 3,086¢ | -0,043: | 71,449. | 0,979( | 3,946' | -0,045¢ | 86,168
BG 0,962( | 1,916¢ | -0,031. | 61,627( | 0,978¢ | 2,7317 | -0,035( | 78,037
TLC sistem? V
Jedinjenje R? RS a Co
HA 0,990¢ | 1,498, | -0,025: | 59,4722
P 0,986, | 1,2147 | -0,021¢ | 56,217
PEC 0,991 | 2,313: | -0,035( | 69,097
PEA 0,998¢ | 2,277° | -0,034¢ | 66,445
PF 0,960( | 2,224¢ | -0,032: | 69,087
MPA 0,997¢ | 1,459, | -0,022¢ | 63,742
MPEA 0,995, | 1,688! | -0,027¢ | 61,177
MPF 0,977¢ | 2,44%5 | -0,035¢ | 69,000
DF 0,965! | 3,078! | -0,043¢ | 70,933
BG 0,989¢ | 1,563: | -0,025. | 60,832
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Opseg primenjenih koncentracija organskih rastiaarta ovim sistemima je odabran
tako da je mogte pouzdano izgnati Rf vrednost. Najnizi sadrzaji organskih ras&va
su 50% (mobilne faze I, 1l i V), odnosno 60% (maki faze 11 i IV). Nizi sadrzaji

organskih rastvata nisu mogli biti primenjeni zbog z&&no niskin Rf vrednosti. Stoga,

eksperimentalno oddévanje R, sa mobilnom fazom voda 100% nije bilo moégu

Direktno odrdivanje R}, primenom mobilne faze koja se sastoji samo od yedeogie
jedino u sl#aju veoma hidrofilnih jedinjenj&® Koeficijenti determinacije za sva ispitivana
jedinjenja u svaetiri hromatografska sistema (Tabela 13) su u ap£e9600 - 0,9994, Sto
ukazuje na to da postoji linearna zavisnost merocenta organskog rastvéaau

mobilnoj fazi iRy vrednosti, te je moge primeniti metodu ekstrapolacije za ativanje

vrednosti parametr&,, .

Najlipofilniji predstavnici (derivati metil estra-tenilalanina - PF, MPF i DF) imaju
najnize vrednosti nagiba. Na osnovu toga se moZe zaklfu da promena polarnosti
mobilne faze (promena odnosa vode i organskogaesh) utice najvise na najlipofilnije

predstavnike.

IzvrSena je prosta linearna regresiona (e3igiple Linear Regressio®LR) analiza

rezultatashake-flaskispitivanja lipofilnosti. Vrednosti logP dobijershake-flasknetodom
su korelisane sa iztanatim hromatografskim parametrimeRY, Co i a). Dobijene

regresione jedrigne (SLR modeli) i odgovaradii koeficijenti determinacije (B su

prikazani u Tabeli 14.
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Tabela 14. Regresione jedwtme i koeficijenti determinacije (& linearnih zavisnosti

izmeadu logP i RP-TLC parametara

TLC sistem® Regresiona jedngina (SLR model) R
logP = 0,82&R}, + 0,52 0,791
! logP = -77,58- 0,388 0,650
logP = 0,076C,- 2,398 0,902
logP = 0,9R’, + 0,176 0,756
. logP = -84,84- 0,485 0,611
logP = 0,114C,- 5,425 0,941
logP = 1,01R’, + 0,035 0,926
. logP = -87,84- 0,739 0,879
logP = 0,1325- 6,110 0,938
logP = 0,83R), - 0,217 0,883
v logP =-81,0a- 0,717 0,833
logP = 0,149C,- 9,689 0,840
logP = 0,68&RS + 1,023 0,547
v logP =-53,14 + 0,761 0,466
logP = 0,09%,- 3,761 0,717

8 acetonitril/'voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80/20)v/v
[l aceton/voda (60:40, 70:30, 80:20 i 90v)
[l etanol/voda (50:50, 60:40, 70:30 i 80420)
IV metanol/voda (60:40, 70:30, 80:20 i 90v10)
V tetrahidrofuran/voda (50:50, 60:40, 70t30/20 v/v)

U hromatografskim sistemima I, Il i V hromatografglarametaiCy najbolje koreliSe
sa logP, dok je u ostalim sistemima korelacija idmsva tri hromatografska parametra sa
logP sltna. Koeficijenti determinacije iznde logP i hromatografskih parametara su

najnize u hromatografskom sistemu V, te je préaje logP vrednosti pomio parametara
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izracunatih u ovom sistemu najmanje pouzdano. Najboljerelacije izmdu
hromatografskih parametara i logP su dobijene unhtografskom sistemu Ill, ali se za

predvidanje logP vrednosti mogu koristiti i hromatografsigtemi |, 11i IV.

U cilju procene sposobnosti predainja logP vrednosti amida kortienskih kiselina
primenom hromatografskog sistema Ill, formiran ¢ ed Sest derivata (HG, HF, MPG,
DG, DEA i BEG) koji nisu kori&ni za ispitivanje korelacije izrda logP i
hromatografskih parametara (test set).danati su hromatografski paramet®R} ,Coi a) i
na osnovu odgovarajin SLR modela prikazanih u Tabeli 15 prettie su logP vrednosti

jedinjenja test seta (Tabela 15).

Tabela 15. Eksperimentalne vrednosti i vrednosti logP prédue primenom RP-TLC

sistema lll i odgovarajiih SLR modela

Jedinjenje (test set)  logPshake-flask) logP (R)) logP (@) logP Co)

HG 1,53 1,65 1,71 1,39
HF 2,9 2,65 2,51 3,05
DG 1,79 1,96 2,03 1,80
BEG 2,44 2,29 2,24 2,50
MPG 2,04 1,92 1,90 1,98
DEA 2,16 2,31 2,28 2,46

Kvalitet dobijenih modela i sposobnost pretanja logP vrednosti su ispitani na
osnovu statistkih parametara RMSEE,QRMSEP, r i Rops vs pred TabEIa 16).
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Tabela 16.Statisttki parametri izréunati za odabrane modele

RMSEE Q° RMSEP r R%obs vs pred
Model
logP = 1,01RY + 0,035 0,139 0,889 0,166 0,952 0,889
logP = -87,84 - 0,739 0,177 0,808 0,229 0,916 0,790
logP = 0,13E, - 6,110 0,127 0,906 0,150 0,978 0,910

Niske vrednosti RMSEE i RMSEP ukazuju na malu kazizmeiu eksperimentalno
dobijenih i modelom predienih vrednosti logP jedinjenja u trening, odnosest tsetu.
Vrednosti Gi R%bs vs preU VE&e od 0,5, Sto ukazuje na dobru sposobnost ptedja logP
vrednosti za jedinjenja koja suia jedinjenjima iz trening, odnosno test seta. Blaogu
toga, moze se zakfjui da formirani modeli mogu biti koré&eni za preddanje logP

vrednosti novosintetisanih amida kortienskih kisali

4.3.2. Procena permeabilnosti i retencije u kozi pmenom PAMPA

4.3.2.1. Parametri permeabilnosti i retencije u vaackoj PAMPA membrani

Rezultati PAMPA testa prikazani su u Tabeli’Y.
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Tabela 17. PAMPA parametri permeabilnosti i retencije polézrglukokortikoida i

sintetisanih 1f3-karboksamidnih derivata glukokortikoida

Jedinjenje Ca(t)/Cp(0)? logPs’ R® logK,*
Hidrokortizor 0,72+0,0. -6,50+0,0. 1,60+0,1 -8,44 £ 0,0
HG 0,31+0,00 -6,88+0,00 0,33%0,1 -8,94 + 0,0.
HA 0,89+0,1. -6,42+(0€ 0,34+0,2 -8,32 £ 0,0
HEG 0,47+0,0. -6,70+£0,0. 0,55%0,3: -8,70 £ 0,0!
HEA 1,01+0,00 -6,36+0,00 1,98+0,5: -8,24 + 0,0!
HF 10,99+0,4 -5,23+0,00 8,42+ 3,5 -6,73 £ 0,0.
Prednizolol 0,67+0,0. -653+0,0. 1,260,6 -8,48 £ 0,0
PC 0,17+0,0. -7,13+£0,0. 0,75+0,4 -9,27 £ 0,0.
PA 0,55+0,0i -6,62+0,00 3,28+1,2: -8,59 £ 0,0
PEC 0,49+0,0. -6,67+0,0. 2,15%0,4 -8,65 + 0,0
PEA 0,63+0,00 -6,57+0,0. 0,67 0,1 -8,52 + 0,0
PF 8,07+0,8. -537+0,00 11,01 +0,8¢ -6,92 + 0,0
Metilprednizolor 1,35+0,00 -6,23+0,00 0,94+0,1 -8,19 + 0,0:
MPG 0,55+0,00 -6,62+0,0. 1,23%0,3: -8,59 £ 0,0
MPA 1,37+0,00 -6,22+0,0. 1,67+0,1 -8,06 £ 0,0:
MPEG 0,94+0,1¢ -6,39+0,00 2,32+1,8: -8,28 +0,1.
MPEA 1,37+0,11 -6,20+0,0. 6,47 +1,4 -8,03 £ 0,0
MPF 1156+0,1 -521+0,00 7,89+1,2 -6,70 £ 0,0
Deksametazc 1,69+£0,0. -6,13+£0,00 1,08%0,1. -7,94 £ 0,0
DG 0,4+0,0: -6,77%0,00 1,22+0,2 -8,79 £ 0,0.
DA 1,38+0,00 -6,22+0,0. 0,95 +0,4¢ -8,05 £ 0,0
DEG 0,72+0,0. -6,50+0,0. 2,05%+0,2 -8,44 + 0,0
DEA 0,97+0,0. -6,37+0,00 3,19x+1,2 -8,25 £ 0,0.
DF 13,05+0,4 -5,15+0,00 7,15+1,1 -6,63 £ 0,0.
Betametazao 194+0,11 -6,06+£0,0 2,57+1,1 -7,85 0,0
BG 0,72+0,0 -6,51+£0,0. 0,90+0,5: -8,44 £ 0,0
BEG 1,39+0,00 -6,20+0,0. 4,24+0,8 -8,03 £ 0,0

& parametar permeacije
Plogaritamska vrednokbeficijenta permeabilnosti

¢ retencija

dlogaritamska vrednogtedviiene permeabilnosti kroz koZu



Prema Ottaviani-ju i saradnicifi4 jedinjenja se mogu klasifikovati u tri grupe na
osnovu predviene permeabilnosti kroz kozu (lKp): jedinjenja sa niskim Idgp (logKp <
-6), koja imaju zanemarljivu retenciju i nisku pexaciju () i jedinjenja sa visokom
vrednosu logKp (logKp > -6), koja imaju nisku ili zanemarljivu retenciju visoku
permeacijul( ) ili visoku retenciju i nisku permeacijlil(). PredloZeni model koji dovodi u
vezu lo&pi logPeje:

lop = (1,34 = 0,12) loBe + (0,28 + 0,56) (17)

Na osnovu ovog modela, izt@znate su lop vrednosti ispitanih jedinjenja (Tabela
17). Sva ispitivana jedinjenja imaju lég < -6 i pripadaju grupi (Slika 30).
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Slika 30. Klasifikacija ispitivanih jedinjenja prema predenoj permeabilnosti kroz

kozuf%*
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Vecina sintetisanin amida kortienskih kiselina ima engiju slénu  polaznim
glukokortikoidima. Visoka retencija moze pozitiviuticati na lokalnu antiinflamatornu
aktivnost, jer se jedinjenje duze zadrzava na mesfovanja. S druge strane, visoka
permeabilnost moze dovesti do pojave sistemskikljezizh efekata, jer jedinjenje udem
procentu prolazi u sistemsku cirkulaciju. U cilgdvajanja derivata koji imaju zéano
vedu retenciju u odnosu na polazne glukokortikoidenpnjena je jednofaktorska ANOVA
poreienjem srednjih vrednosti retencije amida kortiehskiselina i odgovarajiih
glukokortikoida. Znaajno veu retenciju imaju MPEA i derivati metil estra L-fElanina
(HF, PF, MPF i DF). Derivati metil estra L-fenilaiaa imaju i zn#&ajno ve&u
permeabilnost u odnosu na odgovaéajglukokortikoide. Derivat MPEA nema zi&no
vecu permeabilnost u odnosu na polazni metilprednizofto ga izdvaja kao predstavnika
sa potencijalno najboljim osobinama za lokalnu prionna kozi.

4.3.2.2. QSPR analiza rezultata PAMPA

4.3.2.2.1Statistrka analiza formiranih QSPR modela

Vigeslojni perceptron (enddultilayer perceptronsMLP)'® je kori&en za formiranje

ANN-QSPR(logPe) i ANN-QSPR(R) modela u STATISTI@#ogramulzbor deskriptora
za formiranje ANN modela je izvrSen primenom postistepwisg MLR. Optimalan broj
¢vorova u skrivenom sloju, broj epolrapmentum learning rateza ANN-QSPR modele
su prethodno utdeni u preliminarnim treninzima mreze za svaki seblakulskih
deskriptora izabranih postupnom MLR metodom, uzceno greSaka predidanja
izracunatih za trening, verifikacioni i test set. Ovdkomirani modeli sa razlitim brojem
deskriptora (dva seta od po 7 i 4 deskriptora za mbdela (ANN-QSPR(Ide) i ANN-
QSPRR))) su analizirani i odabrani su najpouzdaniji modea osnovu ®, r, RMSEE i

RMSEP. Finalna struktura modela se ddie prema odnos&évorova u prvom (ulaznom),
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drugom (skrivenom) i tieem sloju. Modeli odabrani u ovoj studiji imaju sééd strukture:
4—-6-1(ANN-QSPR(Id8)) i 4 —4 — 1 (ANN-QSPRR)).

Postupna multilinearna regresiona analiza je prjemenkako bi se ispitala linearna
povezanost izkanatih molekulskih parametra sa logPe i R vrednwstiispitivanih
jedinjenja. Setovi od po 4 nezavisne varijable kofmiraju finalne ANN-QSPR(loge) i
ANN-QSPR(R) modele su kofiéni za formiranje MLR-QSPR modela. Primenom
postepene multilinearne regresione analize, uzHste enteri F to removekriterijume
primenjene za izbor molekulskih deskriptora za foame ANN-QSPR modela, formirani
su MLR-QSPR(loge€) i MLR-QSPR(R) modeli.

PLS-QSPR modeli su formirani postepenim uklanjanjeazavisnih varijabli na
osnovu vrednosti njihovin VIP parametara. Za svigkimirani model se izkainavaju
statistiki parametri B, Q% F-odnos, p-vrednost i RMSEE i porede sa odgouéiraj
parametrima iz prethodnog modela. Procedura sevharaok se ne dobije najbolji model.

196,202j

Test permutacije zavisne varijablEhg response permutation t€¥t scrambling) e

upotrebljen da se ispita statidii znaaj R i Q% i overfitting zbog sl#ajne korelacije.

Statisticki parametri izraunati za formirane QSPR modele prikazani su u TalBS"
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Tabela 18.Statistéki parametri ANN-QSPR, PLS-QSPR i MLR-QSPR modela

Model Regresiona jednaina/ deskriptori koji formiraju =~ RMSEE ~ RMSEP 03 r R%onsvs pred R® F p
model
ANN(logP® _ logPe=f (Morl6s,nCt,C-008,CATS2D 09 DL) 0,102 0,195 0671 0922 0,867
PLS(lodPe) logPe=f(D/Dtr06,CATS2D_ 08 LL,FO2[C- 0,079 0,172 0,961 0,939 0,896 0,974 34,815 0,00001
C],FO5[C-0], MLOGP2Y
MLR(logP€) logPe=7,88465 + 0,00008lor16s + 0,125 0,264 0,895 0,845 0,756 0,917 56,437 <0,0000
0,52423C-008 + 0,3901ZATS2D_09_DL

ANN(R) R=f(nBM,RDF015m,RDF145s,Mo0r248) 0,746 0,830 0,888 0,950 0,882

PLSR) R:f(HOMO,HOMT,RDF130V,CAT82D_O5_A|E) 1,109 1,473 0,850 0,853 0,630 0,872 36,703  0,00000

MLR(R) R=0,9856021BM-0,001364RDF015m+ 0,000069 0,519 0,962 0,908 0,955 0,842 0,962 95,156 <0,0000

RDF145s+0,000738lor24s

@ Mori6s - signal 16/weighted by I-state; nCt - memof total tertiary C(sp3); C-008 - CHR2X; C8ID 09 DL - CATS2D Donor-Lipophilic at lag

09.

® D/Dtr06 - distance/detour ring index of order 6ATS_2D_08_LL - CATS2D Lipophilic-Lipophilic at 1a§8; FO02[C-C] - frequency of C - C at
topological distance 2; FO5[C-O] - frequency ofOGat topological distance 5; MLOGP2- squared Machi octanol-water partition coefficient.

° nBM - number of multiple bonds; RDF015m - Radbastribution Function- 015/weighted by mass; RD®44 Radial Distribution Function-145/

weighted by I-state; Mor24s - signal 24/weightgd-state.

4 HOMO - highest occupied molecular orbital; HOMHOMA total; RDF130v - Radial Distribution Functiel 30/weighted by van der Waals volume;
CATS_2D_05_AL - CATS2D Acceptor-Lipophilic at lagp.0
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Kvalitet formiranih QSPR modela procenjen je nacwsnstatisttkih parametara R
F-odnosa, p-vrednosti, RMSEE, RMSEP, P iQR%ps vs predKOji SU izratunati prema

formulama prikazanim u poglavlju 1.9.4.

Analizirajwi izratunate statistke parametre (Tabela 18), svi formirani QSPR modeli
imaju zadovoljavajéu sposobnost predianja (F= 0,5 i Rgpsvs prec 0,5) i niske vrednosti
greSaka (RMSEE i RMSEP) za odgovaéajuntervale lo§e i R vrednosti. Na osnovu
vrednosti ostalih statiskih parametara, moze se zaklju da su najpouzdaniji QSPR
modeli PLS-QSPR(Idge) i ANN-QSPRR) modeli.

4.3.2.2.2. Interpretacija formiranih QSPR modela

Na osnovu vrednosti VIP parametara (0,9 — 1,2),avs® zakljditi da svi deskriptori
koji formiraju QSPR-PLS(loge) model imaju skian uticaj na permeabilnost ispitivanih
jedinjenja kroz PAMPA vestiu membranu (Slika 31)*

1.4

1.3
1.2
Ed
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

VIP (3)

FO5[C-0] D/Dtr06 MLOGP2 Fo2[C-C] CATS2D 08 LL

Var ID (Primary)

Slika 31.Vrednosti VIP parametara deskriptora koji formir@iLS-QSPR(loBe) modef*!
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Vrednosti koeficijenata pokazuju da svi deskriptoraju pozitivan, osim D/Dtr06 koji
ima negativan uticaj na permeabilnost ispitivaeitiinjenja kroz PAMPA membranu (Slika
32).

S 2 2 o2 —
o BN 0 O

0effCS(3) (logPe)
s o
o

Y04
-0.6
-0.8

-1.0
-1.2

-14

D/Dtr06 CATS2D 08 LL F02[C-C] F05[C-0] MLOGP2

Var ID (Primary)

Slika 32. Koeficijenti deskriptora PLS-QSPR(IBg) model&™*

Deskriptor D/DtrO6 distance/detour ring index of order) Gpada u deskriptore
cikli¢cnih sistema u molekulu. Deskriptori FO2[C-C] i FG5D] predstavljaju &estalost
pojave C-C fragmenata sa topoloSkom distancoméstalost pojave C-O fragmenata sa
topolodkom distancom 5. Ovi deskriptori spadaju wodimenzionalne deskriptofé®
TopoloSke distance su najkearastojanja (izrazena kao broj atomskih veza) d@n@-C i
C-O grupa u molekulé&®® Prisustvo funkcionalnih grupa koje imaju viSestulc-C
fragmente (npr. benzenov prsten u strukturi deaivdenilalanina) ili prisustvo

funkcionalnih grupa sa kiseonikom dovodi do p&arga vrednosti ovih deskriptora, a kao
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rezultat toga i do povanja permeabilnosti jedinjenja kroz PAMPA membrailtOGP2

je kvadrat Moriguchi-jevog oktanol/voda particion&geficijenta®**

Ovaj deskriptor se
izratunava na osnovu kvantitativnog odnosa strukturegP|vrednosti koji su predlozili
Moriguchi i saradnici. Predlozeni model sadrzi EH3gmetara koji se odnose na hidrofobne
i hidrofilne atome, sterne efekte azota i/ili kisé@, prisustvo nezasnih veza, amfoterna
svojstva i druge osobine testiranih jedinjenja. GRD_08_LL CATS2D lipophilic-
lipophilic at lag0§ pripada CATS2D deskriptorinfd® MLOGP2 i CATS2D 08 LL se
odnose na lipofilnost ispitivanih jedinjenja. Dagkor CATS2D_09 DL, koji se pojavijuje

u preostala dva modela (ANN-QSPR{®®) i MLR-QSPR(lodPe), se takde odnosi na
lipofilnost jedinjenja. Na osnovu toga, moZe seljp@ki da je lipofilnost ispitivanih

jedinjenja zn&ajna osobina koja uie na permeabilnost kroz PAMPA vedta membranu.

Prema graficima odgovora deskriptora koji formirANN-QSPRR) model (Slika 33)
i koji pokazuju uticaj navedenih deskriptora neeneiju jedinjenja u PAMPA ve3tkoj
membrani, deskriptori nBM, Mor24s i RDF145s imajazjivan, dok RDF015m ima
negativan uticaj na retenciju. Isti zaklak se moze izvesti i na osnovu predznaka
koeficijenata ispred deskriptora u MLR-QSHR(nodelu.
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Slika 33.Grafici odgovora deskriptora koji formiraju ANN-@&R) modef**

Na osnovu analize uticaja deskriptora koji formirdfNN-QSPRR) model (Tabela
19), deskriptor koji najviSe W@ na retenciju u PAMPA ve&fieoj membrani je nBM (broj
viSestrukih veza). Povanje vrednosti nBM dovodi do patanja retencije.Na osnovu
toga se moze objasniti zaStoécwe derivata prednizolona (PG, PEG, PA i PF) iméuve
retenciju od odgovarafih derivata hidrokortizona (HG, HEG, HA i HF). Ositega, ovim
deskriptorom se moze objasniti i znatnéaeetencija derivata fenilalanina (HF, PF, MPF,
DF) u odnosu na druge derivate. Na osnovu uticegdnosti nBM na retenciju, moze se
pretpostaviti darTmtinterakcijeizmedu ispitivanih jedinjenja i komponenata membrane

predstavljaju jedan od mehanizama retencije u vedf® AMPA membrani.
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Tabela 19.Analiza uticaja deskriptora iz ANN-QSHR(modela

Deskriptor nBM RDFO015m RDF145s Mor24s
Parametar uticajaratio)® 3,19 1,60 1,29 1,78

FParametar koji opisuje stepen uticaja deskriptaraavisnu varijablu

Mor24s spada u trodimenzionalne MoRSE deskriptor@vi deskriptori uzimaju u
obzir trodimenzionalni raspored atoma u molekukizavise od valine molekula i mogu
se primeniti na velikom broju strukturno ratih jedinjenja**® Znasenje i primena ovih
deskriptora nije u potpunosti razjasnjéfs’** RDF015m i RDF145s su RDFRé&dial
Distribution Functior) deskriptori korigovani masom, odnosno I-stanfémRDF015m
deskriptor predstavlja trodimenzionalnu distribuagijase izréunatu na rastojanju 1,5 A od
geometrijskog centra molekula i odnosi se na stiaki®re na tom rastojanjid? Jedinjenja
sa najvéom vredno8u ovog deskriptora su DF, DEG, DG i DEA. Grupa koja
najverovatnije dovodi do visoke vrednosti ovih dgsora je metil grupar-orijentacije na
poloZaju C16¢ije rastojanje od geometrijskog centra ovih jedifgeiznosi od 2 do 2,5 A
(Slika 34). Na osnovu uticaja ovog deskriptora, k&imjenice da i derivati deksametazona
imaju jednu dvostruku vezu viSe u prstenu A u odnos derivate hidrokortizona,

strukturne modifikacije u cilju povanja retencije bi trebalo vrSiti na derivatima

deksametazona.
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Slika 34. Trodimenzionalna struktura jedinjenja DG sa gefijskim centroni™!
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RDF145s je deskriptor koji predstavlija signal &maat na rastojanju 14,5 A od
geometrijskog centra molekud® BEG i MPEA imaju najvise, dok prednizolon i
metilprednizolon imaju najnize vrednosti ovog dgsiara. Ovim deskriptorom se moze
objasniti pozitivan uticaj duzine Boog niza na retenciju ispitivanih jedinjenja u PAMP
membrani. Esterifikacija karboksilnih grupa amirsgtina alkoholima sa ¢en brojem
ugljenikovih atoma ili uvdenje drugihB— ili y-aminokiselina u C1¥ batni niz bi trebalo

da dovede do poanja retencije u vestkoj PAMPA membrani i koZi.

Formirani QSPR modeli prikazuju kvantitativnu vezZmracunatin molekulskih
deskriptora sa Idge i R parametrima ispitivanih jedinjenja. Ovi modeli noodpiti
upotrebljeni za predidanje lod’e i R novih amida kortienskih kiselina (npr. dobijenih
strukturnim modifikacijama ispitivanih jedinjenj& sintetisani iz drugih glukokortikoida
i/ili aminokiselina), a na osnovu toga i za prefdwije permeabilnosti i retencije ovih

jedinjenja u kozf3*

4.3.3. Procena permeabilnosti kroz kozu primenom bparticione

micelarne hromatografije (BMC)

4.3.3.1. Retenciono ponaSanje ispitivanih jedinjeaju BMC-koza sistemu

Retencioni faktoriK) ispitivanih jedinjenja u BMC-koza sistemu su jaizlani u Tabeli

20. Intra-day varijabilnost je manja od 1%, dokijeter-dayvarijabilnost manja od 2%
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Tabela 20.Retencioni faktori u BMC-kozZa sistemu i predisa permeabilnost kroz kozu

ispitivanih jedinjenja

Grupa Jedinjenje k logk logK,®
Hidrokortizon 1,83 0,26 -8,44 + 0,02
Hidrokortizon HG 1,4 0,17 -8,94 + 0,0:
i HA 1,9C 0,2¢ -8,32 £ 0,0
o HEG 2,2€ 0,3F -8,70 £ 0,0!
derivati HEA 2,31 0,3€ -8,24 + 0,0!
HF 8,70 0,94 -6,73 + 0,01
_ Prednizolon 1,85 0,27 -8,48 £ 0,02
Prednizolon PG 1,55 0,19 -9,27 + 0,04
i PA 1,94 0,2¢ -8,59 + 0,0
o PEC 2,3 0,37 -8,65 + 0,0
derivati PEA 234 0,31 -8,52 + 0,0-
PF 8,54 0,97 -6,92 + 0,0
Metilprednizolon 3,16 0,5 -8,19 + 0,03
Metilprednizolon MPG 2,66 0,42 -8,59 + 0,06
i MPA 3,2¢ 0,51 -8,06 * 0,0:
o MPEGC 3,85 0,5€ -8,28 + (,11
derivati MPEA 3,85 0,5¢ -8,03 + 0,0;
MPF 12,2:  1,0¢ -6,70 £ 0,0:
Deksametazon 3,76 0,58 -7,94 +0,01
Deksametazon DG 2,86 0,46 -8,79 + 0,04
i DA 3,48 0,54 -8,05 + 0,02
o DEG 42C 0,62 -8,44 + 0,0:
derivati DEA 4,17 0,62 8,25 +0,0
DF 14,1F 1,1F -6,63 + 0,0.
Betametazon Betametazon 3,65 0,56 -7,85 £ 0,05
i BG 3,561 0,5F -8,44 + 0,0:
derivati BEG 523 0,72 -8,03 £ 0,03

2permeabilnost kroz koZu predena prema modelu Ottaviani-ja i saradfifka

Logaritamske vrednosti retencionih faktora @pg sistemu BMC-koza su korelisane

sa predudenom permeabilnéd kroz kozu (lo&p, poglavije 4.3.2.1.). Visok koeficijent

determinacije (R= 0,84) ukazuje na dobru korelaciju izfueova dva parametra, $to

omoguuje primenu BMC u proceni permeabilnosti ove grigginjenja kroz kozu (Slika

35).
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Slika 35. Korelacija izméu logk i logK, vrednosti®®

Najvete vrednosti retencionih faktora imaju derivati hestra L-fenilalanina (HF,
PF, MPF i DF), pa se moze&ekivati njihova znatno @ permeabilnost kroz kozu u

odnosu na polazne glukokortikoide i ostale ispiteyamide kortienskih kiselina.

4.3.3.2. Interpretacija formiranih QSRR(k) modela
Statistiki parametri za procenu kvaliteta formiranih QSRRtiodela RMSEE, G, R,

F, p, RMSEP, rR%psvs pred SU izr&unati prema formulama prikazanim u poglavlju 1.9.4.

prikazani u Tabeli 2%
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Tabela 21.Statistéki parametri za ANN-QSRR], PLS-QSPRY() i MLR-QSPRK) modele

Regresiona jednaina/deskriptori koji 5 5
Model formiraju model RMSEE RMSEP @ r RZsbsvs pred R F p
ANN-QSRRK) logk=f(Mor02s,CATS2D_03_LL, nBM, 1,171 1,141 0,171 0,942 0,871
Mor05u}f
PLS-QSRRK) logk=f(MLOGP2,CATS2D_07_LL,CATS2 0,769 0,709 0,863 0,974 0,950 0,938 41,147 0,000002
D_08_LL,F02[C-C], FO3[C-C]j
MLR-QSRRK) logk=-14,4480+0,9176*nBM- 0,825 0,962 0,322 0,965 0,909 0,911 52,196 < 0,0000

0,0001*Mor02s +0,3950*CATS2D_03_[L

& Struktura ANN-QSRR{) modela: 4-5-1
b Mor02s - signal 02/weighted by I-state; CATS2D_I03- CATS2D Lipophilic-Lipophilic at lag 03; nBM aumber of multiple bonds; Mor0O5u-signal

05/ unweighted

¢ MLOGP2- squared Moriguchi octanol-water partitiomefficient; CATS 2D _07_LL - CATS2D Lipophilic-Ligzhilic at lag 07; CATS 2D 08 _LL -
CATS2D Lipophilic-Lipophilic at lag 08; FO2[C-C]frequency of C-C at topological distance 2; FO&-frequency of C-C at topological distance 3
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Sve formirane modele karakteriu visoke vredno&isR pred(R%obsvs pred = 0,5), ali
jedino PLS-QSRR{ model ima &> 0,5. PLS-QSRR{ model ima i najnize vrednosti
greSke preddanja za trening i test set (RMSEE i RMSEP), te s model izdvaja kao
najpouzdaniji za preddanje permeabilnosti amida kortienskih kiselina KkoZu.

Deskriptori  koji  formiraju izabrani PLS-QSRK( model su MLOGP2,
CATS2D_07_LL, CATS2D_08_LL, FO2[C-C] i FO3[C-C]. Nasnovu VIP Variable
Importance in the Projectignvrednosti, mozZe se zakéjti da svi deskriptori imaju sian
uticaj nak vrednost (Slika 36).
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0.0

MLOGP2 CATS2D _07_LL CATS2D_08_LL F02[C-C] F03[C-C)
Var ID (Primary)

Slika 36.VIP vrednosti deskriptora koji formiraju izabraPiLS-QSRR K) modef?®

Na osnovu grafika PLS regresionih koeficijenataefficient plotSlika 37), svi
deskriptori imaju pozitivan uticaj navrednost.
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Slika 37.Grafik PLS regresionih koeficijenata deskriptocgi kormiraju izabrani PLS-
QSRRK) modef*

FO2[C-C] i FO3[C-C] pripadaju dvodimenzionalnim #gptorima i ozn&avaju
ucestalost C-C sa topoloskom distancom 2, odnosfid Bvodenje funkcionalnih grupa
koje sadrze viSestruke C-C fragmente (npr. fenipgru strukturama derivata HF, PF, MPF
i DF) dovodi do zn&jnog povéanja vrednosti ovih deskriptora. Ovim deskriptorimae
mogla objasniti véa vrednosk derivata metilprednizolona (MPG, MPA, MPEG, MPEA i
MPF) u pordenju sa odgovarafim derivatima prednizolona (PG, PA, PEG, PEA i PF).
Jedina razlika u strukturama ovih derivata je mgtilpa na poloZzaju @6koja povéava
vrednosti FO2[C-C] i FO3[C-C] deskriptora k vrednosti derivata metilprednizolona.
Strukturne promene koje dovode do p&aga vrednosti ovih deskriptora (npr.
esterifikacija karboksilne grupe aminokiselina &&bma sa véim brojem ugljenikovih
atoma ili upotreba aminokiselina satvastim b@&nim nizom) bi trebalo da dovedu do

pove&anja permeabilnosti.
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MLOGP2 je kvadrat Moriguchi-jevog oktanol/voda pednog koeficijenta.
CATS2D_07_LL i CATS2D_08 LL CATS2D lipophilic-lipophilic at lag04 CATS2D
lipophilic-lipophilic at lag08) pripadaju CATS2D deskriptorinfa® Deskriptori MLOGP2,
CATS2D_07_LL i CATS2D_08_LL se odnose na lipofilho® se moze zakliti da je
lipofilnost vazna osobina koja té@ na retenciju u BMC-koza sistemu. Ovi deskriptori
imaju pozitivan uticaj n& vrednost, tako da se p@amnjem lipofilnosti jedinjenja povava

i retencija u BMC-koza sistemu, Sto bi trebalo dagda i permeabilnost kroz kozu.

Odabrani QSRR{) model (PLS-QSRR{) prikazuje kvantitativhu vezu izrda
izracunatih molekulskih deskriptora i retencionih faktgqk) u BMC-koza sistemu. Ovaj
model moze biti upotrebljen za predanje vrednostk novih amida kortienskih kiselina
(npr. dobijenih strukturnim modifikacijama ispitmié jedinjenja ili sintetisanih iz drugih

glukokortikoida i/ili aminokiselina) i permeabilnb®vih jedinjenja kroz kozg*

4.4. ISPITIVANJE LOKALNE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOST |
| SISTEMSKIH NEZELJENIH EFEKATA NOVOSINTETISANIH
AMIDA KORTIENSKIH KISELINA

Rezultati ispitivanja lokalne antiinflamatorne akibsti testom inhibicije edema

izazvanog krotonskim uljem na uhu pacova prikasani Tabeli 22%°
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Tabela 22. Maksimalna inhibicija edema izazvanog krotonskigma na uhu pacova i
ECso vrednosti za ispitivana jedinjenja

Jedinjenje Maksimalna inhibicija ECso (M) Interval poverenja
edema (%) za EGo (LM)
HG 42,42 6,30 1,33-29,7
HA 28,78 22,92 2,11 - 248,61
HEG 28,78 16,67 2,65 - 108,37
HEA 29,54 - -
HF 30,30 - -
PG 44,69 6,76 0,92 - 49,54
PA 45,45 - -
PEG 46,96 6,37 0,67 - 60,53
PEA 45,45 6,96 0,93 - 51,87
PF 29,54 - -
MPG 70,45 2,92 1,33-6,41
MPA 47,72 5,27 1,05 - 26,26
MPEG 58,33 - }
MPEA 84,84 0,72 0,19 - 2,67
MPF 35,60 - -
DG 40,90 10,2 1,09 - 95,02
DA 48,48 4,87 1,09 -21,71
DEG 50 4,04 0,92-17,63
DEA 52,27 - -
DF 29,54 - -
BG 65,15 2,39 0,62-9,1
BEG 79,54 1,01 0,27 - 3,71
Deksametazon 55,54 37,13 9,23 - 149,34

@koncentracija rastvora pri kojoj se dostize malkdira inhibicija edema je 4,58
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Derivati MPG, MPEA, BG i BEG imaju ziajno vise, dok ostali derivati imaju &tie
ili nize vrednosti maksimalne inhibicije edema wnodu na deksametazon. &g@rednosti
nisu izr&unate za derivate metil estra L-fenilalanina (HF, RMMPF i DF), kao ni za
derivate PA, MPEG, HEA i DEA, zbog sporijeg podagja inhibicije edema sa
koncentracijom u odnosu na druge drivatesg€ednosti ostalih derivata su 8o nize
od EGyo vrednosti deksametazona, pa bi se moglo pretptstir ovi derivati imaju
zna&ajno vei afinitet za glukokortikoidni receptor u odnosu migksametazon. Ova
pretpostavka je u skladu sa zaktiima dobijenim izin silico predvidanja afiniteta
(poglavlje 4.1.). Jedinjenja koja imaju najuelokalnu antiinflamatornu aktivnost (najvisu
vrednost maksimalne inhibicije edema i najnizusi@ednost) su MPEA, BEG i BG.
Derivat MPEA ima i zné&jno viSu retenciju u PAMPA ve&ieoj membrani u odnosu na
polazni metilprednizolon, te se izdvaja kao derigat najboljim osobinama za lokalnu
primenu na kozi od svih ispitivanih jedinjenja. ¥ei zavisnosti inhibicije edema od
primenjene koncentracije za MPEA, BEG, BG, PF, HEfgksametazon su prikazane na
Slici 38.
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Slika 38. Krive zavisnosti inhibicije edema od primenjene éemntracije za a) MPEA,
BEG, BG, PF, HEG i b) deksametazon

Za derivate sa najboljom lokalnom antiinflamatornaktivnofu ispitani su sistemski
nezZeljeni efekti primenom istog testa, nakon vigwthe primene na uhu pacova. Rezultati
su prikazani u Tabeli 23 i upateni sa sistemskim nezeljenim efektima deksametazona
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Tabela 23.Sistemski nezeljeni efekti odabranih amida i delesi@azona

Jedinjenje Primenjena koncentracija % smar]jenja % smanjgnja mase
(LM) mase timusa slezine
MPEA 0,72 2,05+1,50 0,79+0,45
7,2 3,82 +0,86 2,75 + 2,69
BEG 1,01 1,39+1,31 1,88 +1,22
10,1 3,05+ 1,53 3,17 +2,58
8G 2,39 1,16 + 0,91 1,68 + 0,53
23,9 4,82+271 3,57+1,82
Deksametazon 37,13 4,77 +1.64 3,99 +2,38

Dobijeni rezultati analizirani su primenom Studembg t-testa. Za sva ispitivana
jedinjenja primenjena u Egkoncentraciji uéen je zn&ajno nizi procenat smanjenja mase
timusa i slezine (p < 0,05) u odnosu na deksamptakKada se ispitivana jedinjenja
primene u koncentraciji 10 puta viSoj od 4&5(he postoji statistki znatajna razlika (p >
0,05). Na osnovu statigke analize rezultata prikazanih u Tabeli 23, mazeakljiti da
su sistemski nezeljeni efekti ispitivanih amida @sizkoncentracijama slabije izrazeni u
odnosu na sistemske nezeljene efekte deksametazodgovarajioj ECso koncentraciji.
Sistemski nezeljeni efekti ispitivaninh amida u kentracijama 10 puta viSim od E{su

sli¢ni sistemskim nezeljenim efektima deksametazondgowarajdoj EGso koncentraciji.

Metabolizam jedinjenja sa najboljom lokalnom aktgu (MPEA) je preduien
primenom programa Metabolizer. Prema ovom programajyerovatnija metabdalka
reakcija je hidroliza estarske grupechog niza na polozaju CB7 pri ¢emu se dobija
odgovarajda kiselina (Sema 3). Vazno je istaa je nastanak kortienske kiseline amma
kao malo verovatan, sa globalnom produkcijom i aldagijom manjom od 1%, Sto bi se
moglo objasniti zn&ajnom metabotkom stabilnodu amida u odnosu na estre. Metadiali
profil ostalih derivata je slan profilu MPEA?*
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Hidroliza estra

CI;Ha éH3
Ukupna produkcija: 43,9 %

Ukupna akumulacija: 31,9 %

Sema 3Put biotransformacije MPEA predién programom MetabolizZ&?r

Vezivanje glavnog metabolita MPEA za glukokortikeidreceptor je analizirano
primenom docking studija (poglavlje 3.1.3) i iztanate su energije vezivanja (-10,91
kcal/mol) i ligand efikasnost (-0,35 kcal/(mol-afgriNa osnovu visokih vrednosti energije
vezivanja i efikasnosti liganda, kao i odsustva teriakcije C3-karbonilne grupe sa
glukokortikoidnim receptorom, moZe secekivati slaba glukokortikoidna aktivnost
nastalog metabolita. Rezultatinia silico predviianja metabolizma MPEA i aktivnosti
glavnog metabolita ovog derivata bi se mogli obfastabije izrazeni nezeljeni efekti ove

grupe amida kortienskih kiselina u odnosu na delksaror?*®
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4.5. 3D-QSAR STUDIJE

Vrednosti statistkih parametara optimalnog 3D-QSAR modela prikazanu Tabeli
24. Parametri RMSEE, RMSEP {3 vs predSU izr&unati prema formulama prikazanim u
poglavlju 1.9.4., dok parametre RQ? izratunava softver Pentacle 1.(ofimenjen za 3D-
QSAR analizu rezultata lokalne antiinflamatorne ialdsti ispitivanih jedinjenja.
Optimalni 3D-QSAR model je trokomponentni, odnosdefiniSe se sa tri osnovne
komponente (latentne varijable).

Tabela 24.Statisttki parametri izraunati za optimalni 3D-QSAR model

Model (broj komponenti) RMSEE RMSEP R @Q° R%obsvs pred
Trokomponentni model 4,38 6,84 0,99 0,77 0,66

U Tabeli 25. su prikazane eksperimentalno deine i 3D-QSAR modelom predié@ne
vrednosti maksimalne inhibicije edema izazvanogtdaskim uljem na uhu pacova

(procenat inhibicije edema pri koncentraciji rasavd,58 uM).
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Tabela 25. Eksperimentalno oddene i 3D-QSAR modelom prediéne vrednosti

maksimalne inhibicije edema izazvanog krotonskijaralna uhu pacova

Trening set
Maksimalna inhibicija edema)

Jedinjenje Eksperimentalno odralena aktivnost Predvidena aktivnost
BEG 79,54 80,08
DEA 52,27 51,55
DEG 50,00 54,33

DF 29,54 30,97
HA 28,78 36,05
HEA 29,54 30,61
HEG 28,78 32,74
HF 30,30 33,63
HG 42,42 39,96
MPA 47,72 49,91
MPEA 84,84 86,22
MPEG 58,33 62,98
MPF 35,60 34,40
MPG 70,45 59,62
PA 45,45 40,87
PEG 46,96 46,07
PG 44,69 39,23

Test set
Maksimalna inhibicija edema (%

Jedinjenje Eksperimentalno odralena aktivnost Predvidena aktivnost
BG 65,15 68,44
DA 48,48 56,57
DG 40,90 50,61
PEA 45,45 52,04
PF 29,54 33,97

Grafik zavisnosti eksperimentalno odesih i predwienih vrednosti maksimalne
inhibicije edema jedinjenja iz trening i test sgtgrikazan na Slici 39.
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Slika 39. Zavisnost eksperimentalno odemih i predvitenih vrednosti maksimalne

inhibicije edema (%) za jedinjenja iz trening s@aeni rombovi) i test seta (crni krddi

Varijable sa najv@m uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivhostkpzane su u
Tabeli 26.

Tabela 26.Varijable sa naju@m uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivnost

Varijabla Rastojanje (&) orelogram  Uticaj  PLS koeficijent
(interakcije)
v412 18,4 - 18,8 DRY-TIP  pozitivan 7,8
v58¢€ 14,8- 15,2 N1-TIP negativai -6,74
v31C 2-2/4 DRY-N1 negatival -6,9:
v237 21,6- 22 TIP-TIP negativai -7,61
v39¢€ 12-12.. DRY-TIP  pozitivar 6,92
v536 19,2-19,6 O-TIP pozitivan 8,41
v192 3,6-4 TIP-TIP negativan -6,54
v219 14,4 -14.8 TIP-TIP pozitivan 11,1
Vv22¢ 18- 18,4 TIP-TIP pozitivar 8,37
v127 2-2/4 N1-N1 negatival -7,81
V207 9,,6 1€ , HP-FP pozitivar 6,41,




Grafik PLS regresionih koeficijenata najuticajnijarijabli u formiranom modelu je

prikazan na Slici 40.
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Slika 40. Grafik PLS regresionih koeficijenata najuticajniyiarijabli u 3D-QSAR modelu

Varijable koje pozitivno koreliSu sa lokalnom anfiamatornom aktivnadi su v412
(DRY-TIP), v396 (DRY-TIP), v536 (O-TIP), v219 (TIPH), v165 (N1-N1) i v228 (TIP-
TIP). Varijablav219 (TIP-TIP) je formirana iznd@ metil grupe na poloZzaju @6(derivati
metilprednizolona) ili atoma vodonika na polozaj@ Calkil grupe estra iz CBfbotnog
niza. Varijabla v228 (TIP-TIP) je formirana izthekarbonilne grupe na polozaju C3 i alkil
grupe estra iz CI¥bo¢nog niza. Ove varijable ukazuju na Zapost van der Waalsovih
interakcija navedenih grupa sa glukokortikoidniroegtorom. Varijabla v396 (DRY-TIP) i
v412 (DRY-TIP) su formirane iznde razliitih atoma u prstenovima A, B i D steroidne
strukture i alkil grupe estra na polozaju @1Varijabla v536 (O-TIP) je formirana izrie

alkoholne grupe na polozaju 31 alkil grupe estra iz CI¥bocnog niza. Navedene
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varijable ukazuju na zdaj za aktivnost alkil grupe estra iz (@lBocnog niza (na
definisanim rastojanjima od odgovaréju grupa u strukturi amida sa kojima formira ove
varijable). Esterifikacija drugim alkoholima (poretktanola i etanola) bi verovatno dovela
do promene aktivnosti ove grupe jedinjenja. Valgakb36 ukazuje i na vaznost alkoholne
grupe na polozaju CBlkao donora vodonika, tako da bi njena esterifjgagerovatno
dovela do znéajnog smanjenja antiinflamatorne aktivnosti, Stajekladu sa zakljicima
3D-QSAR studija koje su sprovedene na konvenciemalglukokortikoidima. Varijabla
v165 (N1-N1), koja je formirana izrda keto grupe na polozaju C3 i karbonilnog kiseonika
estra iz C1p bo¢nog niza, ukazuje na z&es uvaienja estarske grupe u BBocni niz
derivata kortienske kiseline i u skladu je sa ag&kijma izvedenim izdocking studija o
interakcijama ove grupe sa glukokortikoidnim reoept. Varijabla v207 (TIP-TIP) je
formirana izmdu karbonilne grupe na polozaju C3 i metil grupepwdozaju C@& svih
derivata metilprednizolona. Ovom varijablom se mobdbjasniti veéa lokalna
antiinflamatorna aktivnost Bfkarboksamidnih derivata metilprednizolona u odnosu

odgovarajde derivate drugih glukokortikoida.

Varijable koje negativho koreliSu sa lokalnom arftamatornom aktivnasi
ispitivanih jedinjenja su v586 (N1-TIP), v310 (DR¥Y1), v237 (TIP-TIP), v192 (TIP-TIP)
i v127 (N1-N1). Varijabla v127 (N1-N1) je formiranameiu azota amidne grupe i
karbonilnog kiseonika estarske grupe @bocnog niza kod véne estarskih derivata L-
glicina, L-alanina i L-fenilalanina i ima najizraig negativni uticaj na lokalnu
antiinflamatornu aktivnost ovih derivata. Ova valiia ne moze biti formirana u strukturi
derivata etil estr@-alanina, jer je rastojanje iz azota i karbonilnog kiseonika u ovoj
aminokiselini vée nego u Eglicinu, L-alaninu i L-fenilalaninu. Upotreba estarskih
derivata drugif3—(npr. 3-aminobuterne kiseline,~&minoizobuterne kiselinefi-leucina)
ili y-aminokiselina (npry—aminobuterne kiseline) bi mogla da dovede do smn@nida
kortienskih kiselina sa boljom lokalnom antiinflalmanom aktivnhodu u odnosu na
estarske derivate -glicina, L-alanina i L=fenilalanina. Varijabla v237 (TIP-TIP) je

formirana izméu karbonilne grupe na polozaju C3 i alkil grupe@<1B bocnog niza.
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Prisustvo dve varijable istog tipa (TIP-TIP), ¢gih rastojanja izm#u grupa koje je
formiraju, ali sa razéiitim uticajem na lokalnu antiinflamatornu aktivhogt228 utte
pozitivno, a v237 negativno) ukazuje na neophodpagtjivog izbora alkil grupe estra u

C173 bo¢nom nizu ovih derivata.

Kako bi se ispitao uticaj razltih alkil estara, kao i3— i y-aminokiselina u
C178 bocnom nizu, lokalna antiinflamatorna aktivnoée biti predviena primenom
formiranog 3D-QSAR modela na seriji derivata korsike kiseline iz metilprednizolona.
Strukturne promene su vrSene na derivatima metifpzelona, jer se i u staju tako
dizajniranih jedinjenja &kuje pozitivan uticaj varijable v207 na lokalnuierflamatornu
aktivnost, kao i u skaju derivata kori&nih u formiranju modela. Zakiuai izvedeni
tumaenjem ANN-QSPRR) modela (poglavlje 4.3.2.2.2) ukazuju na to da dvie
strukturne promene u Cf7batnom nizu trebalo da po¥aju i retenciju u vestkoj
PAMPA membrani i kozi. Geometrijska minimizacijailojedinjenja je izvrSena na isti
n&in kao i za jedinjenja ponda kojih je formiran 3D-QSAR model. Strukture ovih
derivata i preddena aktivnost su prikazani u Tabeli 27. Rezultegdpidanja su upordeni
sa MPG, MPEG i MPEA.
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Tabela 27. Strukture derivata kortienske kiseline iz metitprzolona i lokalna

antiinflamatorna aktivnost prediena 3D-QSAR modelom

Predvidena maksimalna inhibicija

Jedinjenje R edema (%)

MPG -CHs; 59,62
MPEC -CH,CHs 62,9¢

1 -(CH)CH;(CH)CH;CHs 39,31

2 -CHy(CH)CH;CHjs 41,53

3 -CH,CH,CH,CHjs 53,55

4 -(CH)CHsCH;s 57,6¢

5 -CH,CH,CH,CH,CHj3 45,7¢

6 -CH,CH,CHjs 44,8¢

7 -(C)CHsCH3CHs 41,0¢

CH,

MPA -CHs 49,91
8 -(CH)CHy(CH)CHsCH 37,20
9 “CHy(CH)CHsCHs 45,8:
10 -CH,CH,CH,CHs 64,9¢
11 -CH,CH; 5254
12 -CH,CH,CH,CH,CHs 61,0
13 -CH,CH,CH 53,52
14 -(C)CHCH4CH; 44,87

15 -(CH)CHCH; 39,50
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CH,

MPEA “CH,CH; 86,2z
16 -(CH)CHa(CH)CHsCHs 36,9¢
17 “CHo(CH)CHsCHs 53,2°
18 -CHCH,CH,CHs 63,33
19 -(CH)CHCHs 59,31
20 -Ch 65,60
21 -CH,CH,CH,CH,CHs 55,2°
22 -CH,CH,CHs 67,1¢
23 -(C)CHsCH4CHs 53,11

CHs

24 -(CH)CHCH,COOCH 63,53
25 -CHy(CH)CHCOOCH,; 62,73
26 -(CH)CH,COOCH3(CH)CH,CHs 52,7¢
27 -CH,CH,CH,COOCF; 68,2¢

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se z&kijua bi derivati L-glicina, L-alanina i
B-alanina sa ravastim alkil grupama u CP7boinom nizu trebalo da imaju z&gno
manju lokalnu antiinflamatornu aktivnost u pdéeaju sa odgovaragim derivatima koji u
bocnom nizu imaju linearne alkil grupe (metil, etilyopil, butil i pentil). Kod derivata

L—glicina i f—alanina bi trebalo dati prednost linearnim alkilgmma sa manjim brojem
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atoma (do 3), jer se posenjem broja atoma smanjuje predkma aktivnost. Prema tome,
za sintezu novih amida kortienskih kiselina sa dabrlokalnom antiinflamatornom

aktivnoZu bi se mogli koristiti linearni alkil estritglicina, L-alanina iB—alanina.

Na osnovu analize uticaja prisustva linearnincvastin3— i y-aminokiselina u C1¥
bocnom nizu, moze se zakditi da bi derivati metil estar@— i y-aminokiselina trebalo da
imaju visu (derivati 24, 25 i 27) ili nizu (deriva6) maksimalnu inhibiciju edema u odnosu
na MPG. | u ovom sliaju, ve&e ravanje bi trebalo da dovede do smanjenja lokalne
antiinflamatorne aktivnosti, pa bi prednost trebdédi linearnim ili manje r&vastimp-— i
y—aminokiselinama. Na osnovu prethodno prikazanihultata lokalne antiinflamatorne
aktivnosti i 3D-QSAR studija, moglo bi se zakijui da bi linearni alkil estri manje
racvastih B— i y-aminokiselina mogli biti upotrebljeni za sintezu vito derivata sa

znaajnom lokalnom antiinflamatornom aktivrias

Za osam derivata sa nafmm vrednostima prediene maksimalne inhibicije edema
(derivati 10, 12, 18, 20, 22, 24, 25 27), pré@wi su afiniteti za glukokortikoidni receptor
(troparametarski eksponencijalni model, poglavlj@)4 PAMPA parametri loBe i R
(PLS-QSPR(loBe) i ANN-QSPRR) modeli, poglavlje 4.3.2.2.). Deskriptori koji farraju
ove modele su iztanati primenom programa MarvinSketch 6.2.1 i Dragdh (poglavlja
3.2.3. i 3.4.2.5). Pred#ene vrednosti log(rGRA), I&®Re i R ovih derivata, kao i
metilprednizolona, MPG, MPEG, MPA i MPEA su prikaeau Tabeli 28.
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Tabela 28. Vrednosti log(rGRA), loBe i R odabranih derivata predigne
troparametarskim  eksponencijalnim  modelom, PQRSPR(lodPe) i

ANN-QSPRR) modelima

Jedinjenje log(rGRA)? logPe® R

Metilprednizolon 1,82 -6,19 1,53

MPG 2,98 -6,50 1,43
MPEG 3,10 -6,42 2,59
MPA 3,10 -6,18 0,94
MPEA 3,02 -6,12 5,75
10 2,35 -5,65 0,91
12 1,88 -5,32 2,36
18 2,35 -5,68 2,68
20 3,10 -6,19 1,14
22 2,75 -5,81 1,48
24 3,02 -5,86 4,39
25 3,02 -5,82 2,62
27 3,02 -6,45 4,25

% logaritamska vrednost relativnog afiniteta za gkdatikoidni receptor
Plogaritamska vrednokbeficijenta permeabilnosti
¢ retencija

Derivati 20, 22, 24, 25 i 27 imaju &tie vrednosti log(rGRA) kao MPG, MPEG, MPA
i MPEA, pa bi trebalo &kivati slicne afinitete za glukokortikoidni receptor isle EGo

vrednosti.

Derivati 18, 24, 25 i 27 imaju naj¢e predviene vrednosti parametf (vece od
metilprednizolona, MPG, MPEG i MPA, a manje od MBEAJvodenje r&vastih
aminokiselina ili esterifikacija karboksilne grupgkoholima sa v&@m brojem atoma
dovodi do povéanja vrednosti deskriptora FO2[C-C] i deskriptdpofilnosti (MLOGP2 i
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CATS2D_08_LL), pa se na osnovu toga mozekovati i poveanje lodPe vrednosti.

Derivati 10, 12, 18, 22, 24 i 25 imaju vj%iok jedinjenje 27 ima nizu predi@nu vrednost
logPe u odnosu na metilprednizolon, MPG, MPEG, MPA i MRE&ko da se derivat 27
izdvaja od ostalih predlozenih struktura kao jeslijg¢ sa potencijalno najpovoljnijim

osobinama za lokalnu primenu na kozi.
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5. ZAKLJUCAK



» Dizajniranje amida kortienskih kiselina.

Na osnhovu uporedne analize energija vezivanjaaefi&sti liganda i
interakcija sa glukokortikoidnim receptorom (GRajniranih amida
kortienskih  kiselina, deksametazona i kortienskeselkne iz
prednizolona, odabrani su estetiri aminokiseline za sintezu amida
kortienskih kiselina: metil i etil estar L—glicinaetil estar L—alanina,

etil estar3—alanina i metil estar L—fenilalanina.

Formiran je troparametarski eksponencijalni mo@epmcenu afiniteta
odabranih jedinjenja za GR. Derivati od kojih sé&laje najvéa
lokalna antiinflamatorna aktivnost (derivati L—gha, L—alanina i3—
alanina) bi trebalo da imaju ztggno vei afinitet za GR u odnosu na

deksametazon.

> Sinteza amida kortienskih kiselina.

Perjodnom oksidacijom hidrokortizona, prednizolona,
metilprednizolona, deksametazona i betametazondetis@ne su

odgovarajde kortienske kiseline.

Amidi kortienskih kiselina su sintetisani primen&@®C, HOBt i TEA
(jednostepeni postupak) i DCC, HOBt i TEA (dvostappostupak).
Dvostepeni postupak omogue sintezu amida u zt@no boljem
prinosu (31,8 — 83,5 %) u odnosu na jednostepestupak (15,3 — 61
%).

Hemijske strukture sintetisanih jedinjenja su pddvre odrdivanjem
temperature toplijenja i primenom spektroskopskihtoae (UV-
spektroskopija, ATR-FTIR  spektroskopija,'H i C-NMR
spektroskopija, MS-MS i MS-TOF).
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> lIspitivanje  osnovnih  fizikko-hemijskih i biofarmaceutskih  osobina

novosintetisanih amida kortienskih kiselina.

» Lipofilnost sintetisanih amida i polaznih glukok&dida je ispitana
primenom konvencionalnghake-flasknetode i izréunati su particioni
koeficijenti oktanol/voda (logP). Na osnovu dobrerddacije izméu
logP i izra&unatih hromatografskih parametara, predlozena j&f RP
metoda za jednostavnu i brzu procenu lipofilnostformirani su
matemattki modeli za predvanje logP vrednosti novosintetisanih
amida kortienskih kiselina.

* In vitro procena permeabilnosti i retencije u kozi singgtis amida i
polaznih glukokortikoida je izvrSena primenom PAMPBioparticione
micelarne hromatografije. Svi derivati metil edtrefenilalanina i amid
kortienske kiseline iz metilprednizolona sa etiltres [—alanina
(MPEA) imaju véu retenciju u odnosu na polazne glukokortikoide. Od
ovih derivata jedino MPEA nema zf@no ve&u permeabilnost u
odnosu na polazni metilprednizolon, Sto ga izdviege derivat sa

potencijalno najpovoljnijim osobinama za lokalninpenu na kozi.

* QSPR i QSRR analizom ovih rezultata identifikovaefunkcionalne
grupe koje imaju naj\ uticaj na permeabilnost i retenciju i formirani
su modeli koji se mogu koristiti kao polaznaka u sintezi novih
derivata sa povoljnim odnosom retencija/permeabtinkroz kozu.
Promene koje bi trebalo da poboljSaju retencijwai lsu esterifikacija
karboksilnih grupa aminokiselina alkoholima sa ¢ire brojem
ugljenikovih atoma i uvéenje drugihp- ili y-aminokiselina u C1¥

bocni niz.
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> Ispitivanje bioloskih osobina novosintetisanih aakibrtienskih kiselina.

* Lokalna antiinflamatorna aktivnost je ispitana pgimom testa inhibicije
edema izazvanog krotonskim uljem na uhu pacovaiv@erMPG,
MPEA, BG i BEG imaju zn&jno viSe, dok ostali derivati imaju &tie
ili nize vrednosti maksimalne inhibicije edema unosu na
deksametazon. Maksimalna inhibicija edema se kad mdinjenja
postize pri znatno nizoj koncentraciji u odnosude&sametazon (4,58
MM, u odnosu na 45,8 uM), Sto je pdteno za vénu derivata
zna&ajno nizom EGy vrednosu u odnosu na deksametazon. Derivati sa

najboljom lokalnom aktivna® su MPEA, BEG i BG.

» Sistemski nezeljeni efekti derivata MPEA, BEG i BGzn&ajno nizi u
odnosu na deksametazon, tako da se mégkivati da novosintetisani
amidi kortienskih kiselina imaju bolju sistemsku dposljivost u

odnosu na konvencionalne glukokortikoide.

* Metabolizam derivata MPEA je preden in silico, a vezivanje
najverovatnijeg metabolita za glukokortikoidni rpt® je ispitano
primenom docking studija. Ovaj metabolit ne pokazuje Zapu
glukokortikoidnu aktivnost, Sto moze da bude jedanrazloga manje
izrazenih sistemskih nezeljenih efekata novosisdeih derivata u

odnosu na deksametazon.

» 3D-QSAR analizom su definisane farmakofore sa gavaiticajem na
lokalnu antiinflamatornu aktivnost sintetisanih idata. Na osnovu
formiranog modela, derivati linearnih alkil estaraglicina, L—alanina,
B-alanina i manje rvastih3— i y-aminokiselina bi trebalo da imaju

dobru lokalnu antiinflamatornu aktivnost.
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/. PRILOZI



PRILOG 1. Jedinjenja kori&na za formiranje log(rGRA) modela za preidwije afiniteta

za glukokortikoidni receptor

Beklometazon Beklometazon-17-monopropionat
Van der Waals-ova zapremina: 371,52 A Van der Waals-ova zapremina: 425,37 A
log(rGRA): 2 log(rGRA): 3,16

Betametazon Betametazon-17-valerat
Van der Waals-ova zapremina: 362,17 A Van der Waals-ova zapremina: 449,74 A
log(rGRA): 1,9 log(rGRA): 3,02

H,C CHy

Ciklesonid Klobetazolpropioma
Van der Waals-ova zapremina: 516,43 A Van der Waals-ova zapremina: 421,89 A
log(rGRA): 1,08 log(rGRA): 3,8
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Deksametazon Fluocinolon

Van der Waals-ova zapremina: 362 A Van der Waals-ova zapremina: 88&°
log(rGRA): 2 log(rGRA): 2,03

Fluocinolonacetonid Fluokortolon
Van der Waals-ova zapremina: 398,95 A Van der Waals-ova zapremina: 352,89 A
log(rGRA): 2,37 log(rGRA): 1,83

LE5628 LE5673
Van der Waals-ova zapremina: 439,47 A Van der Waals-ova zapremina: 444,38 A
log(rGRA): 2,87 log(rGRA): 3,32
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LE5693 Mometazaombat

Van der Waals-ova zapremina: 430,34 A Van der Waals-ova zapremina: 450,65 A
log(rGRA): 3 log(rGRA): 3,19

Parametazon Beklometazondipropioha
Van der Waals-ova zapremina: 367,32 A Van de Waals volume: 47889
log(rGRA): 2,41 log(rGRA): 2,15

HaC Chy
HsC

T
Chy
b X
Van der Waals-ova zapremina: 353,78 A Van der Waals-ova zapremina: 592,61 A
log(rGRA): 2 log(rGRA): 0,51
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Hidrokortizon

Van der Waals-ova zapremina: 347,13 A Van der Waals-ova zapremina: 338,94 A
log(rGRA): 1,7 log(rGRA): 0,82

CH
Flutikazonpropionat Tipredan
Van der Waals-ova zapremina: 445,28 A Van der Waals-ova zapremina: 380,39 A
log(rGRA): 3,19 log(rGRA): 3,14
e}
Flurandrenolid Dezoksimetazon-21-cinamat
Van der Waals-ova zapremina: 401,39 A Van der Waals-ova zapremina: 470,89 A

log(rGRA): 2,27 log(rGRA): 1,7
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LE5648 Glaxelakton

Van der Waals-ova zapremina: 456,44 A Van der Waals-ova zapremina: 478,24 A
log(rGRA): 2,94 log(rGRA): 2,3

Triamcinolon Triamcinolonacetonid
Van der Waals-ova zapremina: 353,39 A Van der Waals-ova zapremina: 3943 A
log(rGRA): 1,65 log(rGRA): 2,43

Dihlorison Flunizolid
Van der Waals-ova zapremina: 359,95 A Van der Waals-ova zapremina: 394,11 A
log(rGRA): 2,17 log(rGRA): 2,22
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PRILOG 2. Kristalografska analiza jedinjenja DF

Bezbojni, iglcasti kristali supstance DF §3sFNOs, Mr = 539,62) dimenzija 0,18 x
0,02 x 0,02 mm su koiigni za difrakcije X zraka na difraktometru (Xcalib@emini sa
Sapphire3 detektorom, Agilent Technologies). Ktista formirani iz smeSe acetonitrila i
vode (1:1). Eksperimentalni podaci su prikazaniabdli P1, a geometrija vod@nih veza
u Tabeli P2.

Tabela P1.Eksperimentalni podaci

Kristalografski podaci
Kristalni sistem, prostorna grupa Ortoroj P212121
Temperatura (K) 293
a; b; ¢ (R) 8,2969 (3); 18,9358 (8); 20,0904 (6)
V (A3 3156,4 (2)
Z 4
Izvor zraenja MoKa
w (mm™) 0,08
Velicina kristala (mm) 0,18 x 0,02 x 0,02

Sakupljanje podataka
Broj ukupnih, nezavisnih i posmatraniny 18785, 7284, 5651
20(1)] refleksija
Rint 0,024
(Sin O/ max (A™) 0,683

Utaénjavanje
RIF* > 25(F%)]; wR(F?); S 0,044; 0,108; 1,06
Broj refleksija 7284
Broj parametara 368
Tretman vodonika H atomi su ut&njavani nezavisno i sa
ogranienjima zavisno od tipa atoma
za koji je vezan

Apmax Apmin (€ &%) 0,16 - 0,17
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Tabela P2.Geometrija vodornih veza (A, °) jedinjenja DF

D-H..A Simetrijski ekvivalentni polozaj D-H H..A D..A D-H..A
02-H20...04 -1/2+x,1/2-y,-z 0,84(3) 1,97(3) 2,791(165(2)
03-H30...01 1-x,-1/2+y,1/2-z 0,78(2) 1,98(2) 2,28(168(2)
C29-H29...F1 1-x,-1/2+y,1/2-z 0,93 2,52 3,376(3p4
C28-H28...03 -X+1,+y-1/2,-z+1/2 0,93 2,65 3,454(3%5
H18A...H16 x-1/2,-y+1/2,-z 2,28

C19-H19B...01 -Xx+1,+y-1/2,-z+1/2 0,96 2,80 3,134(3p1
C19-H19C...01 -X+1,+y-1/2,-z+1/2 0,96 2,64 3,134(31L3
N1-H1N...03 0,85(2)| 2,118(19)2,587(2)| 114(2)
N1-H1N...O5 0,85(2)| 2,416(20)2,718(2)| 101(1)
Cl14-H14...F1 0,980(1)2,47 2,852(2) 103
C14-H14...03 0,98 2,31 2,736(2)105
C12-H12A...03 0,97 2,40 2,833(p1L07
C18-H18A...04 0,96 2,68 3,058(R104
C18-H18C...02 0,96 2,45 3,044(2)20
C16-H16...04 0,98 2,56 2,953(2104
C20-H20A...02 0,96 2,32 2,922(P120

Jedinjenje DF kristaliSe u prostornoj grup®:2:2;. Molekulska struktura je prikazana na
Slici P1.

Slika P1. Molekulska struktura jedinjenja DF. Termalni ebpl su iscrtani sa
verovatnéom od 30 %.
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Prsten A steroidne strukture (C1-C2-C3-C4-C5-Clfgrizenov prsten u Broom nizu
na polozaju C1ff (C24-C25-C26-C27-C28-C29) skoro planarni, sa prasgm
pomeranjem atoma od 0,010 A (prsten A) i 0,016 dn@enov prsten) u odnosu na ravan
koju cine atomi cikloheksanovog prsten®rstenovi B i C su u blago iskrivljenoj
konformaciji stolice, dok je prsten D u konformadioverte. Kljuwni konformacioni
parametar bi u idealnom shju za konformaciju stolice trebalo da buide 0°. Vrednosti
ugla6 su 10,12(18)° i 9,18(17)° za prsten B (ostali pgtai nabiranja su Q = 0,5586(17)
A; ¢ = 283,0(10)°), odnosno C (Q = 0,5300(16)pfs 271,4(11)°).

Veza C10-C20 je aksijalne orijentacije pri 2,94(8)ddnosu na prsten A steroidne
strukture. Veze C13—-C18, C9-F1 i C11-02 su akgjanjentacije pri 5,4(1)°, 1,5(1)° i
15,6(1)° u odnosu na prsten B steroidne strukieza C16-C19 je postavljena pod uglom
od 56,1(1)° u odnosu na prsten D u odnosu na piBtgmi 56,1(1)°. Duzina steroidne
strukture (C3...C16) je 8,585 A.

Kristalna struktura jedinjenja DF se karakteriSeerom vodoninih veza preko kojih
se atom O4 povezuje sa atomima O1, O3 i F1 sa ditugee steroidne strukture. Molekuli
u kristalnom pakovanju se povezuju sa jedne stsggr@idne strukture preko O4 atoma i sa
druge strane preko O1, O3 i F3 atoma kao akceptmtanicnih veza. Duz kristalografske
oseb rast kristala omogwju O3-H...01, C28-H...03 i C29-H...F1 vodma veze koje
formiraju cik-cak Semu (Slika P2a, Tabela P2).ci&li cik-cak Sema se javlja i duz
kristalografskea ose posredstvom O2-H...O4 vodonh veza (Slika P2b, Tabela P2).
Pored intermolekulskih, prisutne su i brojne intcdekulske vodoriine veze (N-H...O, C—
H...O i C-H...F, Tabela P2).
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Slika P2. Kristalna struktura jedinjenja DF: a) [100] O3-B1, C28-H...03 i C29-H...F1
vodonine veze, i b) [010] O2-H...0O4 vodone veze. Vodokne veze su prikazane u

obliku zelenih isprekidanih linija.
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PRILOG 3. HPLC hromatogrami derivata MPEA, BEG i BG

Slika P3. HPLC hromatogrami derivata a) MPEA b) BEG c) BG

DAD1 A, 5ig=222 4 Ref=360,100 (AMIDIKORTIENS KEVAMIDOOOD 12 [y
mall - o # Time Area Height Width AreaZ
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