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NASLOV PREDLOZENE TEME

Racunarsko dizajniranje, sinteza i ispitivanje in zifro antitumorske
aktivnosti novih inhibitora humanih histon deacetilaza
Computer-aided design, synthesis and in vitro testing of antitumor
activity of new inhibitors of human histone deacetylases

Na sluzbenom jeziku

Na engleskom jeziku

ObrazloZenje teme

Tumori predstavljaju jedan od vodeéih uzroka smrti $irom svijeta'. Iz tog razloga postoji stalna
potreba za razvojem novih liekova za lije¢enje malignih oboljenja. Mehanizam dejstva velikog
broja trenutno dostupnih citotoksi¢nih liekova jeste ostecenje DNK”. Medutim, ovaj nacin
lijeCenja prati visoka incidenca pojave nejeljenih dejstava, s obzirom na to da pored celija
tumora, nastaju otecenja i zdravih éelija’. Kako bi se pomenuti neZeljeni efekti izbjegli, nau¢na
istraZivanja su fokusirana na razvoj liekova koji djeluju na klju¢ne tacke u Zivotnom ciklusu
Celije, kao $to je proces post-translacione modifikacije (PTM) proteina. Modulacija nivoa
acetilacije lizina histonskih i nehistonskih proteina malim molekulima, inhibitorima histon
deacetilaza (HDACI), predstavlja jednu od savremenih terapijskih strategija u lije¢enju tumora*.
Trenutno je regulatorno odobrenje za lije¢enje tumora izdato za samo pet HDAC,, a veliki broj
se nalazi u razlicitim fazama klinickih ispitivanja’. U studiji sprovedenoj od strane RuZié i sar.,
identifikovana su dva selektivna HDACG inhibitora kao i dva neselektivna HDAC inhibitora®,
sa nanomolarnom inhibitornom aktivno$éu.

Cilj istraZivanja je dizajn, sinteza i in »itro ispitivanje druge generacije neselektivnih HDAC, koji
predstavljaju strukturne analoge potentnih HDACi razvijenih u prethodnom istraZivanju®.

(do 1000 karaktera)
Pregled istraZivanja

Histon deacetilaze (HDAC) i inhibitori histon deacetilaze (HDACGH)
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Posttranslacione modifikacije (PTM) histona mogu da izazovu znacajne promjene ﬁ__gaskoj'
ekspresiji i strukturi hromatina. Funkcija histona je modulirana brojnim posttranslacionim
modifikacijama, ukljucujuéi reverzibilnu acetilaciju e-amino grupe lizina na histonima.
Acetilacija histona i nehistonskih proteina je strogo kontrolisan i uravnotefen proces
zahvaljujuéi enzimima koji imaju suprotne funkcije: histon acetiltransferaze (HAT), koji
katalizuju transfer acetil grupe sa acetil koenzima A na s-amino grupu lizina, i histon deacetilaza
(HDAC), koje hidrolizuju acetilovane lizinske rezidue. Histon deacetilaze (HDAC) su jedni od
klju¢nih regulatora ekspresije gena, i igraju vagnu ulogu u epigenetskim modifikacijama.
Promjena u ekspresiji HDAC enzima je povezana sa brojnim bolestima, posebno tumorima i
neurodegenerativnim poremeéajima’®, Aberantna ekspresija HDAC enzima narufava ravnoteu
izmedu procesa acetilacije i deacetilacije histona koja je kljucna za odr¥avanje normalnih elijskih
funkcija, $to dovodi do izmijenjenih obrazaca ekspresije gena ukljuéenih u kontrolu celijskog
ciklusa, apoptoze, diferencijacije i DNK reparacije (npr. tumor supresorskih gena, onkogena,
gena zaduZenih za reparaciju DNK) i doprinosi patogenezi razlicitih bolesti kao $to su tumori,
neuroloske bolesti i inflamatorna stanja™.

Kada su HDAC enzimi poveéano eksprimirani, kao §to je slucaj u tumorskim éelijama, dolazi
do povecanog stepena hidrolize acetil grupe sa lizina. Kao posljedica hiperdeacetilacije, lizini u
histonima postaju pozitivno naelektrisani. Sa druge strane, zbog prisustva velikog broja
fosfatnih grupa, DNK je negativno naelektrisana, pa uslijed formiranja jonskih veza, dolazi do
modifikacije kompaktnosti (,,guiceg pakovanja”) hromatina i nemoguénosti olitavanja koda
odnosno ekspresije tumor supresorskih gena”'’,

Postoji 18 humanih HDAC svrstanih u etiri klase. HDAC enzimi klase (HDAC1-3, HDACS)
su pretezno lokalizovani u jedru i ukljuéeni su u regulaciju progresije i diferencijacije Celijskog
ciklusa. HDAC enzimi klase ITa (HDAC4, HDAC5, HDAC7 i HDACY) i klase IIb (HDACG i
HDAC10) migriraju izmedu jedra i citoplazme, uti¢udi na razvoj Celija i odgovor na stres. HDAC
klase I11, takode poznati kao sirtuini (SIRT1-7), zahtijevaju NAD+ za aktivnost, imaju ulogu u
Celijskom energetskom metabolizmu. Klasa IV se sastoji od samo jednog enzima, HDAC11, sa
manje definisanom ulogom. Za razliku od enzima klase I, koji za svoju aktivnost zahtijeva
prisustvo NAD+, preostale tri klase pripadaju porodici cink-zavisnih metaloproteaza, jer je za
njihovu kataliticku aktivnost neophodno prisustvo jona cinka En P,

Inhibitori HDAC (HDACi) su razvijeni kako bi se sprijecile posljedice patoloske ekspresije
HDAC enzima. Ovi mali molekuli dovode do promjena u genskoj ekspresiji kroz
hiperacetilaciju histona, i na taj nadin uticu na rast i diferencijaciju ¢elija i indukuju apoptozu u
neoplazmama®'"'%,

Razmatrajuéi strukturu HDAC inhibitora, moe se uogiti karakteristi¢na farmakofora koju ¢ine:
1. cink vezujuca grupa (eng. ZBG — zinc binding Lroup), najéesce je to hidroksamska kiselina;

2. heterociklus ili karbociklus koji intereaguje sa spoljasnjim obodom katalititkog depa enzima
histon deacetilaza (eng. CAP group — capping group) 1

3. aromati¢ni ili alifaticni linker koji povezuje CAP grupu i ZBG1415,

HDACGi se na osnove hemijske strukture mogu podijeliti u derivate hidroksamske kiseline
(vorinostat, belinostat, panobinostat), derivate benzamida (tucidinostat) i derivate disulfida —
cikli¢ne peptide (romidepsin)'>',

Mehanizmi koji le%e u osnovi terapijskih efekata HDACH su videstruki, Inhibirajuéi HDAC
aktivnost, ova jedinjenja indukuju hiperacetilaciju histona i nehistonskih proteina, mijenjajudi
strukturu hromatina. Ova epigenetska modifikacija dovodi do promjena u ekspresiji gena,
uticudi na Celijske procese poput zaustavljanja éelijskog ciklusa, diferencijaciju, citotoksi¢nost i
apoptozu™'”*,
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Klinicka primjena HDACi je veoma znaajna, posebno u lije¢enju hematoloskih tumora.
Trenutno je odobreno pet neselektivnih HDACi. Vorinostat (Zolinza™) je odobren od strane
FDA za lijelenje kutanog T-Celijskog limfoma (CTCL), Belinostat (Beleodag™) za lijecenje
perifernog T-Celijskog limfoma (PTCL), dok su odobrene indikacije za lijek Romidepsin
(Istodax™) CTCL i PTCL. Panobinostat (Farydak™) je odobren od strane FDA i EMA za
lijecenje multiplog mijeloma (MM). Tucidinostat (chidamide) (Epidaza™) je odobren od strane
Kineske Agencije za hranu i ljekove (CFDA) za lijeCenje PTCL i upotrebu u lijedenju
postmenopauzalnog uznapredovalog karcinoma dojke u kombinaciji sa exemestanom,
steroidnim inhibitorom aromataze. Trenutne studije istrazuju potencijal HDACI u razliditim
tipovima tumora i u kombinovanoj terapiji kako bi se pobolifala efikasnost lijecenja™>1,
Nekoliko HDAC inhibitora (selektivnih i neselektivnih) se trenutno nalazi u razliditim fazama
klinickih ispitivanja za lije¢enje tumora dojke'’. Medutim, na tr¥iétu jos uvijek ne postoji HDAC
inhibitor koji ostvaruje antitumorski efekat na ¢elijama tumora dojke. Iz tog razloga, postoji
opravdana potreba za razvojem novih HDAC inhibitora za solidne tumore (tumor dojke).
Istrazivanje HDAC enzima i inhibitora je obeéavajuéa oblast ne samo u onkologiji veé i u
lije¢enju drugih bolesti kao $to su neurodegenerativne bolesti™.

Molekulski doking (molekulsko usidravanije)

Molekulski doking je esencijalan dio radunarskih alatki za dizajniranje lickova™. Upotreba ove
metode je pocela 90-tih godina XX vijeka, u cilju predvidanja nadina vezivanja aktivnih
jedinjenja pretraZivanjem velikog broja hemijskih struktura iz virutelnih baza jedinjenja. Metoda
je razvijena sa ciljem smanjenja trofkova i ubrzanja procesa razvoja i dizajna Jiekova zasnovanog
na strukturi cilinog mjesta djelovania jedinjenja (eng. Structure Based Drug Design — SBDD)™*,
Molekulski doking igra vaznu ulogu u razvoju novih liekova, otkrivanju interakcija proteina i
liganda, kao i u strukturnoj biologiji. Ova radunarska metoda predvida pozu (trodimenzionalnu
strukturu kompleksa ligand-ciljno mijesto djelovanija) i orijentaciju jednog molekula (obi¢no
liganda ili malog molekula) u vezivnom mijestu drugog makromolekula (obi¢no protein ili
nukleinska kiselina). Razumijevanje molekulske osnove interakcija protein-ligand je vaino za
dizajniranje efikasnih liekova. Molekulski doking pruza prikaz trodimenzionalnog modela
liganda unutar aktivnog mjesta biomolekula, dajucu uvid u kljuéne interakcije kao §to su
vodonicne veze, hidrofobne interakeije i elektrostaticke sile™. Ovaj strukturni model pomaze u
optimizaciji dizajna liganada u smislu pobolj$ania afiniteta i selektivnosti njihovog vezivanja®,
U svakom programu za molekulski doking, implementirane su dvije vrste algoritama: algoritam
za uzorkovanje (emg. sampling) vezivnih konformacija i algoritam za rangiranje (eng. svoring)
predvidenih poza™.

Algoritam za uzorkovanje generife potencijalne vezivne poze, koje se rangiraju funkcijama
vrednovanja. Algoritam za uzorkovanje predvida konformacije liganda i receptora, optimizujuéi
vezivne poze liganda. Ratunarski programi za molekulski doking najce$ée tretiraju male
molekule (ligande) kao fleksibilne, dok se proteini tretiraju kao rigidni. Nakon uzorkovanja
vezivnih poza, program koristi algoritam vrednovanja za procjenu vezivne poze na osnovu
energija i interakcija, odnosno predvida afinitet vezivanja. Integracija algotitama uzorkovanja i
vrednovanja omogucava efikasnu procjenu interakcija ligand-receptor odnosno afiniteta liganda
za receptor, $to doprinosi racionalnom dizajnu lijeka. Moguénost predvidanja i analize
interakcija izmedu lijeka i cilinog mjesta djelovanja, unaprijedila je put razvoja liekova i pruZila
znacajan doprinos racionalnom dizajnu i optimizaciji potencijalnih kandidata za ljekove™*%,
U svojoj osnovi, molekulski doking koristi algoritme za procjenu interakcija izmedu liganada i
ispitivanog biomolekula. Cilj je identifikovati energetski povoline konformacije i predvidjeti
afinitet vezivanja kompleksa. Algoritmi uzimaju u obzir razlidite parametre, ukljudujuéi
geometriju, elektrostatiku, san der Waaliove sile i efekte solvataciie kako bi procijenili
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vjerovatnocu i stabilnost interakcija koje se ostvaruju prilikom vezivanja liganda za ciljni
molekul®.

IstraZivanje u okviru ove doktorske disertacije ¢e obuhvatiti primjenu molekulskog dokinga u
dizajniranju novih inhibitora humanih histon deacetilaza kao potencijalnih antitumorskih
jedinjenja. Pregled literature je pokazao da su Rubié i saradnici ispitivali antitumorsku aktivnost
novosintetisanih jedinjenja pri éemu je jedinjenje oznadeno kao 8b pokazalo antitumorsku
aktivnost na agresivnom obliku tumora dojke. Jedinjenje 8b je neselektivni HDACH sa
benzhidrilnim piperazinom kao CAP grupom®. Zbog toksi¢nosti koja je primijecena u in vive
Ispitivanjima cilj ove disertacije je dizajn analoga kako bi se dobili potencijalno bezbjedniji 1
potentniji HDACI. Planirano je da dizajn druge generacije HDAC inhibitora proistekne iz
homologizacije osnovnog skeleta benzhidrilnog piperazina odgovarajuéim CAP grupama,
odnosno heterocikli¢nim fragmentima, voded ratuna o volumenu, odnosno molekulskoj
zapremini CAP grupe i strukturnoj sli¢nosti.

IstraZivanje podrazumijeva racunarsko dizajniranje i sintezu novih, neselektivnih inhibitora
humanih histon deacetilaza. Planirano je dizajniranje virtuelne baze novih jedinjenja i studije
zasnovane na ispitivanjima intermolekulskih interakcija izmedu novih inhibitora i
trodimenzionalnih struktura nuklearnih i citoplazmatskih izoformi histon deacetilaza. Na ovaj
nacin, u inicijalnim fazama istraZivanjima bice identifikovani potentni i neselektivni HDAC
inhibitori i omoguéen razvoj validiranih racunarskih (én stlies) modela za dizajn novih HDAC
inhibitora. Molekulsko modelovanje ¢e obuhvatiti inhibitore koji ostvaruju koordinativno-
kovalentnu inhibiciju na izudavanim metaloenzimima, kao i pripremu specifiénih
konfiguracionih protokola za ispitivanje koordinativnih metal-inhibitor interakcija. Kasnije faze
istraZivanja obuhvatiée sintezu i in vitr ispitivanje aktivnosti sintetisanih jedinjenja.

(do 7000 karaktera)

Cilj i hipoteze

Ciljevi:

1. Supstitucija difenilmetil (benzhidrilne) grupe novim heterocikli¢nim fragmentima — in silico
dizajn novih derivata koristedi jedinjenje 8b kao model molekul

2. Priprema virtuelne (in bouse) baze HDAC inhibitora - Skiciranje struktura mogudéih inhibitora
koristeci dva alifati¢na i jedan aromatiéni linker

3. Molekulski doking na humanim izoformama enzima histon deacetilaze (HDAC1 i HDACG6)
4. ADMET analiza

5. Odabir kandidata za sintezu na osnovu rezultata molekulskog dokinga i ADMET analize

6. Sinteza novog/ih derivata hidroksamske kiseline i strukturna analiza (NMR, MS)

7. In vitro enzimska testiranja

8. In vitro Celijska testiranja

Hipoteze:

1. Racunarskim dizajniranjem je moguée identifikovati drugn generaciju HDAC inhibitora
koristeéi inhibitor 8b kao model molekul.

2. Moguce je optimizovati broj sintetskih faza sa ciliem da se u ve¢em prinosu dobiju HDAC
inhibitori druge generacije.

3. Testiranjem novih jedinjenja na i sitm ¢elijskim modelima tumora dojke moguée je
identifikovati nove, potentne i bezbjednije HDAC inhibitore.

(do 700 karaktera)
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(Materijali, metode i plan istraZivanja
IstraZivanje ée obuhvatiti ratunarske — i7 siliw  metode (I faza), laboratorijsku sintezu
odabranog/ih jedinjenja (11 faza) i in vitro ispitivanje aktivnosti sintetisanog jedinjenja (111 faza).

I faza istraZivanja:

1. Koristedi 21 CAP grupu i 3 razlidita linkera (alifaticni linkeri sa 6 ili 8 ugljenikovih atoma,
odnosno jedan aromati¢ni linker) bice generisana virtuelna baza jedinjenja koja ée se sastojati iz
63 jedinjenja. Jedinjenja ée biti skicirana (2D strukture) koristeéi ratunarski program ChemDraw
v. 7.0.1. Za odredivanje parametara jonizacije koristie se racunarski program MarvinSketch
6.1.0 dok ée dalja optimizacija jedinjenja, za odredivanje minimalne energije jonizacije i 3D
strukture biti sprovedena u programu Chem3D Ultra 7.0.

2. Za izvodenje molekulskog dokinga bice kori$ceni enzimi HDACG (PDB kod: 5EDU) i
HDACI (PDB kod: 5ICN), dostupni u an/ine bazi RCSB Protein Data Bank. Za optimizaciju i
pripremu enzima bice kori§cena PlayMolecule online platforma
(https:/ /www.playmolecule.com). Molekulski doking ¢ée biti sproveden u programu GOLD
v.5.8.1, koriste¢i ChemScore kao funkeiju za procjenu rezultata.

3. Jedinjenja koja u molekulskom dokingu budu imala najbolje vrijednosti ChemScore funkeije,
a ostvarila su monodentatno ili bidentatno vezivanje za jon cinka (Zn*®) u aktivnom centru
enzima, bice odabrana za dalje ispitivanja ADMET osobina.

4. Za procjenu ADMET karakteristika odabranih jedinjenja koristiée se onkine dostupne
platforme ADMETIab 2.0 (available at: https:/ /admetmesh.scbdd.com) i admet SAR
(bttp://lmmd.ecust.edu.cn/ admetsar2/) kao i program MarvinSketch 4.1.13.

ADMET analiza obuhvati¢e i i ispitivanje  sljede¢ih parametara: Apsorpcija
(bioraspoloZivost, intestinalna apsorpcija), Distribucija (penetraciju kroz krvno moddanu
barijeru — BBB, vezivanie za proteine plazme — PPB i volumen distribucije — Vd), Metabolizam
(inhibicija CYP enzima, inhibicija P-gp proteina, inhibicija ABC transportera), Eliminacija
(klirens) kao i Toksi¢nost (procjena mutagenosti kori§tenjem AMES testa i ispitivanje blokade
hERG kanala). Pored navedenog dodatno ée biti procijenjena fizicko-hemijska svojstva lijeka
kao $to su rastvorljivost, lipofilnost (logP i logD), pKa vrijednost kao i Lipinski pravilo 5. Na
osnovu rezultata molekulskog dokinga i ADMET analize bide odabrano jedinjenje/a —
kandidat/i za sintezu.

IT faza istraZivanja:

5. Jedinjenje/a ée biti sintetisano/a po prethodno utvrdenom protokolu u laboratorijama
Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Prvi sintetski korak obuhvatiée sintezu nove
CAP grupe. Drugi korak ée obuhvatiti alkilaciju CAP grupe odgovarajuéim bromoalkil i/ili
bromoaril detivatima hidroksamskih kiselina.

6. Za strukturnu analizu i procjenu dobijenih jedinjenja bi¢e kori$éene metode NMR (nuklearna
magentna rezonanca) i MS (masena spektroskopija), dostupne na Farmaceutskom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu.

111 faza istraZivanja:

7. In vitro enzimska testiranja na humanim HDAC izoformama ée bid realizovana u
laboratorijama eksterne kompanije (outsourved). Planirano je ispitivanje inhibicije humanih
izoformi HDAC enzima na osnovu kojih ¢e biti definisana inhibitorna koncentracija, ICs,. U
zavisnosti od rezultata dobijenih racunarskim i sintetskim putem i finansijske izvodliivosti i

Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije 6/10



‘, UNIVERZITET CRNE GORE
UCG Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije

Topravdanosti ispitivanje ¢e obuhvatiti najmanije dva izoenzima iz klase I i ITb (npr. HDAC1 i
HDACG).

8. In uvitro Celijska ispitivanja na humanim Celijskim linijama tumora dojke (éelije trostruko-
negativnog tumora dojke: MDA-MB-231 i MDA-MB-468) ée biti sprovedeno u laboratorijama
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije. Planirano je ispitivanje Celijske vijabilnosti (MTT
test), ispitivanje indukcije apoptoze u aneksinskom testu pomoéu protoéne citometrije,
ispitivanje promjena u éelijskom ciklusu kao i wound healing test za ispitivanje inhibicije migracije
celija.

| (do 7000 karaktera)
Oéekivani nau¢ni doprinos

S obzirom na to da je do danas samo pet neselektivnih HDACi dobilo regulatorno odobrenje
za lijeCenje tumora, istraZivanje daje izuzetan nauéni doprinos oblastima farmaceutske hemije i
epigenetske terapije.

Doprinos istraZivanja ogleda se u boljem razumijevanju dizajna i strukture HDAC inhibitora
kao i farmakofore odgovorne za inhibiciju aktivnosti HDAC enzima, koji su prekomjerno
eksprimirani u tumorskim celijama.

Kako na trZi§tu ne postoji HDAC inhibitor odobren za lije¢enje tumora dojke, nauéni doprinos
istraZivanja ogleda se u identifikaciji druge generacije HDAC inhibitora.

Inovativnost disertacije je u razvoju potencijalnog kandidata za lije¢enje solidnih tumora, a
njegova aktivnost i inhibitorni potencijal biée procijenjeni #n zitro testiranjima na modelima
tumora dojke.

Doprinos disertacije se mo¥e uoditi i u oblasti sintetske hemije s obzirom da je jedan od
postavljenih ciljeva optimizacija procesa sinteze. Kako bi se povecao ptinos odabranih
jedinjenja/kandidata proces sinteze ée biti analiziran a broj sintetskih koraka optimizovan.
Najveci doprinos doktorske disertacije ogleda se u identifikaciji novog, obecavajuéeg
farmakoloskog agensa za onkolosku terapiju. Rezultati dobijeni tokom istra¥ivanja omogudide
da se upotpuni trenutno znanje i razumijevanje strukure i dizajna inhibitora HDAC, pruZzice
detaljniji uvid u mehanizam djelovanja i aktivnost ove klase jedinjenja uz razvoj HDACi koji ée
potencijalno biti potentniji i bezbjedniji agens za lijecenje tumora dojke u odnosu na prvu
generaciju jedinjenja.

do 500 karaktera)
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