Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloskih meta i
ADMET svojstava retinoida

Delac, Melita

Master's thesis / Diplomski rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:163:090306

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:090306
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1887
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1887
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1887

Melita Delac

Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloSkih meta i
ADMET svojstava retinoida

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2016.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Medicinal Chemistry Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu 1 izraden na Zavodu za farmaceutsku kemiju

pod stru¢nim vodstvom izv. prof. dr. sc. Milene Jadrijevi¢-Mladar Takac.

Zahvalu upucujem izv. prof. dr. sc. Mileni Jadrijevic-Mladar Taka¢ na nesebi¢nom i
strpljivom struénom vodstvu prilikom izrade ovog diplomskog rada te pruzenoj moralnoj
potpori u trenucima malodusnosti.

Hvala prijateljima, kolegama te nastavnicima na potpori pruZenoj tijekom studiranja. Posebno
hvala magistrama Vesni Grgo$i¢ i Borki Obucina bez &ije bezrezervne potpore, ljubavi i
razumijevanja tijekom studija niSta ne bi bilo moguce.

Najvecu ljubav i zahvalnost dugujem roditeljima i sestri jer kao i djed nikada nisu prestali

vjerovati.



KRATICE

ADH

CHO

CRABP

LRAT

MAO

PPAR

RAGE

RAR

RALDH

RalRD

RARE

RBP

RDH
RXR

SAR

SOD
STRAG

TIG3

alkohol dehidrogenaza

stanice jajnika kineskog hrc¢ka

(engl. Chinese hamster ovary)

stani¢ni vezujuci protein

(engl. cellular retinoic acid binding protein
lecitin retinol acil transferaza

(engl. lecithin retinol acyl transferase)
monoamino oksidaza

(engl. peroxisome proliferator-activated receptor)
receptor glikacijskih produkata

(engl. receptor for advanced glycation endproducts)
receptor retinoi¢ne kiseline

(engl. retinoic acid receptor)

retinaldehid dehidrogenaza

retinaldehid reduktaza

element odgovora na retinoi¢nu kiselinu

(engl. retinoid acid response element)

protein koji veze retinol

(engl. retinol-binding protein)

retinol dehidrogenaza

receptor X retinoi¢ne kiseline

(engl. retinoic acid X receptor)

povezanost kemijske stukture i djelovanja lijeka
(Structure-activity relationship)

superoksid dismutaza

protein stimuliran retinoi¢nom kiselinom

(engl. the stimulated by retinoic-acid 6)
tazarotenom inducirani gen 3

(engl. tazarotene-induced gene 3)



SADRZAJ

1. UVOD

1.1.  Strukturne znacajke retinoida

1.2.  Podjela retinoida

1.3.  Bioloska pretvorba retinola u retinoi¢nu kiselinu

1.4.  Retinoidni receptori kao transkripcijski faktori

1.4.1. Genomski i ne-genomski ucinci retinoida

1.5. Retinoidi u primjeni

1.6. Toksi¢nost retinoida

1.6.1. Ostali nezeljeni ucinci retinoida

1.6.2. Toksi¢nost sistemskih retinoida

1.6.3. Neurotoksi¢nost — eksperimentalni modeli

1.6.4. Povezanost strukture i aktivnosti retinoida (Structure-activity relationship,
SAR) u indukciji teratogenosti

2. OBRAZLOZENJE TEME

3. MATERIJALI | METODE

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Istrazivanje strukturnih znacajki retinoida

4.1.1. Molekulski deskriptori (MD)

4.1.2. lIspitivanje topologije molekula retinoida — topologijski indeksi (T1)

4.1.3. Istrazivanje odnosa molekulskih deskriptora (MD) i topologijskih indeksa (TI)

4.2.  Predvidanje bioaktivnosti na temelju strukturne sli¢nosti s lijekovima poznatih

farmakoloskih skupina (bioactivity score, drug-likeness score, dls)

4.2.1. Istrazivanje odnosa sli¢nosti s lijekovima poznatog farmakoloskog ucinka
(dls) s molekulskim deskriptorima (MD) i topologijskim indeksima (TI)

4.3.  Predvidanje bioloskih meta pomocu ra¢unalnog programa Swiss Target
Prediction

4.3.1. Analiza vjerojatnosti bioloskih meta ispitivanih retinoida (1 — 18) u skupini
transkripcijskih faktora (TF)

4.3.2. Analiza vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini membranskih receptora
(MR) za ispitivane retinoide (1 - 18)

4.3.3. Analiza predvidenh vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini razli¢itih
enzima (E) za ispitivane retinoide (1 - 18)

31

32

34

37



4.3.4. Analiza predvidenih vjerojatnosti bioloskih meta (%) u skupini enzima
specifi¢nih kinaza (STK, TK, STTK) za ispitivane retinoide (1 - 18) 40

4.3.5. Analiza predvidenih vjerojatnost bioloSkih meta (%) u skupini tirozinski fosfataza
(TP), serin-treonin-tirozinskih fosfataza (STTP), serinskih proteaza (SP) te
metaloproteinaza (MP) za ispitivane retinoide (1 - 18) 40

4.3.6. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini stani¢nih vezujucih
proteina (CRABP), MBNL proteina i kalijevih kanala (KCNH) ispitivanih

retinoida (1 — 18) 40
4.4.  Predvidanje toksi¢nosti retinoida primjenom ra¢unalnog programa ADMET

Predictor™ 8.0 (Simulations Plus Inc., SAD) 44
4.5.  Predvidene reakcije biotransformacije katalizirane CYP enzimima 50
5. ZAKLJUCCI 60
6. LITERATURA 62
7. SAZETAK/SUMMARY 68
8. PRILOZI 70

9. TEMELIJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA/BASIC DOCUMENTATION CARD



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveugiliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Zavod za farmaceutsku kemiju

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Hrvatska

Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloskih meta i ADMET svojstava retinoida

Melita Delaé
SAZETAK

IstraZivane su strukturne znacajke retinoida primjenom razli¢itih raéunalnih programa i njihova poveznica s bioloskim
metama i ADMET svojstvima. Vecina ispitivanih retinoida odstupa od Lipinski "pravila 5’ zbog lipofilnosti ovih molekula
§to se odrazava U smanjenoj oralnoj apsorpciji i bioraspolozivosti. Mehanizam djelovanja retinoida podrazumijeva
vezanje na nuklearne receptore koji djeluju kao transkripcijski faktori $to je i predvideno analizom sli¢nosti s
farmakoloski poznatim lijekovima iz skupine liganda nuklearnih receptora (NRL dls) i inhibitora enzima (EI dls)
predvidenih racunalnim programom Molinspiration (osim za seletinoid G). Racunalnim programom SwissTarget
Prediction kao bioloske mete ispitivanih retinoida predvideni su receptori retinoi¢ne kiseline (RAR i RXR), mitogenom-
aktivirana protein kinaza 1, stani¢ni vezuju¢i protein retinoi¢ne kiseline 1 i 2 (CRABP), te ornitin dekarboksilaza za
retinoide 1. generacije s vjerojatnos¢u meta 100% osim za retinol (oko 55%) za kojeg je s 100%-tnom vjerojatno$éu
predviden retinol-vezujuéi plazma protein 1-176 (RBP4), te mitogenom aktivirane kinaze 8-11 i 14 (50%). Izotretinoin se
izdvaja u 1. generaciji s vjerojatnos$¢u interakcija s RXR receptorima (0%), dok su njegove najvjerojatnije mete
mitogenom aktivirane kinaze 1, 8 i 14 (100%) . Prema predvidenim vjerojatnostima interakcija s metama, retinoidima 1.
generacije najsli¢niji su slijedom fenretinid > beksaroten > adaroten > pelretin. Mete predvidene za retinoide 1. generacije
nisu predvidene za nekoliko retionida 2. do 4. generacije (etretinat, motretinid, tamibaroten, mofaroten i seletinoid G).
Ispitivanje rizika toksi¢nosti pomoc¢u programa ADMET Predictor ™ 8.0 predvideni su sljede¢i parametri toksiénosti:
ADMET rizik 1 (seletinoid G) do 9 (etretinat), CYP rizik od 0 (seletinoid G) do 3 (retinol), TOX rizik od 0 (tamibaroten i
temaroten) do 3 (palovaroten) dok je rizik od mutagenog ucinka (TOX MUT Risk 1) predviden samo za adapalen,
tazaroten i seletinoid G. QSAR studije pokazale su kolinearnost s visokim koeficijentom korelacije (R?> = 0,8067 —
0,9917) za neke molekulske deskriptore (Naoma i M) S topologijskim indeksima (T1), a koja nije pronadena s predvidenim
sli¢nostima s lijekom (dls) osim manje znagajnih korelacija za noy s ICM dls i NRL dls (R? = 0,6989 i 0,6983) kao niti s
parametrima toksi¢nosti §to upucuje na raznolikost struktura i na moguce druge mehanizme djelovanja i nuzdjelovanja
unutar skupine ispitivanih retinoida, sto se prvenstveno odnosi na seletinoid G.
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SUMMARY

The structural features of retinoids and their relationship with biological targets and ADMET properties were explored
using various computer programs. Due to their lipophilicity most investigated retinoids violate Lipinski ‘Rule 5 which
reflects in reduced oral absorption and bioavailability. The mechanism of retinoids action involves binding to nuclear
receptors that act as transcription factors which was also confirmed by drug-likeness with nuclear receptor ligand
(NRL dls). In addition to NRL dls, the enzyme inhibitor drug-likeness (EI dlIs) has been also computed by
Molinspiration software (except for seletinoid G). For 1st generation of retinoids the following biological targets with
high probability (100%) were predicted by Swiss Target Prediction software, i.e., retinoic acid receptors (RAR and
RXR), mitogen-activated protein kinase 1, cellular retinoic acid binding proteins (CRABP) 1 and 2 and ornithine
decarboxylase. However, these targets were predicted with lower probability (55%) for retinol in addition to retinol-
binding plasma protein 1-176 (RBP4) (100%) and mitogen-activated kinase 8-11 and 14 (50%). Isotretinoine differs
from other retinoids in 1st generation since zero probability was predicted for its interaction with RXR receptors,
whereas its most likely targets are mitogen-activated kinase 1, 8 and 14 (100%). According to predicted target
probabilities the most similar retinoids from 2nd to 4th generation to those in 1st generation are in the folowing order
fenretinide > bexarotene> adarotene> pelretin, while for etretinate, motretinide, tamibarotene, mofarotene and
seletinoid G were predicted zero probabilities for typical targets of 1st generation retinoids.

Using ADMET Predictor™ 8.0 the following toxicity risks were predicted: ADMET risk from 1 (seletinoid G) to 9
(etretinate), CYP risk from 0 (seletinoid G) to 3 (retinol), TOX risk from 0 (tamibarotene and temarotene) to 3
(palovarotene) while the risk of mutagenic effect (TOX MUT risk 1) was predicted only for adapalene, tazarotene and
seletinoid G. QSAR studies revealed significant correlations (R?> = 0.8067 - 0.9917) between several molecular
descriptors (naoms and M,) and topological indices (TI). Insignificant correlations were found with predicted drug-
likeness scores (dls) except for less significant noy with ICM dls and NRL dis (R? = 0.6989 and 0.6983) and also with
ADMET toxicity parameters. These results refer to the significant differences in retinoid structures and possibly other
mechanisms of action and side effects in the group of investigated retinoids, especially for seletinoid G.
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1. UvOD

1.1.  Strukturne znacajke retinoida

Retinoidi su spojevi koji strukturno i/ili funkcionalno dijele sli¢nost s retinolom tj. vitaminom
A. Obuhvacaju vitamin A, prirodne derivate vitamina A te sintetske analoge vitamina A.
Osnovna struktura molekule retinoida sastoji se od triju dijelova: trimetiliranog
cikloheksenskog prstena, postranicnog konjugiranog tetraenskog lanca koji ¢ini strukturnu
poveznicu molekule te ugljik-kisik polarnu funkcionalnu skupinu, najces¢e karboksilnu
skupinu. Konjugirane ugljik-ugljik dvostruke veze ¢ine retinoide nestabilnim spojevima zbog
¢ega su podlozni oksidaciji 1/ili izomerizaciji u prisustvu oksidansa, svjetlosti ili topline.
Retinoidi koji sadrze karboksilnu i alkoholnu funkcionalnu skupinu su topljivi u metanolu i
etanolu. Ukoliko su retinoidi esterificirani, slabije su topljivi u alkoholu, a dobro topljivi u
heksanu (Das i sur., 2014). Iz strukture proizlazi da su retinoidi lipofilne molekule koje lako
difuzijom prelaze kroz stani¢ne membrane. U odnosu na druge signalne molekule, retinoidi

imaju manju molekularnu masu od oko 300 Da. (Kam i sur., 2012).

1.2.  Podjela retinoida

Prvoj generaciji retinoida pripadaju nearomatski spojevi: retinol, tretinoin, izotretinoin te
alitretinoin. Etretinat i acitretin su monoaromatski spojevi pripadnici druge generacije
retinoda. U trecu generaciju spadaju poliaromatski retinoidi kao $to su adapalen, beksaroten 1
tazaroten. Predstavnik Cetvrte generacije retinoida je piranon seletinoid G (Mukherjee i sur.,
2006).

Podjela retinoida pregledno je prikazana u Tablici 1.



Melita Dela¢, Diplomski rad: Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloskih meta i ADMET svojstava retinoida

Tablica 1. Pregled istrazivanih retinoida, naziv, kemijska struktura i SMILES (Pojednostavljeni sustav molekularnog linijskog zapisa za opis strukture

molekule (https://en.wikipedia.org/wiki/Simplified_molecular-input_line-entry_system)

Retinoid
Kemijska struktura, SMILES Bioloska aktivnost

1. generacija retinoida — nearomatski retinoidi

Vitamin A ili retinol i njegovi derivati imaju vaznu ulogu u
N X X o mnogim fizioloskim procesima. Neophodni su za ispravnu

funkciju mreznice, rast kostiju, rast i diferencijaciju epitelnih i
drugih ciljnih tkiva, reprodukciju te za imunoloSki sustav.
Prehrambeni izvori vitamina A su karotenoidi iz biljaka, a bogat
izvor su mlijecni proizvodi, jetra i Zumanjak jajeta. Vitamin A je
topljiv u mastima. Veze se i aktivira RAR tj. receptore retinoi¢ne
Kiseline (engl. retinoic acid receptor) i inducira diferencijaciju i
apoptozu  stanica raka  onemogucuju¢i  karcinogenezu

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

OC/C=C(/C=C/C=C(/C=C/C1=C(/CCCC1(C)C)C)C)C

Retinol

Prirodni derivat retinola je retinoina kiselina - tretinoin.

NN NN Vezanjem na nuklearni receptor RAR inducira promjene u

ont ekspresiji gena §to rezultira diferencijacijom stanica i smanjenom

proliferacijom stanica te tako inhibira tumorigenezu. Uzrokuje

skracivanje telomera inhibiraju¢i telomerazu $to dovodi do

0=C(0)\C=C(\C=C\C=C(\C=C\C1=C(\CCCCL(C)C)C)C)C  apoptoze stanice. Primjenjen peroralno djeluje teratogeno i
embriotoksi¢no (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tretinoin



Izotretionin

Alitretinoin

Acitretin
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\\\\

0] OH

0=C(0)\C=C(/C=C/C=C(/C=C/C1=C(/CCCC1(C)C)C)C)C

X

(¢} OH

0=C(0)\C=C(\C=C\C=C(/C=C/C1=C(/CCCC1(C)C)C)C)C

Retinoi¢na kiselina se u prirodi pojavljuje kao 13-cis izomer tj.
izotretinoin. Kao i retinoi¢na kiselina, izotretinoin svoje ucinke
ostvaruje aktivacijom retinoidnih receptora (RAR). Primjenjuje za
lijecenje akni i nekoliko drugih koznih oboljenja, a aplicira se kao
topikalni pripravak. Djeluje protuupalno i imunomodulirajuce s
potencijalnim antineoplasti¢nim u¢inkom, a inhibicijom ornitin
dekarboksilaze = uzrokuje smanjenu sintezu poliamina cime
smanjuje keratinizaciju koZze. Izotretinoin je teratogen i ima mnoga
nezeljena djelovanja (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Alitretinoin je prirodni derivat retinoi¢ne kiseline koji se veze na
RAR i RXR receptor X retinoicne kiseline (engl. retinoid X
receptor) nuklearne receptore, aktivirajuci ih. Aktivirani retinoidni
receptori reguliraju ekspresiju gena jer djeluju kao transkripcijski
faktori. To je mehanizam koji dovodi do inhibicije proliferacije
stanica, indukcije stani¢ne diferencijacije i apoptoze normalnih, ali
i tumorskih stanica. Djeluje antineoplasti¢no, ali je i teratogen s
embriotoksi¢cnim ucincima. U primjeni je kao oralni 1 topicki

pripravak (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

2. generacija retinoida — monoaromatski retinoidi

)
N SRR OH
~

O

0=C(0)\C=C(\C=C\C=C(\C=C\c1c(cc(OC)c(c1C)C)C)C)

Acitretin se primjenjuje peroralno za lijeCenje psorijaze. Glavni je
metabolit etretinata s kra¢im vremenom polueliminacije u
usporedbi s etretinatom. Aktivira nuklearni RAR receptor,
uzrokujuéi staniénu diferencijaciju, inhibiciju proliferacije stanica
I onemogucuje infiltraciju upalnih stanica u tkiva. Inhibira
angiogenezu tumorskih stanica.

No, uz pozitivne ucinke ima i negativni embriotoksi¢ni uc¢inak
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Fenretinid
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D N g N o O\

o

0=C(OCC)\C=C(\C=C\C=C(\C=C\clc(cc(OC)c(c1C)C)C)C)C
OH
LT

D N TN y

0=C(Nclcce(O)cel)\C=C(\C=C\C=C(\C=C\C2=C(\CCCC2(C)
c)c)c)C

o)
OH
\\\

CC1=C(C(CCC1)(C)C)/C=C/C(=C/C=Clc2cce(cc2)C(=0)0)/C
o)
D S N NN
H

N

O
CCNC(=0)/C=C(\C)/C=C/C=C(\C)/C=C/C1=C(C(=C(C=C1C)
0C)C)C

Etretinat je sintetski oralni prolijek acitretina koji se upotrebljava u
terapiji genodermatoze, lichen planusa i psorijaze. Povoljne
ucinke ima u prevenciji neoplazija epitela. Kako ima dugo vrijeme
polueliminacije i teratogeno djelovanje u SAD-u se vise ne
primjenjuje (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Fenretinid je sintetski retinoid koji se Kkoristi peroralno kao
prevencija raka prostate, a kod Zena kod rizika od razvoja
karcinoma dojke. Aktivira nuklearne RAR receptore $to rezultira
apoptozom tumorskih stanica. Inhibira rast tumora djeluju¢i na
receptore  faktora rasta  povezanih s  angiogenezom
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Pelretin je sintetski retinoid istrazivan na eksperimentalnim
zivotinjama kao pripravak protiv bora (https://en.wikipedia.org/).

Motretinid je sintetski retinoid koji se primijenjuje u lijeCenju
akni, topicki s ucinkom smanjenja keratinizacije koZe

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

3. generacija retinoida — poliaromatski retinoidi



Adapalen

Adaroten

Tazaroten
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0=C(0)c2ccclee(ceecle2)c3ec(c(0OC)ce3)C46CC5CC(CC(Ca
)C5)C6

C1C2CC3CC1CC(C2)(C3)C4=C(C=CC(=C4)C5=CC=C(C=
C5)C=CC(=0)0)0

S

V4

o
O=C(OCC)clcce(ncl)C#HCe3ccc2SCCC(c2e3)(C)C

Adapalen je derivat naftalena koji se veze na retinoidne receptore.
Time djeluje na diferencijaciju stanica, stimulira rast koznih stanica,
smanjuje  keratinizaciju koznog epitela. Moze djelovati
fotosenzibilizirajuce kod izlaganja  koze  UV-zracenju
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Adaroten je sintetski poliaromatski hidroksilirani retinoid. Atipi¢ne
je strukture pa je njegovom proapoptoticko djelovanje neovisno o
vezanju na nuklearne retinoidne receptore
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tazaroten inducira tumor-supresorski gen TIG3 ( tazarotene-induced
gene 3). Sintetski je retinoid koji se primjenjuje na kozu gdje
smanjuje hiperproliferaciju i abnormalnu keratinizaciju koznih
epitelnih stanica (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Beksaroten je sintetski retinoid koji se selektivnho veze na RXR
nuklearne receptore, inducira promjene ekspresije gena $to uzrokuje
apoptozu nekih vrsta tumorskih stanica. Djeluje embriotoksicno i
teratogeno (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tamibaroten je sintetski sistemski retinoid razvijen kako bi se
prevladala rezistencija na all-trans retinoi¢nu kiselinu. Ima
potencijal antineoplasticnog djelovanja. Specifi€an je agonist alfa 1
beta retinoidnog nuklearnog receptora RAR s oko deset puta
snaznijim djelovanjem u odnosu na all-trans retinoi¢nu kiselinu.
Inducira diferencijaciju i apoptozu stanica HL-60 (engl. human
promyelocytic leukemia), stoga, se provode klinicka ispitivanja za
primjenu tamibarotena u terapiji akutne promijelociti¢ne leukemije.
U Japanu je odobren za primjenu kod povratnog tipa ove leukemije.
U usporedbi s retinoi¢nom kiselinom ima nizi afinitet vezanja za
staniéni vezujuéi protein CRABP (engl. cellular retinoic acid
binding protein) pa je u plazmi njegova koncentracija niza. Takoder
ima niZi afinitet vezanja na retinoidni nuklearni receptor RARY,
najvazniji retinoidni receptor u koznom epitelu. NiZi afiniteti
vezanja za CRABP i RARYy receptor pridonose smanjenju toksi¢nog
djelovanja tamibarotena (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Temaroten je sintetski retinoid s potencijalnim antitumorskim
djelovanjem. Djeluje kao 1 ostali retinoidi, mijenjaju¢i gensku
ekspresiju putem vezanja na retinoidne RAR receptore Sto utjece na
diferencijaciju i proliferaciju stanica
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).



Mofaroten Palovaroten

Seletinoid G
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Palovaroten je selektivni agonist RARy receptora. Trenutno je u 2.
fazi klinickog ispitivanja kao tzv. orphan drug, lijek-'siroce’
namijenjen za terapiju rijetke bolesti fibrodysplasia ossificans
progressiva (FOP), bolesti okostavanja miSica
(https://www.clinicaltrials.gov/)

Mofaroten je derivat arotinoi¢ne kiseline sa morfolinskim prstenom
u strukturi. Veze se na RAR nuklearne receptore te tako ostvaruje
ucinke na stanicu slicne ostalim retinoidima. Njegova je osobitost
Sto  djeluje inhibitorno na motilitet stanica melanoma
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

4. generacija retinoida — piranoni

0}
<O<j/\)}\o/\i/v[o
0 NS OH

0=C(OCC1=CC(C(0)=C01)=0)/C=C/C2=CC=C(OCO3)C3
=C2

Seletinoid G je selektivni agonist RARYy receptora dominantnih u
koznom epitelu. In vitro ispitivanja su pokazala da seletinoid G
moze popraviti promijenjeno vezivno tkivo, a Iin vivo istraZivanja na
humanim koZnim stanicama potvrdila su da seletinoid G inhibira
UV-zrakama induciranu deficijenciju sinteze kolagena (Stoczynska 1
sur., 2015; Kim i sur., 2005).
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1.3.  Bioloska pretvorba retinola u retinoi¢nu kiselinu

Retinol ili vitamin A je esencijalan za sisavce $to znaci da je njegov jedini izvor prehrana,
odnosno, sisavci ne mogu de novo sintetizirati ovaj vitamin. 1z biljnih namirnica u organizam
ulazi kao beta-karoten, a iz Zivotinjskih u obliku retinilnih estera, a potom slijede nuzne,
razli¢itim enzimima posredovane pretvorbe u vitamin A te njegove aktivne oblike (Comptour
i sur., 2016). (Slika 1).

Retinol je hidrofobna molekula zbog ¢ega je za njegovu distribuciju, prepoznavanje putem
receptora te opcenito topljivost i1 stabilizaciju retinoida u vodenoj okolini stanice nuzno
djelovanje posebnih proteina tzv. proteina koji vezu retinol (Bushue i Wan, 2010). Prvi od
proteina koji vezu retinol je RBP 4 tj. protein 4 koji veze retinol (engl. retinol-binding protein
4). IzluCuje se iz jetre i sluzi kao proteinski nosaé¢ retinola (Comptour i sur., 2016). Na
povrsini stanice nalazi se Specifi¢ni receptor, transmembranski protein STRA6 (engl. the
stimulated by retinoic-acid 6) koji specificno veze RBP, preuzima retinol te omogucuje ulaz
retinola u stanicu.

U citoplazmi stanice, stani¢ni protein tip 1 koji veze retinol, CRABP1 (cellular retinol-
binding protein type 1) preuzima retinol sa STRAG6 te ga prenosi u membranu stanice.
CRABP takoder pripada skupini proteina koji vezu retinol. SmjeSteni su u stanici te postoje u
nekoliko izoformi koje su tkivno specificne. CRABP2 se nalazi u enterocitima dok su
CRABP1 i 3 eksprimirani u embrionalnom tkivu, ali i u tkivima odraslih (Bushue i Wan,
2010).

Retinol se u stanici oksidira u retinaldehid, a zatim se retinaldehid dalje oksidira u retinoi¢nu
kiselinu. Alternativno, retinol moze biti esterificiran djelovanjem enzima LRAT (eng. lecithin
retinol acyl transferase) u retinilne estere. (Kedishvili, 2013). Retinol se pohranjuje u jetri u
esterificiranom obliku (Bushue i Wan, 2010). Nekoliko enzima katalizira oksidaciju retinola u
retinaldehid: citosolne alkohol dehidrogenaze (ADH) te mikrosomalne retinol dehidrogenaze
(RDH). Prema genetickim studijama rije¢ je o tri alkohol dehidrogenaze: ADH1, ADH3,
ADH4 te dvije retinol dehidrogenaze RDH1 1 RDH10. U oksidaciju retinaldehida u retinoi¢nu
kiselinu ukljuena su tri enzima, retinaldehid dehidrogenaze: RALDH1, RALDH2 i
RALDH3. (Duester, 2008). Retinaldehid se moze reducirati povratnom reakcijom u retinol uz
enzim retinaldehid reduktazu (RalRD) dok je oksidacija retinaldehida u retinoi¢nu kiselinu
ireverzibilna. Retinoi¢na kiselina potom vezana na CRABP 1 ili 2 (cellular retinoic acid-
binding protein type 1, 2) ulazi u jezgru stanice ili pomo¢u CRABP 1 dospijeva do enzima
citokroma P450 radi razgradnje. (Kedishvili, 2013).
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1.4.  Retinoidni receptori kao transkripcijski faktori

Retinoi¢na kiselina vezana na CRAPB 2 (engl. cellular retinoic acid-binding protein type 2)
ulazi u jezgru te se veze na nuklearne receptore koji vezu DNA. Na taj nacin izravno
reguliraju transkripciju gena. To su nuklearni receptori RAR (engl. retinoic acid receptor):
RARa, RARB, RARy i RXR (engl. retinoid X receptor): RXRa, RXRp, and RXRy (Duester,
2008). RAR i RXR su visokokonzervirani receptori kod sisavaca, a njihova je ekspresija
tijekom embrionalnog razvoja vrlo specificna Sto upucuje na njihovu vaznost za razvoj
organizma. RARa, RXRa i RXRp nalaze se i u embrionalnom i u tkivu odraslih za razliku od
RARS, RARy i RXRy koji su tkivno specifi¢ni.

Nadalje, sve izoforme RAR i RXR mogu vezati 9-cis-retinoi¢nu kiselinu dok je all-trans
retinoi¢na kiselina ligand samo za RAR nuklearni receptor. RAR receptori specifi¢ni su za
signalni put retinoi¢ne kiseline za razliku od RXR receptora koji to nisu. Heterodimer RAR-
RXR se veze na specificnu promotorsku sekvencu nazvanu RARE (engl. retinoid acid
response element) na koji se nacin postize regulacija transkripcije gena. RARE se sastoji od
dva ponavljaju¢a heksamerna motiva (Comptour i sur., 2016). Utvrdeno je postojanje velikog
broja koregulacijskih proteina koji su sastavni dio regulacije transkripcije gena putem

nuklearnih receptora (DiGiovanna i sur., 2013).
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz puta retinoida (Comptour i sur., 2016)
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1.4.1. Genomski i ne-genomski ucinci retinoida
Biokemijske pretvorbe retinoida imaju presudnu ulogu tijekom mnogih fizioloskih procesa
rasta, diferencijacije, proliferacije stanica te njihove apoptoze. Ti se pleiotropni ucinci
vitamina A ostvaruju pretezno djelovanjem glavnog aktivnog metabolita — all-trans-
retinoi¢ne kiseline koja regulira ekspresiju niza gena interakcijom s nekoliko porodica
nuklearnih receptora RAR, RXR te PPARB/&. (Al Tanoury i sur., 2013). Osim navedenih
genomskih ucinaka vitamina A 1 derivata, retinoidi imaju i ne-genomske ucinke. To su
posttranslacijske modifikacije proteina koje ukljucuju: aciliranje retinoi¢ne kiseline, (Das i
sur., 2014), potom aktivaciju kaskade kinaza koje ulaze u jezgru stanice fosforilacijom
spojeva koji su dio signalnog puta retinoi¢ne kiseline (Al Tanoury i sur., 2013). Tijekom
embriogeneze all-trans retinoi¢na kiselina regulira nastajanje zametnih listica tijekom
gastrulacije, neurogenezu, razvoj srca, gusterace, pluca, bubrega te oka. Retinoi¢na kiselina je
esencijalni element za razvoj funkcionalnog oka (Kam i sur., 2012). Regulacija embriogeneze
i organogeneze ostvaruje se na na¢in da retinoi¢na kiselina inducira ekspresiju nekih gena dok

na neke gene djeluje suprotno (Tablica 2) (Duester, 2008).

Tablica 2. Djelovanje retinoic¢ne kiseline na regulaciju gena tijekom organogeneze

Razvojni proces Ciljni geni Djelovanje retinoi¢ne kiseline

Razvoj straznjeg mozga Hoxal, Hoxb1, inducira ekspresiju gena
Hoxa3, Hoxd4, vHnf1

Diferencijacija ~ motorickih Pax6, Olig2 inducira ekspresiju gena

neurona ledne mozdine

Razvoj srca Fgf8 potiskuje ekspresiju gena
Razvoj gusterace Pdx1 inducira ekspresiju gena
Razvoj pluca Hoxa 5 inducira ekspresiju gena
TGF-p1 potiskuje ekspresiju gena
Formiranje prednjeg oka Pitx2 inducira ekspresiju gena
Razvoj bubrega Ret inducira ekspresiju gena
Indukcija mejoze Stra8 inducira ekspresiju gena
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1.5.  Retinoidi u primjeni

U vecem broju drzava ¢lanica Europske Unije za primjenu su odobreni: acitretin, adapalen,
alitretinoin, izotretinoin, tazaroten i tretinoin. Centraliziranim putem odobreno je lijeCenje
koznih lezija oboljelih od Kaposijevog sarkoma alitretinoinom te uporaba beksarotena u
lijeCenju koznih promjena osoba s uznapredovalim stadijem koznog limfoma T-Stanica.
(www.halmed.hr).

U Republici Hrvatskoj je odobrena primjena slijedecih retinoida: izotretinoin (kapsule) i
adapalen (krema, gel) za lijeCenje akni te acitretin (kapsule) u lijeCenju psorijaze

(www.hzzo.hr).

1.6. Toksi¢nost retinoida

Koncentracije vitamina A 1 retinoi¢ne kiseline moraju biti unutar uskih vrijednosti kako bi se
izbjegla toksi¢nost, ali i manjak ovog vitamina. To je jedinstveno svojstvo vitamina A.
Prekomjerna koncentracija vitamina A tijekom razvoja embrija rezultirat ¢e znacajnim
promjenama tijekom organogeneze te potaknuti teratogene ucinke (Duester, 2008).
Istrazivanjem djelovanja vitamina A te njegovih derivata na razliitim animalnim modelima
kao §to su zeCevi, zamorci, hréci, miSevi, §takori, svinje, pili¢i, primati dokazana je njihova
teratogenost (Collins i Mao, 1999). Abnormalni morfoloski razvoj tkiva uzrokovan
prekomjernim unosom vitamina A i derivata kao i promjene nastale zbog hipovitaminoze
prezentiraju se na sli¢an na¢in (Marx, Naudé i Pretorius, 2006).

Teratologija retinoida mozZe se poblize prouciti temeljem slijedec¢ih Sest nacela:

1. PodlozZnost teratogenosti ovisi o genotipu organizma te medudjelovanju genotipa i
okolisnih faktora §to procjenu teratogenog djelovanja retinoida temeljem studija
provedenih na eksperimentalnim zivotinjama ¢ini vrlo sloZzenom jer se
farmakokinetika retinoida razlikuje izmedu vrsta i snazno ovisi o tipu implantacije
medu vrstama. Treba naglasiti da nema animalnog modela koji bi posluzio kao
pouzdani organizam za predvidanje potencijalne teratogenosti kod ljudi (Comptour i
sur., 2016). Istrazivanja provedena medu razli¢itim Zivotinjskim vrstama pokazala su
razliCitu osjetljivost na teratogeno djelovanje retinoida, konkretno 13-CiS retinoicne
kiseline, medutim, utvrdeno je i kako ni jedna nije potpuno rezistentna (Collins i Mao,
1999).

2. Teratogeni ucinak ovisi o razvojnoj fazi embrija ili fetusa za vrijeme primjene

retinoida: tijekom prva dva tjedna embrionalnog razvoja, embrij je relativno
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neosjetljiv na teratogene (Collins i Mao, 1999), tijekom prvog trimestra vrlo je
podlozan teratogenom ucinku, a u daljnjem tijeku trudnoce teratogenost snazno ovisi o
kemijskoj strukturi primijenjenog retinoida. Ove razlike proizlaze iz razlicitog
afiniteta pojedinog retinoida za vezanje na CRABP te nuklearne receptore. (Comptour
i sur., 2016).

Mehanizam djelovanja retinoida kao teratogena nije poznat (Collins i Mao, 1999), no,
utvrdeno je postojanje dva puta transporta retinoida kroz utero-placentarnu barijeru te
kako se oni odrazavaju na razvoj ploda: putem kompleksa RBP-retinol koji u stanicu
ulazi putem STRAG i obliku retinilnih estera vezanih na lipoproteine posredovano
djelovanjem lipoprotein lipaza. Reduciran placentarni transport retinola doprinosi
smanjenju rasta i razvoja in utero, a abnormalnosti u razvoju pluca (kongenitalna
dijafragmalna hernija) pripisuju se poremecaju u mobilizaciji retinola iz placente u
fetalnu cirkulaciju (Comptour i sur., 2016).

Primjerice, smatra se kako izotretinoin inducira hipervitaminozu A te na taj nacin
inducira teratogenezu. Retinoidi su dio signalnog puta HOX gena koji su vazni za
razvoj zdrijelnih lukova. Stoga su strukture koja razvojno potjeCu iz ovog tkiva

podlozna malformacijama uzrokovanim hipervitaminozom (Brown i sur., 2014).

Manifestacije toksi¢nosti retinoida tijekom embrio-fetalnog razvoja su slijedece:
smrtni ishod, malformacije, inhibicija rasta, smetnje funkcionalnosti (Dencker and
Eriksson, 1998). Defekti zapaZeni na Zivotinjskim modelima mogu se ocekivati 1 kod
ljudi. Promjene zahvacaju srediSnji Ziv€ani sustav, pluca, srce, bubrege te udove.
Najvaznije manifestacije koje se pojavljuju u navedenim organima i organskim

sustavima pregledno su prikazani (Tablica 3) (Marx, Naudé i Pretorius, 2006).

Farmakokinetika retinoida kod majke i ploda bitno utjece na teratogeni ishod pri cemu
je bitno odrediti utjece li retinoid izravno na plod ili je utjecaj neizravan tj. ostvaren
toksi¢nim djelovanjem na majku. To su op¢i farmakokineticki parametri koji odreduju
opseg i brzinu transplacentarnog prijenosa retinoida kao $to su: molekularna masa
retinoida, lipofilnost, interakcije s proteinima, transport posredovan nosa¢ima ili

aktivni transport, protok krvi kroz posteljicu (Collins i Mao, 1999).

Transplacentarni prijenos 13-cis retinoi¢ne kiseline manje je ucinkovit jer se ovaj

retinoid ne veze na CRABP dok retinoi¢na kiselina brzo prolazi posteljicu te uzrokuje
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teratogeni ucinak i1 manjoj dozi. Ove farmakokineticke razlike izmedu retinoida

objasnjavaju razlike u toksi¢nom djelovanju retinoida. Medutim, 13-CiS retinoi¢na

kiselina spontano izomerizacijom prelazi u all-trans-retinoi¢nu kiselinu koja prolazi

posteljicu §to 13-Cis retinoi¢nu kiselinu ¢ini snaznim teratogenom. Nadalje, cis-

izoforme drugih retinoida mogu navedenom izomerizacijom prelaziti u teratogene

izoforme (Comptour i sur., 2016).

Tablica 3. U¢inak suviSka i manjka vitamina A na razli¢ite organske sustave

Djelovanje na organski sustav

Kraniofacijalne strukture

Pluca

Srce

Udovi

Sredi$nji zZiv€ani sustav

Dijafragma

Bubrezi

SuviSak vitamina A
Anomalije oka

Rascjep nepca

Hipoplazija donje
Celjusti defekti vanjskog

uha

Sréane malformacije

Defekti udova

Defekti neuralne cijevi
Hidrocefalus

Mikrocefalija

Zastoj razvoja bubrega

Manjak vitamina A
Defekti oka
Nerazvijeno nepce

Hipoplazija donje Celjusti

Skvamozna metaplazija
epitela dusnika i bronhija
Nedostatak morfogeneze
sr¢anih komora

Abnormalni  razvoj sinus-
atrijskog sréanog zalistka
Skracenje trupa

Nedostatak prstiju

Smanjena duljina udova
Nepotpuno zatvaranje
neuralne cijevi

Abnormalni razvoj straznjeg
mozga

Hidrocefalus

Hernijacija

Redukcija broja nefrona

6. Postoji povezanost doze retinoida s njegovim u¢inkom te na¢inom primjene retinoida.

Mnogi retinoidi primijenjeni oralno su snaznog teratogenog djelovanja dok aplicirani

na koZu ne ispoljavaju teratogeni u€inak. Postavlja se pitanje postoji li grani¢na doza
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koja podrazumijeva da se njenim prekoraenjem teratogeni ucinak pouzdano
pojavljuje. Odgovor na to je kompleksan, buduéi da je vitamin A esencijalan nutrijent,
no opcenito je prihvaceno da postoji granicna doza koja uzrokuje embrionalnu

hipervitaminozu A s teratogenim u¢inkom (Collins i Mao, 1999).

1.6.1. Ostali nezeljeni ucinci retinoida

Topicki primjenjeni retinoidi uzrokuju tzv. retinoidnu reakciju koja se ocituje pecenjem,
svrbezom, ljustenjem i crvenilom koZe na mjestu primjene. Ce$ée se javlja kod primjene
tretinoina i tazarotena. Retinoidnu reakciju uzrokuje slobodna karboksilna skupina na
polarnom dijelu molekule $to je dokazanom istrazivanjem CHO stanica tj. stanica jajnika
kineskog hr¢ka (eng. Chinese hamster ovary). Reakciju uzrokuju proupalni citokini kao $to su
TNFa, IL-6 i IL8. Retinoidi imaju fotosenzibiliziraju¢i u¢inak pa se preporuca zastita od

sunca (Mukherjee i sur., 2006).

1.6.2. Toksicnost sistemskih retinoida

Primjena sistemskih retinoida uzrokuje nezeljene reakcije odnosno akutnu toksi¢nost koja se
ocituje na sluzokozi i manifestira se kao heilitis (upala usana), kseroza (suhoca koze), suhoca
nosa 1 iritacija oka. NeSto je rjeda pojava ispadanja kose koja se javlja ¢eS¢e kod primjene
acitretina, te ireverzibilna promjena teksture vlasi (DiGiovanna i sur., 2013).

Sistemski retinoidi pokazuju 1 kroni¢nu toksi¢nost koja se uglavnom odraZava na koStanom
sustavu kao hiperostoza tj. nastajanje koStanih izraStaja duz kraljeznice te kalcifikacija tetiva i

ligamenata (DiGiovanna i sur., 2013).

1.6.3. Neurotoksi¢nost — eksperimentalni modeli

Svakodnevna suplementacija vitamina A na eksperimentalnim modelima dovodi do
povecanog broja tzv. RAGE receptora (engl. receptor for advanced glycation endproducts)
Sto rezultira povecanim oksidativnom stresom i1 neuroupalnim procesom. RAGE receptor je
transmembranski receptor iz porodice imunoglobulina.

Vitamin A je neophodan za razvitak nigrostrijatalne osi (substantia nigra i striatum) u mozgu
¢ija je funkcija regulacija izlu¢ivanja dopamina. Prekomjerna dnevna doza vitamina A dovodi
do reakcije homoliticke fisije tj. nastajanja reaktivnih duSikovih spojeva kao S§to su
peroksinitrit ONOO", koji daje nitrilni kation NO,", radikal dusikovog dioksida *NO, te

hidroksilni radikal *OH u ovim podru¢jima mozga zbog povecane ekspresije neuralne dusik
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oksid sintaze (nNOS). Reaktivni dusikovi spojevi poveéavaju koncentraciju 3-nitrotirozina
dovode¢i do agregacije a-sinukleina i opce stani¢ne disfunkcije.

Osim nastajanja reaktivnih dusikovih spojeva vitamin A moze dovesti do oksidativnog stresa
popra¢enog povecanom karbonilacijom proteina, peroksidacijom lipida, oksidacijom tiolnih
skupina te nakupljanja a-sinukleina i opce stani¢ne disfunkcije nigrostrijatalne osi.

Dokazan je toksi¢an ucinak in vitro i in vivo na razini mitohondrija ¢ija je posljedica njihova
disfunkcija. Nastaju superoksidni radikali O,  koji modificiraju aktivnost razli¢itih enzima:
Mn-SOD koji je mitohondrijska izoforma superoksid dismutaze, MAO tj. monoamino
oksidaze. Zbog promijenjene funkcije enzima povecava se koncentracija vodikovog peroksida
koji difuzijom prelazi u okolne stanice. Lipofilnost vitamina A omogucuje interakciju sa
stanicnom membranom pritom remete¢i protok elektrona u lancu transporta elektrona u

mitohondriju. Ovaj slijed procesa zavrSava stanicnom smrcu (Oliveira, 2015)

1.6.4. Povezanost strukture i aktivnosti retinoida (Structure-activity relationship, SAR) u

indukciji teratogenosti

Teratogeni retinoidi imaju polarnu funkcionalnu skupinu s kiselim pKa ili funkcionalnu
skupinu koja se moze biotransformirati u takvu na dijelu molekule suprotno od
cikloheksenskog prstena. Medutim, analiza dvaju sulfo-derivata retinoida nije potvrdila ovu
tvrdnju, a 4-okso retinol je pokazao teratogenost kod vrste Xenopus (vrsta Zabe) koja se
pripisuje ¢injenici da se 4-okso retinol veze 1 aktivira RAR nuklearni receptor.

Lipofilni polienski bo¢ni lanac mora imati barem pet ugljikovih atoma te odrzavati
delokaliziranost pi elektrona u cijeloj molekuli. Cis-izomerizacija pobo¢nog lanca smanjuje
djelotvornost retinoida.

Teratogenost retinoida se smanjuje ukoliko postoji mogucénost rotacije molekule u podrucju
oko cikloheksenskog prstena.

Povecanje teratogenosti nastaje umetanjem dimetilnih supstituenata na polozaje C1 1 C4 all-

trans retinoicne kiseline (Collins i Mao, 1999).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Retinoidi predstavljaju veliku, strukturno raznoliku skupinu lijekova. Strukturna
razliCitost odrazava se u kompleksnoj isprepletenosti fizioloSkog i1 farmakoloskog
djelovanja kao 1 nizu toksi¢nih ucinaka te teratogenosti retinoida. Proucavanje strukturnih
osobitosti doprinosi boljem razumijevanju farmakinetickih i farmakodinamickih u¢inaka
ovih lijekova. QSAR analizom (engl. Quantitative structure—activity relationship) niza
retinoida koriStenjem racunalnih programa cilj je pokazati povezanost kemijske strukture i
toksi¢nosti retinoida. Takoder, primjenom raCunalnih programa moguce je odrediti
vjerojatnost bioloskih meta djelovanja retinoida $to moze pruziti nove ideje za ciljanje
sekundarnih meta (anti-mete, engl. anti-targets, off-targets) i pomo¢i u rasvjetljavanju
nezeljenih reakcije retinoida. Racunalni programi omogucuju i predvidanje mogucih
biotransformacijskih puteva molekula pa je moguée usporediti podatke dobivene
studijama s predvidenim podacima i/ili otkriti nove moguée putove biotransformacije.
Istrazivanje biotransformacijskih putova, izmedu ostalog, vazno je za utvrdivanje
nastajanja potencijalnih toksi¢nih/teratogenih metabolita i njihovih Stetnih ucinaka.

U konacnici, otkriée novih interakcija retinoida s bioloskim metama moze dovesti do
promjene i/ili dodatne indikacije retinoidne moekule u terapiji koja je rezultat njene
interakcije s anti-metom uklju¢enom u patoloski proces, te do dodatnog uvida u

mehanizam djelovanja i/ili nuspojave retinoida.
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3. MATERUALI | METODE

U svrhu istrazivanja u ovom radu koristeno je 18 retinoida ¢ije su strukturne formule nacrtane
u programu ACD/ChemSketch v12.01 (Advanced Chemistry Development, Inc.), te
klasificirane prema strukturnim obiljezjima i poslozene u tablici 1.

Za istrazivanje odnosa strukturnih znacajki, ADMET svojstava i sli¢nosti retinoida s
lijekovima poznatog farmakoloSkog ucinka koriSteni su molekulski deskriptori (MD),
topologijski indeksi (TI), izracunate sli¢nosti S lijekovima (,,drug-likeness scores* - dls) te
predvideni ADMET parametri toksi¢nosti.

Parametri su dobiveni pomoc¢u racCunalnih programa: Molinspiration property engine
v2014.11 (www.molinspiration.com), ChemAxon (www.chemicalize.org), MedChem
StudioTM 4.0 i ADMET PredictorTM 8.0 (Simulations Plus Inc., SAD) i Molinspiration
bioactivity score v2014.03 (www.molinspiration.com), te Swiss Target Prediction
(www.swisstargetprediction.ch).

Od molekulskih deskriptora ispitivani su: lipofilnost (miLogP i MlogP), topologijska polarna
povrSina (TPSA), broj atoma (Naoma), relativna molekulska masa (M), broj akceptora
vodikove veze (broj kisikovih i dusikovih atoma, noy), broj donora vodikove veze (Nounw),
broj veza koje slobodno rotiraju (Nrow), Volumen molekule (V), molarni volumen (Vp), te
topologijski indeksi: Plattov indeks (F), Randi¢ev indeks povezanosti (x), Balabanov indeks
(J), Hararyev indeks (H), Wienerov indeks (W), hiper Wienerov indeks (WW), Wienerova
polarnost (Wp) i Szegedov indeks (Sz).

Od ADMET parametara predvideni su i u ispitivanjima Koristeni: opéi ADMET rizik
(ADMET Risk), rizik snizene apsorpcije (S+Absn Risk), rizik metabolizma (CYP Risk), rizik
mutagenosti (TOX MUT Risk), rizik ukupne toksi¢nosti (TOX Risk), koncentracija potrebna
za izazivanje akutne toksi¢nosti na ribi Pimephales promelas (TOX FHM), potrebna
koncentracija za izazivanje 50%-tne inhibicije rasta protozoe Tetrahymena pyriformis (TOX
ATTP), koncentracija koja je letalna za 50% buha Dafnia magna (TOX DM), nakupljanje
tvari u organizmu (ribi) iz vode (TOX BCF), inhibicija hERG kalijevih kanala izrazena kao
pIC50 (TOX hERG), koli¢ina tvari koja izaziva akutnu letalnu toksi¢nost u 50% Stakora
(TOX RAT), doza koja izazove nastajanje tumora u 50% Stakora (TOX BRM Rat) i miseva
(TOX BRM Mouse) tijekom Zivotnog ciklusa.

Ispitivana je slicnost s lijekovima poznatog farmakoloSkog ucinka: sli¢nost s ligandom G

protein spregnutog receptora (GPCR | dls), modulatorima ionskih kanala (ICM dls),
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inhibitorima kinaze (KI dls), ligandima nuklearnih receptora (NRL dls), inhibitorima proteaze
(P1 dls) te inhibitorima enzima (EI dIs).

Takoder su ispitane bioloSke mete retinoida uporabom 2D i 3D parametara uspredbom
sli¢nosti s bazom podataka koja se sastoji od 280 000 aktivnih spojeva s preko 2000 meta za 5
razli¢itih organizama pomocu racunalnog programa Swiss Target Prediction (Gfeller i sur.,

2014; Gfeller, Michielin i Zoete, 2013).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Istrazivanje strukturnih znacajki retinoida

4.1.1. Molekulski deskriptori (MD)

Primjenom rac¢unalnog programa Molinspiration dobivene su vrijednosti za fizi¢ko-kemijska
svojstva ispitivanih molekula retinoida; lipofilnost (miLogP), topologijska polarna povrsina
(TPSA), broj atoma (n..m), relativna molekulska masa (M;), broj akceptora vodikove veze
(broj kisikovih i dusikovih atoma, npy), broj donora vodikove veze (nounn), broj veza koje
slobodno rotiraju (Nrw), volumen molekule (V) (Tablica 4). Lipofilnost je izrazena kao
koeficijent raspodjele oktanol/voda. Lipofilnost molekule utjece na apsorpciju, metabolizam,
bioraspolozivost, interakciju lijeka s receptorima i njegovu toksi¢nost (Lipinski i sur., 1997).
Topologijska polarna povrsina je povrSina koju zauzimaju polarni atomi u molekuli i dobro
korelira s pasivnim transportom molekula kroz membrane te prema tome omogucuje
predvidanje transportnih svojstava molekula. Ukazuje na apsorpciju, bioraspolozivost, Caco-2
permeabilnost te moguénost prolaska krvno-mozdane barijere (Ertl, Rohde i Selzer, 2000).
Prevelik broj akceptora (non) i donora (nowww) Vodikove veze smanjuje, odnosno ometa
permeabilnost lijeka kroz membranu stanica. Veca molekulska masa lijeka povezuje se sa
smanjenom intestinalnom permeabilnoscu lijeka kao i smanjenom penetracijom kroz krvno-
mozdanu barijeru. Za apsorpciju lijeka u crijevima, te prolaz kroz krvno-mozdanu barijeru
vazan je 1 volumen molekule. Lipinski pravilo ili 'pravilo 5' sumira parametre koji predvidaju
loSu permabilnost lijekova te smanjenu apsorpciju oralno danog lijeka ako ima vise od 5
donora vodikove veze (Nounn), molekulsku masu veca od 500, Mlog veéi od 5, te ako
akceptora vodikove veze ima vise od 10 (non) (Lipinski i sur., 1997). Smanjena fleksibilnost
molekule tj. manji broj veza koje slobodno rotiraju (nww), Manja vrijednost topologijske
polarne povrSine te zbroj akceptora i1 donora vodikovih veza prediktori su dobre oralne

bioraspolozivosti lijeka neovisne o njegovoj molekulskoj masi (Veber i sur., 2002).
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Tablica 4. Molekulski deskriptori (MD) izra¢unati pomoc¢u ra¢unalnog programa
Molinspiration

Br. Retinoid miLogP TPSA Naoma M, Non  NoHNH | Nodst.  Nrotb V

1  retinol 5,92 20,23 21 286,46 1 1 1 5 31341
2  tretinoin 5,80 37,30 22 300,44 2 1 1 5 315,59
3 izotretionin 5,80 37,30 22 300,44 2 1 1 5 315,59
4 alitretionin 5,80 37,30 22 300,44 2 1 1 5 315,59
5  acitretin 5,57 46,53 24 326,44 3 1 1 6 329,06
6  etretinat 6,56 3554 26 35449 3 0 1 8 363,39
7  fenretinid 6,88 49,33 29 39156 3 2 1 6 399,40
8  pelretin 7,23 37,30 25 336,48 2 1 1 5 343,02
9  motretinid 5,80 38,33 26 35351 3 1 1 7 366,81
10  adapalen 7,69 46,53 31 41253 3 1 1 4 387,26
11  adaroten 6,53 57,53 28 374,48 3 2 1 4 353,16
12  tazaroten 4,05 39,20 25 351,47 3 0 0 3 325,29
13 beksaroten 6,81 37,30 26 348,49 2 1 1 3 348,76
14  tamibaroten 5,37 66,40 26 351,45 4 2 1 3 335,85
15 temaroten 7,01 0,00 23 304,48 O 0 1 2 321,44
16  palovaroten 6,83 55,12 31 41455 4 1 1 5 401,30
17  mofaroten 6,94 21,71 32 433,64 3 0 1 6 442,17
18  seletinoid G 1,85 95,21 23 316,26 7 1 0 5 260,14

miLogP — parametar lipofilnosti, TPSA — topologijska polarna povrs$ina molekule, Ny, — Ukupan broj atoma u
molekuli, M, — relativha molekulska masa, noy — broj akceptora H-veze, nouny — broj donora H-veze, nygs; — broj

odstupanja od Lipinsky ,,Pravila pet* (,,Rule of Five “), nyop, — broj veza koje slobodno rotiraju, V- volumen

Retinoidne molekule odstupaju od Lipinski 'pravila pet' uglavhom zbog lipofilnosti, osim
seletinoida G (miLogP = 1,85) i tazarotena (miLogP = 4,05), §to upucuje uglavnom na razlog
za topi¢ku primjenu retinoida zbog problema u oralnoj apsorpciji 1 bioraspoloZivosti ovih
molekula. Ukupna lipofilnost ispitivanih retinoida nalazi se u podru¢ju miLogP od 1,85
(seletinoid G) do 7,69 (adapalen). Ostali parametri zadovoljavaju Lipinski ‘pravilo pet'.
Molekula s najve¢om ukupnom polarnom povr§inom je seletinoid G (TPSA = 95,21), a s
najmanjom je temaroten (TPSA = 0,00). Broj atoma u molekulama (Naoma) se krece od 21
(retinol) do 32 (mofaroten), dok se relativna molekulska masa retinoida (M) nalazi u podrué¢ju
286,46 (retinol) do 433,64 (mofaroten) a volumeni molekula od V = 442,17 (mofaroten) do V
= 260,14 (seletinoid G).

Molekula s najveéim brojem akceptora vodikove veze (non) je seletinoid G (noy = 7), a S
najve¢im brojem donora H-veze su fenretinid i tamibaroten (nomnn = 2). Retinoidi se
Klasificiraju u 4 generacije: 1. generacija — nearomatski spojevi (retinol, retinal, retinoi¢na

kiselina ili tretinoin i alitretionin), 2. generacija mono-aromatskih spojeva (etretinat, acitretin,
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fenretinid, motretinid i pelretin), 3. generacija poliaromatskih spjeva (adapalen, tazaroten,
adaroten, tamibaroten i beksaroten) te 4. generacija piranonskih spojeva (seletinoid G). S
povecanjem aromati¢nosti smanjuje se broj veza koje slobodno rotiraju tako da je Ny najveci

za etretinat (8), a najmanji za temaroten (2) (Tablica 4).

Ispitivanje odnosa izmedu molekulskih deskriptora

Ispitivanje odnosa izmedu molekulskih deskriptora provedeno je korelacijskim studijama
izmedu svih izraCunatih deskriptora (Tablica 5). Znacajna ovisnost je pronadena izmedu broja
atoma (Naoma) i relativne molekulske mase (M) s koeficijentom korelacije R? = 0,9903 (Slika
2) te izmedu broja akceptora vodikove veze (Non) i topologijskom polarnom povr§inom
(TPSA) s R? = 0,8304 (Slika 3). Manje znaCajne ovisnosti su nadene izmedu broja atoma
(Natoma) 1 Volumena molekule s koeficijentom korelacije R? = 0,7897, relativne molekulske
mase (M) i volumena molekule (V) s R? = 0,7781 te parametra lipofilnosti (miLogP) i broja
odstupanja od Lipinsky ,,Pravila pet (,,Rule of Five“) (Nogst) S Koeficijentom korelacije R? =
0,6916.

Tablica 5. Medusobna ovisnost molekulskih deskriptora (MD) izraZena koeficijentom
korelacije (R?)

TPSA Natoma M, Non NoHNH Nodst. Nrotb \

miLogP 0,3480 0,2159 0,1653 0,3935 0,0003 0,6916 0,0009 0,4779
TPSA 0,0172 10,0234 10,8304 0,3014 0,2095 0,0054 0,0562
Natoma 0,9903 0,0822 0,0053 0,0322 0,0134 0,7897
M, 0,061 0,0020 0,0131 0,0208 0,7781
NoN 0,0585 0,3165 0,0514 0,0041
NOHNH 0,0640 0,0051 0,0014
Nodst. 0,0406 0,2150
Nroth 0,0821

E 7 =0,0657x+0,0111 E - ” 1:29:13?933,079

Eo Y R = 0,8304 b ::g d“'”/‘

cs s 300 -

é 4 * * é 250 -

2 + e . g0

: i

E 1 * ;: 50 -

o 2OIOUTcxplv:)gijSL:::;O:uIarna poi?;io:a (TPSA'\)SU’UO o ’ ’ b ijI:tuma (nzfum) ® ? »

Slika 2. Ovisnost broja kisikovih i dusikovih atoma
(non) 1 topologijske polarne povrsine (TPSA)
s koeficijentom korelacije R* = 0,8304

Slika 3. Ovisnost relativne molekulske mase (M) o
broju atoma (Naema) S Koeficijentom
korelacije R* = 0,9903
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4.1.2. Ispitivanje topologije molekula retinoida — topologijski indeksi (T1)

Topologijski indeksi dobiveni pomoc¢u racunalnog programa ChemAxon [Plattov indeks (F),
Randi¢ev indeks povezanosti (y), Balabanov indeks (J), Harrayev indeks (H), Wienerov
indeks (W), Hiper Wienerov indeks (WW), Wienerova polarnost (W, ) i Szegedov indeks (Sz)]
su izraCunati u svrhu ispitivanja topologije molekula retinoida i njene povezanosti s ostalim
parametrima ispitivanih retinoidnih molekula. Navedeni izraunati topologijski indeksi su

navedeni u Tablici 6.

Tablica 6. Izracunati topologijski indeksi ispitivanih retinoidnih molekula

Platov = Randi¢ev = Balabanov = Harrayev = Wienerov Hiper Wienerova = Szegedov
indeks, indeks,y  indeks,J indeks, H indeks, W Wienerov polarnost, indeks,

F indeks. Wp Sz
Ww
1 60 10,22 2,23 69,81 1278 5457 29 1492
2 56 9,86 2,13 65,33 1114 4575 28 1316
3 60 10,22 2,23 69,81 1278 5457 29 1492
4 60 10,22 2,23 69,81 1278 5457 29 1492
5 68 12,29 2,26 88,03 2087 10306 37 2460
6 64 11,26 2,29 79,30 1626 7387 34 1961
7 110 15,03 1,11 131,42 2664 11583 57 5310
8 88 12,03 1,69 100,23 1631 6246 48 2819
9 76 11,99 1,24 88,38 1736 7833 39 2798
10 82 13,67 1,57 103,05 2908 15950 40 3506
11 68 12,29 2,26 88,03 2087 10306 37 2460
12 86 12,10 1,55 97,34 1763 7368 45 2929
13 72 11,79 1,48 84,94 1854 8872 36 2446
14 68 11,11 1,25 76,46 1445 6418 31 2018
15 96 13,50 1,13 110,72 2122 9211 47 3930
16 102 14,65 1,25 126,46 2727 11777 51 4402
17 76 10,79 1,56 82,92 1186 4261 39 2034
18 102 15,24 1,18 125,97 3536 19566 52 5599

Plattov indeks (F) nekog grafa jednak je zbroju valencija bridova dg, F = Zg dg (Trinajsti¢ i sur., 2010.).

1
Randicev indeks povezanosti (x) nekog grafa G definiran je izrazom y(G) = Z de(v) degv) , gdje se
eg(v) deg(v'

sumiraju svi bridovi v’ od G, a deg(v) ozna¢ava valenciju vrhova v u G (Maier, 1992.).

m
Balabanov indeks (J) je definiran za graf s n vrhova i m bridova izrazom J = —— E " E " (D, D)2,
y + 1t !

gdje je Y=mM-—n+1 i oznatava ciklomatski broj grafa, a D; zbroj udaljenosti u grafu od odredenog vrha tj.

elementi D; jednaki su zbroju svih elemenata u pojedinom retku i matrice udaljenosti. Ciklomatski broj y zadane
strukture uveden je u formulu jer prstenovi u strukturi znatno smanjuju vrijednost D; (mathworld.wolfram.com).

1
Hararyev indeks (H) grafa G s n vrhova je definiran kao: H(G)=EZ:=122=1(RD)“—, gdje

—1-ako- je-i#j . . . .. . . .
(RD) = {Dij 0~ako-jej,'~i:J predstavlja recipro¢nu vrijednost grafove matrice udaljenosti D.
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Wienerov indeks (W) grafa G predstavlja zbroj polovice najmanjih udaljenosti izmedu svakog para vrhova u
strukturi G i dan je izrazom: W (G) =§zi<jd(vi’vi)’ gdje je d(vi,v) element matrice udaljenosti koji
predstavlja najkracu udaljenost izmedu vrhova v; i v; (Wiener, 1947; Babujee i Ramakrishnan, 2012).

1
Hiper Wienerov indeks (WW) je definiran izrazom WW (G) = E(Z:d(u,V)2 + (Zd(u,V)) gdje d(u,V)

predstavlja zbroj najkracih udaljenosti izmedu vrhova u i V u grafu G kroz sve neuredene parove vrhova u grafu
G (Cash i sur. 2002.).

Wienerova polarnost (W,) molekulskog grafa G, gdje je G=(V,E) definirana je izrazom
W, (G) = |~{{U,V}|dG (u,v)=3,u,veV }| $to predstavlja broj neuredenih parova vrhova {u,v} od G tako da je
|dG(u,v) =3 gdje dg(u,v) predstavlja udaljenost izmedu dva vrha u i v u grafu G (Deng i Xiao, 2010.).
Szegedov indeks (Sz) grafa G je definiran izrazom Sz(G) = ZEEE(G)

G, Ni(e | G) su vrhovi grafa G koji su blizi u nego v i Na(e | G) su vrhovi koji su blizi v nego u, pri ¢emu je
nl(e‘G) = |N1(e‘G)| i nz(e‘G) = |N2(8|G)| (Klavzar i sur., 1996).

nl(e|G)n2 (e|G) gdje je e = uv brid grafa

Ispitivanje odnosa izmedu topologijskih indeksa
Rezultati ispitivanja odnosa izmedu topologijskih indeksa pokazali su linearnost s visokim
koeficijentima korelacije R? = 0,8067 — 0,9904 (Tablica 7, Slike 4 do 16) za sljedeée indekse:
a) Plattov indeks (F) s Randi¢evim indeksom povezanosti (y), R* = 0,8331 (Slika 4),
Harrayevim indeksom (H), R? = 0,9539 (Slika 5), indeksom Wienerove polarnosti
(Wp), R?=0,9604, (Slika 6), Szegedovim indeksom (Sz), R*= 0,9904 (Slika 7),
b) Randiéev indeks povezanosti () s Harrayevim indeksom (H), R? = 0,9475, (Slika 8),
Wienerovim indeksom (W), R?= 0,8955, (Slika 9), indeksom Wienerove polarnosti
(Wp), R*=0,8067, (Slika 10), Szegedovim indeksom (Sz), R? = 0,9543, (Slika 11),
c) Harrayev indeks (H) s indeksom Wienerove polarnosti, (Wp), R? = 0,9531, (Slika 12),
Szegedovim indeksom (Sz), R®= 0,9559 (Slika 13),
d) Wienerov indeks (W) s hiper Wienerovim indeksom (WW, R* = 0,955, (Slika 14) i
Szegedovim indeksom (Sz), R%=0,8217 (Slika 15) te
e) Szegedov indeks (Sz) s indeksom Wienerove polarnosti (Wp), R? = 0,8573 (Slika 16).

Tablica 7. Istrazeni korelacijski odnosi (R?) izmedu svih ispitivanih topologijskih indeksa
% J H W Ww Wp Sz

F 0,8331 0,6399 09539 05829 0,3947 0,9064 0,9004
% 04543 09475 0,8955 0,7421 0,8067 0,9543
J 05125 02744 0,1828 055075 0,5411
H 0,7506 05583 0,9351 0,9559
W 0,9550 0,5540 0,8217
WW 0,3699  0,6658
Wp 0,8573
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Slika 5. Odnos Harrayevog indeksa (H) i Plattovog
indeksa (F), R? = 0,9539
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Slika 10. Odnos Randi¢evog indeksa povezanosti(y) i

Wienerove polarnosti (Wp), R? = 0,8067
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Slika 11. Odnos Szegedovog indeksa i Randi¢evog
indeksa povezanosti (y), R? = 0,9543
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Slika 16. Odnos Szegedovog indeksa (Sz) i indeksa
Wienerove polarnosti (Wp), R* = 0,8573

4.1.3. Istrazivanje odnosa molekulskih deskriptora (MD) i topologijskih indeksa (TI)
Istrazeni su odnosi izmedu molekulskih deskriptora (MD) 1 topologijskih indeksa (TI)

(Tablica 8) te su nadene slijede¢e znadajne korelacije s R = 0,8151 do 0,9917 za:

a) broj atoma (Naoma) S Plattovim indeksom (F), R* = 0,8290 (Slika 17), Randi¢evim
indeksom povezanosti (y), R? = 0,9917 (Slika 18), Harrayevim indeksom (H), R? =
0,9493 (Slika 19), Wienerovim indeksom (W), R? = 0,9053 (Slika 20), Wienerovom
polarnosti (Wp), R? = 0,8151 (Slika 21), Szegedovim indeksom (Sz) R* = 0,9395,
(Slika 22),
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b) relativnu molekulsku masu (M) s Randiéevim indeksom povezanosti (y), R* =
0,9862, (Slika 23), Harrayevim indeksom (H), R? = 0,9186, (Slika 24), Wienerovim
indeksom (W), R? = 0,9239, (Slika 25), Szegedovim indeksom (Sz) R? = 0,9291 (Slika
27)

c¢) volumen molekule (V) s Wienerovim indeksom, R? = 0,841 (Slika 28).

Tablica 8: Ovisnost molekulskih deskriptora (MD) i topologijskih indeksa (TI) izraZena s R

MD mlLOgP TPSA Natoma Mr Non NouHNH Nodst. Nrotb \Y
TI
F 0,1871 0,0196 10,8290 0,7879 0,0492 0,0117 0,0143 0,0719 0,5025
X 0,1808 0,0248 @ 0,9917 0,9862 0,1010 0,0035 0,0153 0,0126 0,7405
J 0,0005 0,0892 @ 0,4095 0,4055 0,1363 0,0032 0,1282 0,2193 10,1039
H 0,2241 0,0158 @ 0,9493 0,9186 0,0606 0,0064 0,0292 0,0052 0,6685
W 0,1735 0,0069 0,9053 0,9239 0,0842 0,0004 0,0289 0,1056 0,8410
Ww 0,1309 0,0015 @ 0,7525 10,7859 0,0721 0,0002 0,0222 0,1837 0,7841
Wp 0,2367 0,0034 0,8151 0,7741 0,0235 0,0020 0,0314 0,0606 0,5433
Sz 0,1820 0,0102 @ 0,9395 0,9291 0,0672 0,0004 0,0125 0,0004 0,6822
120 - 18 4
y=4,4674x- 37,218 * =16 1 ¥ =0,4983x- 0,6632
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Slika 19. Odnos Harrayevog indeksa (H) i broja Slika 20. Odnos Wienerovog indeksa (W)i broja
atoma (Naoma), RZ = 0,9493 atoma (Naoma), R = 0,9053
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Slika 22. Odnos Szegedovog indeksa (Sz) i broja
atoma (Naoma), R = 0,9395
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Slika 23. Odnos Randi¢evog indeksa povezanosti
() i broja atoma (Nyema), R* = 0,9862

Slika 24. Odnos Harrayevog indeksa (H) i broja
atoma (Naoma), R> = 0,9186
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Slika 25. Odnos Wienerovog indeksa (W) i
relativne molekularne mase (M,), R* =
0,9239

Slika 26. Odnos Szegedovog indeksa (Sz) i
relativne molekularne mase (M,), R? =
0,9291
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Slika 28. Odnos Wienerovog indeksa (W) i volumena
(V), R*=0,8410

4.2.  Predvidanje bioaktivnosti na temelju strukturne sli¢nosti s lijekovima poznatih

farmakoloskih skupina (bioactivity score, drug-likeness score, dls)

Strukturna sli¢nost s farmakoloski aktivnim tvarima poznatih farmakoloskih skupina moze se
definirati kao sloZen skup strukturnih, fizikalno-kemijskih i drugih svojstava lijekova kao i
prisustvo farmakofornih skupina koji odreduju je li ispitivana molekula slicna poznatim
lijekovima odredenih navedenih svojstava.

Ispitivana je sli¢nost retinoida sa sljede¢im farmakoloski aktivnim tvarima: s ligandom G
protein spregnutog receptora (GPCR I), modulatoron kanala iona (ICM), inhibitorom kinaze

(KI), ligandom nuklearnih receptora (NRL), inhibitorom proteaze (PI) te inhibitorom enzima
(ED).

enzima (El). Za pojedine generacije retinoida 1. do 4. dobivene su sljedece vrijednost za
slicnost s ligandom nuklearnog receptora, NRL dls = 1.02-1.13 (1.), 0.56-0.61 (2.), 0.19-0.92
(3,) 1 -0.36 (4.) dok za sli¢nost s inhibitorom enzima El-dls = 0.56-0.58 (1.), 0.15-0.45 (2.)
0.07-0.38 (3.)10.17 (4.),

Predvidena izrazita slicnost retinoida s ligandom nuklearnog receptora (NRL) je ocekivana jer
su retinoidi agonisti receptora retinoi¢ne kiseline koji su nuklearni receptori. Za seletinoid G
dobivena je negativna vrijednost, NRL dls -0,36, iz ¢ega se da zakljuciti da nije slican s NRL i
da ne djeluje mehanizmom kao tipi¢ni retinoidi.

Za sli¢nost s inhibitorima enzima (EI dls) dobivene su znatno manje vrijednosti od NRL dls, a
unutar ispitivanih retinoida najvise su za nearomatske retinoide, EI dls 0.56 do 0.58 (retinol,
tretinoin, izotretinoin, alitretinoin). Vrijednosti EI dls 0,20 do 0,49 izraCunate su za acitretin,
fenretinid, pelretin, adaroten, tazaroten, beksaroten, temaroten, dok je za ostale retinoide

predvidena neznatna sli¢nost s EI dls < 0,20 (etretinat, adapalen, motretinid, tamibaroten,
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seletinoid G, palovaroten, mofaroten) (Tablica 9) Sto opet ukazuje na strukturnu razliku

retinoida iz 2. do 4. genercije s nearomatskim retinoidima.

Tablica 9. Sli¢nosti s lijekovima poznatih farmakoloskih skupina (bioactivity score, drug-
likeness score, dls) predvidene pomocu racunalnog programa Molinspiration

Dls
Sli¢nosti s lijekovima poznatih farmakoloskih skupina (dls)

Retinoid GPCR I dIs ICM Kl NRL Pl El

1 -0,01 0,32 -0,25 1,02 -0,16 0,66
2 -0,00 0,14 -0,18 1,13 -0,03 0,58
3 -0,00 0,14 -0,18 1,13 -0,03 0,58
4 -0,00 0,14 -0,18 1,13 -0,03 0,58
5 0,08 -0,13 -0,08 0,86 -0,19 0,32
6 -0,10 -0,22 -0,19 0,62 -0,27 0,15
7 -0,08 -0,02 -0,18 0,67 -0,18 0,31
8 -0,06 -0,03 -0,23 0,81 -0,13 0,45
9 0,06 -0,25 -0,21 0,51 -0,28 0,17
10 0,11 -0,03 -0,04 0,39 0,04 0,17
11 0,17 -0,00 -0,07 0,57 0,07 0,23
12 0,21 -0,07 0,02 0,61 0,06 0,37
13 0,47 0,14 0,01 0,92 0,02 0,38
14 0,11 -0,03 0,02 0,31 -0,09 0,07
15 0,25 0,17 0,06 0,75 -0,12 0,28
16 0,19 0,04 0,00 0,18 -0,17 0,11
17 0,21 0,07 0,10 0,59 -0,06 0,17
18 -0,50 -0,68 -0,44 -0,36 -0,14 0,13

Ispitivanjem medusobne ovisnosti dobivenih vrijednosi za sli¢nosti s lijekovima poznatog

farmakooSkog djelovanja nisu nadene znacajnije korelacije (Tablica 10). Najveci koeficijenti
korelacije R? su doboveni za odnose GPCR | dls s K1 dls (R? = 0.7674), NRL dIs s El dls (R?
=0.6793) i NRL dIs s ICM dls (R? = 0.5815).

Tablica 10. Istrazene korelacije izmedu predvidenih parametara sli¢nosti (dls) s pripadaju¢im
koeficijentima korelacije (R?)

dls ICMdIs Kl dls NRL dls Pl dls El dls

dis

GPCR I dlIs 0,3966 0,7674 0,1263 0,1668 0,0001
ICM dls 0,2282 0,5815 0,1151 0,3498
Kl dls 0,0122 0,1496 0,0766
NRL dlIs 0,0331 0,6793
Pl dls 0,0578
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4.2.1. Istrazivanje odnosa sli¢nosti s lijekovima poznatog farmakoloskog ucinka (dls) s
molekulskim deskriptorima (MD) i topologijskim indeksima (TI)

Ispitivanjem odnosa molekulskih deskriptora (MD) i1 parametara slicnosti s lijekovima
poznatog farmakoloSkog ucinka (dIs) [slicnost s ligandom G protein spregnutog receptora
(GPCR | dlIs), modulatorom kanala iona (ICM dls), inhibitorom kinaze (KI dls), ligandom
nuklearnog receptora (NRL dls), inhibitorom proteaze (P1 dls) te inhibitorom enzima (EI dls)]
(Tablica 10) nisu nadene znacajne korelacije. NajviSe vrijednosti koeficijenta korelacije
nadene su izmedu Naoma | ICM dls (R2 = 0,6989) te NRL dls (R2 =0,6983).

Ispitivanjem odnosa sli¢nosti s lijekom (dls) i topologijskih indeksa (TI) takoder nisu

dobivene znacajne korelacije (Tablica 12).

Tablica 11. Odnos molekulskih deskriptora (MD) i sli¢nosti s lijekovima poznatih
farmakoloskih skupina (dls) s pripadaju¢im koeficijentima korelacije R?

MD miLogP TPSA Natoma M, Non NoHNH Nodst. Nroth \Y

dls
GPCRI | 0,3238 @ 0,2739 0,061 0,091 @ 0,2848 0,0204 0,1429 10,2216 0,1942
dls
ICM dls 0,3953 0,5079 0,0074 0,0146 0,6989 - 0,3569 0,1098 0,045
Kl dls 0,2409 0,1712 0,2538 @ 0,2405 10,1096 0,0497 @ 0,0673 0,2231 0,2962

NRL dls 0,1817 04763 0,1903 0,2008 0,6983 0,0078 0,2621 - 0,0035
Pl dls 0,0007 0,0004 0,0047 0,0049 0,0148 0,0069 0,03841 0,4453 0,0063
El dls 0,0011 0,1806 0,4574 0,4548 0,3679 0,0004 0,0172 0,0050 0,1734

Tablica 12. Odnos topologijskih indeksa (T1) i sli¢nosti s lijekovima poznatih farmakoloskih
skupina (dls) s pripadaju¢im koeficijentima korelacije R?

dis GPCR I dlIs ICM dls Kl dls NRL dls Pl dls El dls

TI

F 0,2152 0,0004 0,3937 0,2078 0,1219 0,4132
x 0,0811 0,0170 0,2229 0,2261 0,0075 0,4737
J 0,0239 0,0326 0,1348 0,3876 0,1961 0,2741
H 0,1756 0,0004 0,3401 0,2001 0,0428 0,4488
W 0,0289 0,0135 0,1394 0,1350 0,0042 0,3444
ww 0,0055 0,0185 0,0801 0,0897 0,0199 0,2574
Wp 0,3108 0,0018 0,4751 0,1609 0,0860 0,4368
Sz 0,1199 0,0013 0,3009 0,1876 0,0575 0,3939
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4.3.  Predvidanje bioloskih meta pomocu ra¢unalnog programa Swiss Target Prediction

Vecina bioaktivnih  molekule djeluje kroz interakciju s proteinima ili drugim
makromolekulama. Za znacajan dio bioaktivnih molekula primarna meta je nepoznata, dok
vec¢ina bioaktivnih molekula ima vise od jedne mete od kojih su mnoge slabo poznate.
Racunalna predvidanja meta bioaktivnih molekula na temelju sli¢nosti s poznatim liganadima
moze Suziti broj potencijalnih meta i racionalizirati nuspojave poznatih molekula.
Upotrebom referentnog seta od 224412 molekule aktivne na 1700 humanih proteina,
pokazano je da se precizno predvidanje moze napraviti na temelju kombiniranja razli¢itih
mjera kemijske sli¢nosti koje se temelje na kemijskoj strukturi i molekulskom obliku (Gfeller
i sur., 2013).
Ispitivanje bioloskih meta ovim programom predvidene su brojne mete u razli¢itim klasama
bioloskih meta kao $to su:

a) transkripcijski faktor (TF)

b) membranski receptor (MR)

c) transporter (T)

d) enzim, ostali (E)

e) neklasificirana meta (N)

f) serin proteaza (SP)

g) metaloproteaza (MP)

h) tkivni antigen (TA)

i) CYP 450

j) serin-treonin kinaza (STK)

k) citosolna, druga meta (CD)

[) izluCiva meta (I)

m) serin-treonin-tirozinska fosfataza (STTP)

n) tirozin fosfataza (TP)

0) serin-treonin-tirozinska kinaza (STTK)
Brojne mete su predvidene po homologiji, a takve mete su oznaCene u tablicama sa
zvjezdicom (* bioloSka meta po homologiji). Predvidene bioloske mete s navedenim
vjerojatnostima interakcijama (%) za ispitivane retinoide navedene su po vaznosti i grupirane

u tablice 13 do 18.
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4.3.1. Analiza vjerojatnosti bioloskih meta ispitivanih retinoida (1 — 18) u skupini
transkripcijskih faktora (TF)

Analizom vjerojatnosti bioloskih meta u skupini transkripcijskih faktora (TF) (Tablica 13)
nadeno je da su tipi¢ne mete retinoida 1. generacije (retinol, tretionin, izotretinoin i
alitretionin) receptor-o. retinoi¢ne kiseline, receptor-f retinoi¢ne Kkiseline, receptor-y
retinoi¢ne kiseline, te receptor RXR-a retinoi¢ne kiseline, receptor RXR-f retinoi¢ne kiseline
i receptor RXR-y retinoi¢ne kiseline.

Za prvu generaciju retinoida evaluacijom bioloskih meta nadeno je da gotovo svi retinoidi
imaju predvidenu vlo visoku vjerojatnost bioloskih meta izrazenu u postotcima (%) u skupini
transkripcijskih faktora (TF) u rasponu od 91 do 100 za RAR-a, - i -y receptore. Dok za iste
receptore nizu vrijednost predvidene vjerojatnosti bioloskih meta u rasponu od 20 do 90%
imaju retinol (55%), acitretin (59%), palovaroten (46%) i temaroten (20%). Predvidena
vjerojatnost bioloskih meta za RXR receptore izrazena kao postotak (%) je 100 za tretinoin,

alitretinoin, fenretinid i beksaroten dok ostali retinoidi imaju predvidenu vjerojatnost u raponu

od 6 do 76%.
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Tablica 13. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini transkripcijskih faktora (TF) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Bioloska meta Genetski c c c o c c
o s 28 £ 5% . : s 5 8 % % g 8

2 £ 8 8 8 £% 5 ¢ it g5 £ &5 %
5 £ 38 £ % £5 s &2 3 T R 3z E_E 3
3 - N < < S o b= < < [ o - c - o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Receptor o retinoi¢ne RARA 55 100 100 100 @59 100* 91 100 94 100 100 20 46

kiseline

Receptor [ retinoi¢ne RARB 55 100 100 100 @59 100* 91 100 94 100 100 20 46

kiseline

Receptor vy retinoi¢ne RARG 55 100 100 100 @59 100 91 100 94 100 100 20 46

kiseline

Receptor RXR a retinoicne = RXRA 55 100 100 63 100 58 56 76*  6* 100 20 46

kiseline

Receptor RXR-f} retinoicne RXRB 55 100 100 63 100 58* 56 76*  6* 100 20 46

kiseline

Receptor RXR--y retinoicne |~ RXRG 55 100 100 63 100 58* 56 76*  6* 100 20 46

kiseline

Androgeni receptor AR 29

Oksisterolni receptor LXR-f3 NR1H2 29

Peroksisomalnim PPARG 45 25%

proliferatorom-aktivirani

receptor y

Receptor 3 aktiviran PPARD 25%*

peroksisomalnim

proliferatorom

Peroxisome proliferator- PPARA 25%

activated receptor alfa

Estrogeni receptor ESR1 18

Estrogeni receptor B ESR2 18

Nuklearni receptor NROB2 81

podporodice 0, B2 ¢lan

Nuklearni receptor NROB1 81

podporodice 0, B1 ¢lan (po
analogiji)

Mofaroten
Seletinoid G

[y
~N
[y
o
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4.3.2. Analiza vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini membranskih receptora (MR) za
ispitivane retinoide (1 - 18)

Analizom vjerojatnosti bioloskih meta u skupini membranskih receptora (MR) (Tablica 14)
utvrdeno je kako izotretinoin ima najveéi broj predvidenih vjerojatnost bioloskih meta od
100% i to za adenozinski receptor A3, 5-hidroksitriptaminski receptor 2B, o -2A adrenergicki
receptor, o -2B adrenergicki receptor i o -2C adrenergicki receptor. Tretinoin ima predvidenu
vjerojatnost bioloskih meta od 100% za adenozinski receptor A3 te za 5-hidroksitriptaminski
receptor 2B. Adenozinski receptor A3, 5-hidroksitriptaminski receptor 2B i o -2B
adrenergicki receptor su predvidene bioloSke mete za alitretinoin. Za ostale analizirane

membranske receptore predvidene vjerojatnosti bioloskih meta izrazene kao postotak (%) su

od 6 do 50.
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Tablica 14. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini membranskih receptora (MR) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Bioloska meta

Adenozinski receptor A3

5-hidroksitriptaminski
receptor 2A
5-hidroksitriptaminski
receptor 2B
5-hidroksitriptaminski
receptor 2C

a -2A adrenergicki receptor
o -2B adrenergicki receptor
a -2C adrenergicki receptor

y-sekretaza, C-terminalni
fragment 59

Prostaglandinski E2 receptor
EP2 subtype
Prostaciklinski receptor

Prostaglandinski D2 receptor
Tromboksanski receptor A2

Metabotropni glutamatni
receptor 5

Metabotropni glutamatni
receptor 1

Kanabinoidni receptor 1
Kanabinoidni receptor 2
Melatoninski receptor type
1A

Melatoninski receptor type
1B

Melatonin-vezani receptor
Receptor trombocitno
aktivirajuceg faktora
Prostaglandinski E2 receptor
EP4 podtip

Prostaglandinski E2 receptor
EP2 podtip

Prostaglandinski E2 receptor
EP1 podtip

Genetski
kod

ADORA3
HTR2A

HTR2B

HTR2C

ADRA2A
ADRA2B
ADRA2C
APP

PTGER2

PTGIR
PTGDR
TBXA2R
GRM5

GRM1

CNR1
CNR2
MTNR1A

MTNR1B

GPR50
PTAFR

PTGER4
PTGER2

PTGER1

100

100

100

100

100
100
100

Vjerojatnost (%)
4 5 6 7 8 9 10
84

84
84
23
50
50*
50

33

33
20
20
20*
20

11

27
27

24

24

12 13 14 15 16 17
6

14
14
17
23
8*
14
14
23
23
23*
23
24
24
14

18
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Prostaciklinski receptor
D(2) dopaminski receptor
D(3) dopaminski receptor

Receptor melanocitno
stimulirajuéeg hormona
Sigma neopioidni
intracellularni receptor 1
K receptorska supstanca

P receptorska supstanca
Neuromedinski K receptor

PTGIR
DRD2
DRD3
MCIR

SIGMAR1

TACR2
TACR1
TACR3

Melita Dela¢, Diplomski rad: Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloskih meta i ADMET svojstava retinoida

24*

18

18

20*

18
32
32
32*
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4.3.3. Analiza predvidenh vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini razli¢itih enzima (E) za

ispitivane retinoide (1 - 18)

Provedena je analiza predvidenih vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini razli¢itih enzima
(E) za ispitivane retinoide (Tablica 15). Enzim ornitin dekarboksilaza previdena je bioloska
meta za veéi broj retinoida i to za sve retinoide prve generacije osim retinola: tretinoin,
izotretinoin s predvidenom vjerojatnos¢u od 100% 1 alitretinoin (86%). Beksaroten ima
predvidenu vjerojatnost od 66%, a palovaroten, temaroten i tazaroten imaju male predvidene
vjerojatnosti (ispod 25%). Tirozil-DNA fosfodiesteraza 1 predvidena je bioloSka meta za

fenretinid s predvidenom vjerojatnoséu od 100%.
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Tablica 15. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini razli¢itih enzima (E) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Bioloska meta

Ornitin dekarboksilaza
Tirozil-DNA fosfodiesteraza
1

3 sekretaza 1

3 sekretaza 2

Amino oksidaza [sadrzan
flavin] A

Amino oksidaza [sadrZi
flavin] B

Prostaglandin G/H sintaze
1

Prostaglandin G/H sintaaze
2

NO sintaza u mozgu
Inducibilna NO sintaza
Endotelna NO sintaza
(eNOS)

Arahidonatna
lipooksigenaza 5
Arahidonatna
lipooksigenaza 12, 12S tip
Arahidonatna lipoxygenaza
12, 12R tip
Arahidonatna-
lipooksigenazal5
Arahidonatna
lipooksigenaza B 15
Epidermalni tip
lipoksigenaze 3
3-okso-5-a-steroid 4-
dehidrogenaza 2
3-okso-5-a-steroid 4-

Genetski

kod 1 2 3 4
oDC1 100* 100* 86*
TDP1 34

BACE1
BACE2
MAO A

MAO B

PTGS1

PTGS2

NOS1

NOS2

NOS3

ALOX5

ALOX12

ALOX12B

ALOX15

ALOX15B

ALOXE3

SRD5A2

SRD5A1

33

42

42*

33

33*

6 7 8

33 100

28

28*

28

28

28

23*

23

23*
9
9
9
14
14*

Vjerojatnost (%)

9 10 11

20

20

15%

15%
54
54
54
54
54
54%

12
4%

13

66*

43

17

14 15 16 17
20* 24*
40

23
23
20
20*

17

17

18

10

15
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dehidrogenaza 1

Sterol- O-aciltransferaza 1 SOAT1 3

Sterol- O-aciltransferaza 2 ) | SOAT2 3*

Hidrolaza 1 amida masnih FAAH 18*

kiselina)

Histonska deacetilaza 1 HDAC1 20 20
Histonska deacetilaza 2 HDAC2 20 20
Histonska deacetilaza 3 HDAC3 20* 20*
Aldo-keto reduktaza AKR1B10

porodice 1, ¢lan B10

Aldo-keto reduktaza AKR1B15

porodice 1, ¢lan B15

Aldozna reduktaza AKR1B1

cGMP-specifi¢na 3',5'- PDE5SA

ciklicka fosfodiesteraza
Dualna 3',5'-ciklicka-AMP i | PDE11A
—GMP fosfodiesteraza 11A

15
15*

15
10

10*
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4.3.4. Analiza predvidenih vjerojatnosti bioloskih meta (%) u skupini enzima specifi¢nih

kinaza (STK, TK, STTK) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Predvidene bioloSke mete za retinoide prve generacije su pretezito mitogenom-aktivirane
proteinske kinaze (Tablica 16). Mitogenom-aktivirane proteinske kinaze 1, 3, 4 i 7 su
predvidene bioloske mete za tretinoin. Predvidene mete za izotretinoin su mitogenom-
aktivirane proteinske kinaze 1, 3, 8 i 14. Predvidena vjerojatnost ovih meta za navedene
retinoide je 100%. Bioloske mete za alitretinoin su mitogenom-aktivirane proteinske kinaze 1
13 (100%) te 8 (84%). Mete za retinol s predvidenom vjerojatnoséu od 50% su drukcije u
usporedbi s ostalim retinoidima iz prve generacije i to su mitogenom-aktivirane proteinske
kinaze 8,9, 10, 11 14.

4.3.5. Analiza predvidenih vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini tirozinski fosfataza
(TP), serin-treonin-tirozinskih fosfataza (STTP), serinskih proteaza (SP) te

metaloproteinaza (MP) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Pregledom predvidenih vjerojatnosti ovih bioloskih meta (%) (Tablica 17 ) opaza se da osim
predvidenih visokih vrijednosti za nereceptorsku tirozin protein fosfatazu, tip 6 i tip 11 za
adaroten (81%), ostale mete imaju niske predvidene vjerojatnosti bioloskih meta i iznose
<25%.

4.3.6. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini stani¢nih vezujucih proteina

(CRABP), MBNL proteina i kalijevih kanala (KCNH) ispitivanih retinoida 1 — 18

Stani¢ni vezujuéi protein 1 retinoi¢ne kiseline (CRABPI) i stanicni vezujuéi protein 2
retinoi¢ne kiseline (CRABP2) imaju predvidenu vjerojatnost bioloskih meta od 100% za
retinoide prve generacije, osim za retinol. (Tablica 18). Retinol-vezujuéi plazma protein (1-
176) (RBP4) takoder ima predvidenu vjerojatnost bioloSke mete od 100% za retinol i
fenretinid. Protein t povezan s mikrotubulima je predvidena bioloska meta za veéi broj
retinoida tj. njih 8, no s niskim predvidenim vjerojatnostima bioloskih meta u rasponu od 6-

45%, osim za fenretinid za koji je predvidena vjerojatnost bioloSke mete 100%.
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Tablica 16. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini enzima specifi¢nih kinaza (STK, TK, STTK) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Bioloska meta

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 1

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 3

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 4

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 7

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 8

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 9

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 10

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 11

Mitogenom-aktivirana proteinska
kinaza 14

Dualno specifi¢na tirozinskom
fosforilacijom regulirana kinaza 1A
Protein tirozin kinaza Lck

Protein tirozin kinaza Lyn
Protein tirozin kinaza HCK
Protein tirozin kinaza Blk
Protein tirozin kinaza Fyn
Protein tirozin kinaza Yes
Protein tirozin kinaza Fgr

Protoonkogena protein tirozin
kinaza, Src

Genetski
kod
MAPK1

MAPK3

MAPK4
MAPK7
MAPKS8
MAPK9
MAPK10

MAPK11

MAPK14

DYRK1A

LCK
LYN
HCK
BLK
FYN
YES1
FGR
SRC

50*
50*
50*
50*

50

100

100*

100*

100*

100

100*

100*

100

Vjerojatnost (%)
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
100

100*

84*

17*

30
30*
30*
30*
28
28*
28*
28
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Tablica 17. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini tirozinski fosfataza (TP), serin-treonin-tirozinskih fosfataza (STTP), serinskih
proteaza (SP) te metaloproteinaza (MP) za ispitivane retinoide (1 - 18)

Genetski Vjerojatnost (%)

BioloSka meta kod
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Nereceptorska tirozin PTPN6 21 81*
protein fosfataza, tip 6
Nereceptorska tirozin PTPN11 21 81
protein fosfataza, tip 11
Nereceptorska tirozin PTPN2 10
protein fosfataza, tip 2
Nereceptorska tirozin- PTPN1 10
protein fosfataza, tip 1
Neutrofilna elastaza ELANE 8 10
Azurocidin AZU1 10*
Mijeloblastin) PRTN3 10*
PEX, nekataliticki fragment = MMP2 23%*
matriks metaloproteinaze 2
67 kDa matriks MMP9 23
metaloproteinaza-9
Induktor M-faze fosfataze CDC25A 15
1
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Tablica 18. Predvidena vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini stani¢nih vezujucih proteina (CRABP), MBNL proteina i kalijevih kanala
(KCNH) ispitivanih retinoida 1 — 18

Bioloska meta

Staniéni vezujuéi protein 1 retinoi¢ne
kiseline

Stanicni vezujuéi protein 2 retinoi¢ne
kiseline

Retinol-vezujuéi plazma protein (1-176)
TLR9 (engl. Toll-like protein 9)

Protein t povezan s mikrotubulima

Nekarakterizirani protein

MBNL protein 1 (engl. muscleblind-like)
MBNL protein 2 (engl. muscleblind-like)
MBNL protein 3 (engl. muscleblind-like)

Receptor prijenosa potencijala kationskih
kanala, podporodica V, ¢lan 1

Kalijev naponski reguliran kanal, ¢lan 2
podporodice H

Kalijev naponski reguliran kanal, ¢lan 6
podporodice H

Kalijev naponski reguliran kanal, ¢lan 7
podporodice H

Genski
kod

CRABP1

100* 100*

CRABP2

100* 100*

RBP4 100
TLR9
MAPT

MBNL1
MBNL2
MBNL3
TRPV1

KCNH2
KCNH6

KCNH7

100*

100*

45

28
33
28*

100

100

20*

Vjerojatnost (%)
8 9 10

28

20
20*
20*

11

13

28

14 15 16 17 18

28 21
23 11
23* 11*
23* 11*

32

32%

32*
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4.4. Predvidanje toksi¢nosti retinoida primjenom racunalnog programa ADMET

Predictor™ 8.0 (Simulations Plus Inc., SAD)

Primjenom racunalnog programa ADMET PredictorTM 8.0 (Simulations Plus Inc., SAD)
istrazivani su podaci o toksi¢nosti niza retinoida (1-18) (Tablica 19).

ADMET rizik je parametar koji obuhvaca S+Absn rizik, TOX rizik, i CYP rizik. Prema
predvidenim vrijednostima ADMET rizika najvec¢u vrijednost parametra ima etretinat dok
najnizu vrijednost ima seletinoid G.

S+Absn rizik opisuje rizik lose apsorpcije lijeka nakon peroralne primjene. Na taj se nacin
probiru molekule koje su prevelike, fleksibilne, vrlo lipofilne, s prevelikim brojem donora i
akceptora vodikovih veza, velikog parcijalnog atomskog naboja te loSe permeabilnosti i loSe
topljivosti. S+Absn rizik je najvisi za seletinoid G, a najnizi za tamibaroten.

CYP rizik je parametar koji ukazuje na rizik CYP inhibicije ili visokog klirensa lijeka.
Najnize vrijednosti CYP rizika imaju pelretin i tamibaroten, a najvecu vrijednost CYP rizika
ima adaroten.

Rizik mutagenosti (TOX Mut Risk) je ,virtualni“ Amesov test koji mutagenost predvida
temeljem podataka dobivenim na 5 vrsta Salmonella typhimurium svaki dobiven sa i bez
mikrosomalne aktivacije. Dobivene vrijednosti pripisuju rizik mutagenosti adapalenu,
tazarotenu 1 seletinoidu G, a ostalim retinoidima predvideno je kako nemaju mutageni
potencijal.

TOX rizik predstavlja ukupni predvideni rizik koji je najvisi za palovaroten, a najnizi za
mofaroten. TOX rizik sumira inhibiciju hERG kanala, akutnu toksi¢nost na miSevima i
Stakorima, hepatotoksi¢nost i mutagenost.

Najvecu koncentraciju potrebnu za izazivanje akutne toksi¢nosti na ribi Pimephales promelas
(TOX FHM) imaju tretinoin, izotretinoin i alitreinoin, a najmanju mofaroten.

Potrebna koncentracija za izazivanje 50%-tne inhibicije rasta protozoe Tetrahymena
pyriformis (TOX ATTP) najveéa je za temaroten, najniza za seletinoid G.

Parametar predvidanja koncentracija koja je letalna za 50% buha Dafnia magna (TOX DM) je
najvedi za tretinoin, izotretinoin i alitreinoin, a najmanji za tazaroten.

Najvecu predvidenu vrijednost za nakupljanje tvari u organizmu (ribi) iz vode (TOX BCF)
ima temaroten, a najnizu palovaroten.

Inhibicija hERG kalijevih kanala izrazena kao plICsyp (TOX hERG) prediktor je

kardiotoksi¢nosti, a najveci je za adaroten, a najmanji za seletinoid G.
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Parametar za predvidanje koli¢ine tvari koja izaziva akutnu letalnu toksi¢nost u 50% Stakora
(TOX Rat), a najvecu vrijednost ima temaroten, a najmanju adapalen.

Doza koja izazove nastajanje tumora u 50% Stakora (TOX BRM Rat) je najveca za adaroten,
a najmanja za motretinid.

Doza koja izazove nastajanje tumora u 50% miSeva (TOX BRM Mouse) najveca je za
fenretinid, a najmanja za palovaroten.

MlogP kao mijera lipofilnosti molekula najvisu vrijednost ima za temaroten, a najnizu za
seletinoid G. Ispitivanjem ovisnosti molekulskih deskriptora i ADMET podataka utvrdeno je
postojanje korelacije molekulskog deskriptora miLogP sa ADMET prediktorom MlogP
R=0,8615 $to je razumljivo buduéi je rije¢ o ispitivanju istog parametra primjenom dvaju
razli¢itih raunalnih programa.

Medusobna ovisnost ADMET podataka i1 slicnosti lijekova s poznatim farmakoloskim
skupinama ne pokazuje znacajnu korelaciju (Tablica 20).

Ispitana je ovisnost ADMET podataka i molekulskih deskriptora (MD) (Tablica 21) no, nije
utvrdeno postojanje linearne ovisnosti. ADMET podaci nemaju dobru korelaciju niti sa

topologijskim indeksima (T1) (Tablica 22).
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Tablica 19. Podaci za toksi¢nost retinoida dobiveni pomocu programa ADMET PredictorTM 8.0 (Simulations Plus Inc., SAD
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S} = s a Q - s = n
Gy Se £y 5% % 8 Sz xz st £ E 3 8 g & Z, 3 & % -
Br. 2% 23 <2 33 & ¢ Z2 22 23 x X 5 3 s 3 =& =2 35 B 2 2
< < 708 5 B e e B P e ® e e= = F 2 =
Ow, ow, fu, SG, Hp, 1A, C9, ow, 1A,C9,C9 SG, 1,716 1,499 4,286 371,226 4,521 1188,394 184,716 520,838 73,743 - 1 4531
1 7,558 2 3 0 2
19 Sw Hp (LP)
2 6337 ow, Sw, fu, SG, Hp, 1A, C9 1,462 (;\\AA,I ) 1A, C9 R 5 sHGp 2,021 1,869 4,463 20,985 4,79  1424,685 344,077 1282,041 1,917 0,388 0 3,974
3 6337 ow,Sw,fu,SG, Hp, 1A, C9, 1,462 Z:Jv ) 1A, C9 R 5 ch; 2,021 1,869 4,463 20,985 4,79  1424,685 344,077 1282,041 1,917 0,388 0 3,974
4 6337 ow, Sw,fu,SG, Hp, 1A, C9, 1,462 c;\czv 5 1A, C9 0 5 ?.ﬁ) 2,021 1,869 4,463 20,985 4,79  1424,685 344,077 1282,041 1,917 0,388 0 3,974
5 674 oW, SW,U,5G,Hp, 1A,CO 1,774 (;\\I:,v 5 1a, C9 0 5 ?—ii 0,756 1,766 3,18 71,677 4,727 1474,848 58,052 479,236 0,126 - 0 3,864
6 9 ow,Sw,u,5G, Hp, 1A,C9,19,3A 5 ow, 5 1A, C9, 0 5 SG, 0,054 2,529 0,817 189,646 4,811 2118,149 16,551 245,42 1,239 Netoks. 1 4,297
Sw 19, 3A HP (LP)
Sz, 1A 0,279 2,932 0,526 37,234 5431 762,535 109,657 1549,962 - - 1 4721
7 6,036 Sz, ow, Sw, fu, SG, Hp, 1A 2,107 ow, 1 0 2 Sg, Hp (LP)
Sw
8 6006 ow, Pf, fu, SG, Hp, 1A, C9 1,006 OI;Af/, 5 1A, C9 0 5 ?.ﬁ) 0,981 2,431 1,327 4,736 4,655 960,871 192,26 939,432 0,583 - (L1P ) 4,741
o 873 OW W fu, SG, Hp, 1A, C9, 5 ow, 4 1A, C9, 0 5 SG, 0,34 2,393 1,108 41,711 4,611 1261,728 8,946 452,062 10,855 Netoks. 1 4,297
’ 19, 3A Sw €19, 3A Hp (LP)
Sz, c9, 3A 0,051 2,832 0,051 9,413 5,197 95779 232,315 293,315 0,038 Netoks. 1 5,12
10 6,167 Sz, ow, Sw, fura, C9, 3A 2,167 ow, 2 1 1 ra (LP)
Sw
1 5632 ow, Pf, Sw, fu, ra, Hp, C9 1,786 P:()V\SI:N 1 c9 0 1845 raHp 0,073 2,585 0,413 17,482 5632 218,573 355219 927,288 0,093 - (L1P | 4,324
12 4367 ow, Sw, fu, Xm, 3A ) (;\\I,Vv 1 3A 1 0503 wm 0045 2456 0011 52,676 4,798 816,812 9,217 27,461 0,008 Netoks. 0 3,472
13 3616 ow, Sw, fu, ra 1616 c;\\’/vv 0 Nema 0 1 a 0,039 2,416 1,546 7,015 4,466 160,903 51,256 139,969  0,2019 - (LlP | 4,952
1 4 ow, Pf. fu, €9 ) OF\)AfI, 1 c9 0 0 Nema 1836 156 0957 3,067 4,235 936,011 54,711 627,951 - - 0 3,825
15 3803 ow, Sw, fu, 1A, C9 ) c;\\f,vv 1,049 1A, C9 0 0 Nema 0005 3211 1634 2832716 5466 2287,628 34,489 62,198 2,988 - (LlP ) 6,042
ow €9, 3A, ti Xm, 0,022 2,702 0,702 1,329 4,704 570,547 60,098 16,502 2,70 E- - 1 4,584
16 6,576  ow, fu, Xm, SG, Hp, C9, 3A, ti 1 1,576 0 3 SG, 04 (LP)
Hp
Sz, 3A 0,008 3,188 3,322 769,174 5,504 752,341 23,33 46,697 0,415  Netoksitan 1 4,795
17 4,561 Sz, ow, Sw, fu,hE, 3A 2,573 ow, 1 0 0,009 hE
Sw
18 1 Hp 0 Nema 0 Nema 1 1 Hp 1,105 0,759 1,468 10,735 3,936 1776,909 65,351 369,374 0,001 Netoks. 0 0,827
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Tablica 20. Meduovisnost ADMET podataka i sli¢nosti lijekova s poznatim farmakoloskim skupinama (dls) izraZzena kao R?

dls GPCR | ICM dls Kl dls NRL dls Pl dls El dls
Parametri dls
ADMET Risk 0,0015 0,0705 0,0134 0,1983 0,1923 0,0436
S+Absn Risk 0,319 0,2327 0,3786 0,1383 0,0053 0,0024
CYP Risk 0,0091 0,0323 0,0666 0,1273 0,201 0,0774
TOX MUT Risk 0,0792 0,2634 0,019 0,2919 0,122 0,0538
TOX Risk 0,0682 0,0017 0,235 0,0512 0,1239 0,0962
TOX FHM 0,1682 0,0367 0,2147 0,1349 0,0013 0,3633
TOX ATTP 0,3545 0,1194 0,4251 0,0151 0,008 0,0648
TOX DM 0,0141 0,1901 0,0488 0,4037 0,5204
TOXBCF 0,0672 0,0711 0,1381 0,0069 0,0078 0,0029
TOX hERG 0,1511 0,1581 0,2375 0,0665 0,0662 0,0018
TOX Rat 0,2277 0,0499 0,1444 0,0074 0,2983 0,0169
TOX BRM Rat 0,0194 0,1474 0,0736 0,2257 0,2407 0,3637
TOX BRM 0,1329 0,0343 0,2044 0,204 0,0053 0,2813
Mouse
TOX ER
Rule of 5 0,0983 0,0403 0,0402 0,0041 0,0524 0,0664
MiogP 0,4975 0,5286 0,3763 0,2423 0,0019 0,0097
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Tablica 21. Meduovisnost ADMET svojstava i molekulskih deskriptora (MD) s koeficijentima korelacije, R?

MD
Parametri
ADMET Risk
S+Absn Risk
CYP Risk
TOX MUT Risk
TOX Risk
TOX FHM
TOX ATTP
TOX DM
TOXBCF
TOX hERG
TOX Rat
TOX BRM Rat
TOX BRM Mouse
TOX ER
Rule of 5
MlogP

miLogP

0,2255
0,3017
0,0568
0,2615
0,0212
0,1089
0,5768
0,0053
0,0495
0,3945
0,1182
0,0213
0,0021

0,4782
0,8615

TPSA

0,1339
0,3668
0,1219
0,1763
0,0169
0,0169
0,3116
0,1111
0,3965
0,2401
0,0438
0,0003
0,0164

0,1435
0,6060

natom

0,0006
0,1129
0,0369
0,0082
0,0098
0,4795
0,4258
0,3381
0,0138
0,2095
0,401
0,0849
0,1048

0,2958
0,098

M,

0,0005
0,1148
0,0374
0,0170
0,0114
0,4738
0,3960
0,3390
0,0249
0,1880
0,3939
0,1005
0,1097

0,2489
0,0666

Non

0,1421
0,2609
0,1195
0,2481

0,0040
0,1816
0,1329
0,2535
0,1960
0,0116
0,0652
0,0189

0,0842
0,6305

NoHNH

0,0003
0,0246
0,0019
0,0400
0,0863
0,0987
0,0847
0,0123
0,2344
0,0081
0,1889
0,1618
0,3660

0,0051
0,0176

Nodst

0,3272
0,1866
0,1665
0,6250
0,0875
0,0055
0,1402
0,0709
0,0138
0,1424
0,0141
0,0781
0,0784

0,1964
0,5372

Nrotb

0,4158
0,0005
0,2577
0,0649
0,3132
0,3307
0,0026
0,0290
0,1372
0,0012
0,0664
0,0054
0,0369

0,0204
0,0285

0,1052
0,3323
0,0058
0,0590
0,0002
0,3484
0,6075
0,0981
0,0003
0,3369
0,2563
0,0610
0,0370

0,4029
0,3300
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Tablica 22. Meduovisnost ADMET parametara i topologijskih indeksa (TI) s koeficijentima korelacije R?

TI F X J H W ww Wp Sz

Parametri

ADMET Risk 0,0549 0,3573 0,0058 0,0106 0,016 0,0248  0,0089
S+Absn Risk 0,0687 0,1004  0,0045 0,0957 0,1359 0,153 0,1288  0,1248
CYP Risk 0,1508 @ 0,0372 0,3652 0,0707 0,0106 = 0,0043 0,051 @ 0,0628
TOX MUT Risk 0,0402 0,0253 0,2474 0,022 0,0008  0,0004 0,0241  0,0419
TOX Risk 0,0872 0,012 0,1894 0,0311 0,0024  0,0028 0,1049  0,0572
TOX FHM 0,4218 @ 0,5002 0,2806 0,4753 0,3728 0,294 0,4834  0,4279
TOX ATTP 0,3557 0,4051 0,1237 0,4073 0,3906 @ 0,3446  0,3971  0,3929
TOX DM 0,3597 @ 0,3669 0,3969 0,3554 0,1928  0,1155 0,3827 @ 0,2753
TOXBCF 0,0003 @ 0,0139 0,0086 0,0028 0,0191  0,0158 0,0011 @ 0,0026
TOX hERG 0,1854 @ 0,2144  0,0745 0,2004 0,2321  0,2345 0,1584 @ 0,2459
TOX Rat 0,5027 @ 0,3957 0,3003 0,4714 0,262 0,1624  0,4787 @ 0,4422

TOX BRM Rat 0,0358 0,0787  0,0325 0,0577 0,0873  0,0918 0,0817  0,0443
TOX BRM Mouse  0,1661 0,1151 0,14 0,1555 0,0412 00135 0,2388  0,1342
TOX ER

Rule of 5 0,2322 10,2898  0,0777 0,2848 0,2606 = 0,2178 0,2691 @ 0,2466
MlogP 0,1126 = 0,0748 0,1202 0,0631 @ 0,0418 0,1691 @ 0,0876
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4.5.  Predvidene reakcije biotransformacije katalizirane CYP enzimima

Metabolizam retinola i retinoicne kiseline

Koli¢ina retinoi¢ne kiseline u tijelu je precizno uredena tako da je katabolizam all-trans-
retinoicne kiseline mehanizam koji omogucuje takvu kontrolu. CYP26A1 jedan od enzima
koji metaboliziraju retinoi¢nu kiselinu u polarnije derivate koji ukljucuju: 4-okso retinoicnu
kiselinu, 4-hidroksi retinoi¢nu kiselinu, 18-hidroksi retinoi¢nu kiselinu te epoksidne
metabolite 5,6-epoksi retinoi¢nu kiselinu i 5,8-epoksi retinoi¢nu kiselinu (Blomhoff i
Blomhoff, 2006). 4-hidroksi retinoi¢na kiselina primarni je metabolit retinoi¢ne kiseline. Ta je
hidroksilacija stereoselektivna jer djelovanjem CYP26AL1 preferirano nastaje (4S)-OH
retinoi¢na kiselina. Hidroksilaciju na polozaju 4 kataliziraju i drugi enzimi kao S$to su
CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP2CS8, ali ona nije stereoselektivna (Shimshoni i sur.,
2012). Najveci dio CYP26A1 nalazi se u jetri, dvanaesniku, posteljici, debelom crijevu te u
nekim dijelovima mozga. Jo§ su dva enzima kataliziraju reakcije metabolizma retinoi¢ne
kiseline, a to su CYP26B1 1 CYP26C1. Njihova je kataliticka aktivnost sli¢na, ali su tkivno
drukcije raspodijeljeni. CYP26C1 efikasnije metabolizira 9-cis retinoi¢nu kiselinu u odnosu
na CYP26A1 i CYP26BI. Ekspresija metabolickih enzima nije preklapajuca §to upucuje na
osobitu ulogu svakog od njih. Daljnja biotransformacija retinola i retinoi¢ne kiseline je
glukuronidacija uz nastajanje produkata koji se izluéuju putem Zuci i mokrace (Blomhoff i
Blomhoff, 2006).
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CYP 2C9 CYP 2C8
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CYP 2C8 CYP 2C8
CYP 2C9
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2. Tretinoin
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4. Alitretinoin
TOH /0 HO " =0
HO HO
cyp 1A2/
CYP 2A6
CYP 23 CYP 2C19
CYP 2C8
/CYF‘ 2C9
o= CYP 219 = CYp a2 ==
=T == CYP 246 .
» YP 2C8 . =
= M = CYP 2C8 o
Il Il CYP 2C9 / HO
| OH
/ CYP 142 \CYP 246
CYP 2C19 CYP 28
CYP 269 AR, GYP 269
CYP 2C9 cyp 2E1\
OH ¢
- = T o0
= HO 0
0 HO HO
HO HO

Metabolizam acitretina i etretinata

Etretinat je etilni ester acitretina pa je primarni aktivni metabolit etretinata upravo acitretin.
Acitretin je u primjeni zamijenio etretinat zbog njegovih nepovoljnih farmakinetickih
svojstava, naime, etretinat je vrlo lipofilan i ima dugo vrijeme polueliminacije (Knights,
Gasser i Klemisch, 2000). 1zomerizacijom nastaje glavni metabolit acitretina: 13-cis-acitretin.
Manja koli¢ina acitretina se biotransformira dajuéi etretinat koji je lipofilniji te se dulje
zadrzava u masnom tkivu (Nikam, Amladi i Wadhwa, 2006).

Acitretin se transesterifikacijskom reakcijom moze konvertirati u etretinat za S$to je potreban
koenzim A, ATP i etanol, a reakcijski meduprodukt je acitretinoil-CoA (Knights, Gasser i
Klemisch, 2000). Tom reverznom metabolickom reakcijom nastaje lipofilniji etretinat Cije
dulje vrijeme polueliminacije omogucuje dulje teratogeno djelovanje, koje je potencirano
¢injenicom da je 1 sam alkohol teratogena tvar (Green 1 sur., 2016). Stoga, je primjena

acitretina 1 uZivanje alkohola apsolutno kontraindicirana.
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5. Acitretin
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Metabolizam fenretinida

Temeljem podataka dobivenih iz in vitro enzimskih kinetickih studija te odredivanja
metabolita u plazmi detektirani su slijede¢i metaboliti fenretinida ili N-(4-hidroksifenil)
retinamida (4-HPR): oksidacijom kataliziranom CYP3A4 nastaje 4-okso-N-4-hidroksifenil
retinamid  i/ili  4-okso-N-4-hidroksifenilretinamid,  N-(4-metoksifenil) retinamid te
dehidrogenirani produkt fenretinida (Cooper i sur., 2011). Reakcijama 2. faze nastaju O-
glukuronidi katalitickim djelovanjem UDP-glukuronoziltransferaza: UGT1Al, UGT1A3 i
UGT1AG6 (lllingworth i sur., 2011).
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0. Motretinid
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11. Adaroten
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13. Beksaroten
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15. Temaroten

O (o

CYP 1A2
CYP 2A6
CYP 2B6
CYP 2C19

CYP 2C9
cre 2
CYP 206
CYP 2E1
oH CYP 344

. CYP 2C9 CYP 246
.O CYP 2E1 —  __ CYP2BG HO,
\ CYP2CR ™ .

O CYP 384 Q
\CYF’ 286
CYP 286
CYP 2C9 CYP 2C8

CYP 2C9
CYP 3A4\

16. Palovaroten

*-cyp 2cs cYp ZCE/'
CYP 2C9 CYP 2C9
CYP 3Ad. CYP 3A4
CYP2cB__
CYP 3A4
OH avp 208 P a0t
CYP 2C9
Cue 2ce CyPraad CYP 2C9
» OH
s
H.0
- I N=

58



Melita Dela¢, Diplomski rad: Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloskih meta i ADMET svojstava retinoida

17. Mofaroten
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18. Seletinoid G

Niti jedan atom nije predviden kao mjesto metabolizma katalizirano CYP enzimima
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5. ZAKLJUCCI

Istrazivane su strukturne znacajke retinoida primjenom razli¢itih raCunalnih programa i

njihova poveznica s bioloskim metama i ADMET svojstvima.

Istrazivanjem molekulskih deskriptora (MD) koji su izraunati pomocu ra¢unalnog programa
Molinspiration utvrdeno je odstupanje vecine retinoida od Lipinski 'pravila 5’ pripisano
njihovoj lipofilnosti, a §to upucuje na nepovoljni farmakokineticki profil retinoida u smislu

loSe biorapolozivosti i slabe apsorpcije kod peroralne primjene.

Sli¢nost s farmakoloski aktivnom tvarima iz skupina s poznatim farmakoloskim djelovanjem
(bioactivity score, drug-likeness score, dls) predvidene pomocu rac¢unalnog programa
Molinspiration predvidena je za ligande nuklearnog receptora §to je u skladu s njihovim

mehanizmom djelovanja vezanjem na nuklearne receptore.

Predvidene vjerojatnosti bioloSkih meta primjenom racunalnog programa SwissTarget
Prediction najvecu vjerojatnost interakcija s izoformama receptora retinoi¢ne kiseline o, B iy
u skupini transkripcijskih faktora nadene su za gotovo sve istrazivane retinoide osim za
etretinat, motretinid, tamibaroten, mofaroten i seletinoid G, a kao potencijalna meta za nesto
manji broj retinoida je receptor RXR retinoi¢ne kiseline. Predvidene vjerojatnosti su u skladu
s identificiranim metama djelovanja retinoida Sto daje pouzdanost ovom modelu predvidanja
bioloskih meta. Od enzima kao bioloskih meta znacajno je predvidanje ornitin dekarboksilaze
kao mete djelovanja za tretinoin i izotretinoin jer izotretinoin inhibira ornitin dekarboksilazu
time smanjujuci keratinizaciju koze. Kao potencijalne mete potvrdeni su retinol-vezujuci
protein (RBP) te stani¢ni vezujuci proteini (CRABP) koji imaju ulogu u vezanju i transportu

retinoida.

QSAR analizom pronaden je veci broj znacajnih linearnih meduovisnosti s visokim
koeficijentom korelacija izmedu izracunatih topologijskih indeksa te molekulskih deskriptora
1 topologijskih indeksa. Molekulski deskriptori i topologijski indeksi omogucéuju dobivanje
relevantnih podataka vezano za ona strukturna svojstva molekula kojima je moguce
predvidjeti farmakokineticke parametre koji odreduju bioraspoloZivost, apsorpciju i

permeabilnost lijekova kroz fizioloske barijere u organizmu.
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QSAR analizom odnosa molekulskih deskriptora (MD) i topologijskih indeksa s parametrima
sli¢nosti s lijekovima poznatog farmakoloskog uc¢inka (dIs) utvrdeno je nepostojanje linearne
korelacije za vecinu ovih parametara osim za odnos non s ICM dis i NRL dls (R? = 0,6989 i
0,6983).

Ispitivanje rizika toksi¢nosti pomoéu programa ADMET Predictor'™ 8.0 predvideni su
sljede¢i parametri toksi¢nosti: ADMET rizik 1 (seletinoid G) do 9 (etretinat), CYP rizik od 0
(seletinoid G) do 3 (retinol), TOX rizik od 0 (tamibaroten i temaroten) do 3 (palovaroten) dok
je rizik od mutagenog ucinka (TOX MUT Risk 1) predviden samo za adapalen, tazaroten i

seletinoid G.

QSAR analize molekulskih deskriptora (MD) i topologijskih indeksa (TI) s ADMET
parametrima toksi¢nosti nisu dale znacajne meduovisnosti izmedu ispitivanih parametara.
Ispitane su ovisnosti ADMET parametara sa molekulskim deskriptorima, topologijskim
indeksima te sli¢nosti s lijekovima iz poznatih farmakoloskih skupina te je nadeno kako nema

znacajnijih korelacija.

Predvideni metaboli¢ki putevi retinoi¢ne kiseline i retinola u skladu su sa proucenim

biotransformacijskim putevima iz studija.
Dobiveni rezultati upucuju na raznolikost strukturnih znacajki unutar serije ispitivanih

retinoida te na mogu¢ 1 druge bioloske mete ukljuCene u mehanizme djelovanja i

nuzdjelovanja ispitivanih retinoida, §to se prvenstveno odnosi na seletinoid G.
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7. SAZETAK

Istrazivane su strukturne znacajke retinoida primjenom razli¢itih raCunalnih programa i
njihova poveznica s bioloskim metama i ADMET svojstvima. Veéine ispitivanih retinoida
odstupa od Lipinski 'pravila 5’ zbog lipofilnosti ovih molekula $to se odrazava u smanjenoj
oralnoj apsorpciji 1 bioraspolozivosti. Mehanizam djelovanja retinoida podrazumijeva vezanje
na nuklearne receptore koji djeluju kao transkripcijski faktori §to je i predvideno analizom
slicnosti s farmakoloski poznatim lijekovima iz skupine liganda nuklearnih receptora (NRL
dls) i inhibitora enzima (EI dls) predvidenih ra¢unalnim programom Molinspiration (osim za
seletinoida G). Ra¢unalnim programom SwissTarget Prediction kao bioloske mete ispitivanih
retinoida predvideni su receptori retinoi¢ne Kkiseline (RAR i RXR), mitogenom-aktivirana
protein kinaza 1, stani¢ni vezujuci protein retinoi¢ne kiseline 1 i 2 (CRABP), te ornitin
dekarboksilaza za retinoide 1. generacije s vjerojatnoSéu meta 100% osim za retinol (oko
55%) za kojeg je s 100%-tnom vjerojatnoséu predviden retinol-vezujuéi plazma protein 1-176
(RBP4), te mitogenom aktivirane kinaze 8-11 i 14 (50%) . lzotretinoin se izdvaja u 1.
generaciji s vjerojatnoséu interakcija s RXR receptorima (0%), dok su njegove najvjerojatnije
mete mitogenom aktivirane kinaze 1, 8 i 14 (100%). Prema predvidenim vjerojatnostima
> adaroten > pelretin. Mete predvidene za retionide 1. generacije nisu predvidene za nekoliko
retionida 2. do 4. generacije (etretinat, motretinid, tamibaroten, mofaroten i seletinoid G).
Ispitivanje rizika toksi¢nosti pomoéu programa ADMET Predictor'™ 8.0 predvideni su
sljede¢i parametri toksi¢nosti: ADMET rizik 1 (seletinoid G) do 9 (etretinat), CYP rizik od 0
(seletinoid G) do 3 (retinol), TOX rizik od 0 (tamibaroten i temaroten) do 3 (palovaroten) dok
je rizik od mutagenog ucinka (TOX MUT Risk 1) predviden samo za adapalen, tazaroten i
seletinoid G. QSAR studije pokazale su kolinearnost s visokim koeficijentom korelacije (R* =
0,8067 — 0,9917) za neke molekulske deskriptore (Natoma | My) s topologijskim indeksima (T1),
a koja nije pronadena s predvidenim slicnostima s lijekom (dls) osim manje znacajnih
korelacija za non s ICM dIs i NRL dls (R* = 0,6989 i 0,6983) kao niti s parametrima
toksicnosti Sto upucuje na raznolikost strutura i na moguce druge mehanizme djelovanja i

nuzdjelovanja unutar skupine ispitivanih retinoida, §to se prvenstveno odnosi na seletinoid G.
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7. SUMMARY

The structural features of retinoids and their relationship with biological targets and ADMET
properties were explored using various computer programs. Due to their lipophilicity most
investigated retinoids violate Lipinski ‘Rule 5 which reflects in reduced oral absorption and
bioavailability. The mechanism of retinoids action involves binding to nuclear receptors that
act as transcription factors which was also confirmed by drug-likeness with nuclear receptor
ligand (NRL dls). In addition to NRL dls, the enzyme inhibitor drug-likeness (EI dls) has
been also computed by Molinspiration software (except for seletinoid G). For 1st generation
of retinoids the following biological targets with high probability (100%) were predicted by
Swiss Target Prediction software, i.e., retinoic acid receptors (RAR and RXR), mitogen-
activated protein kinase 1, cellular retinoic acid binding proteins (CRABP) 1 and 2 and
ornithine decarboxylase. However, these targets were predicted with lower probability (55%)
for retinol in addition to retinol-binding plasma protein 1-176 (RBP4) (100%) and mitogen-
activated kinase 8-11 and 14 (50%). Isotretinoine differs from other retinoids in 1st generation
since zero probability was predicted for its interaction with RXR receptors, whereas its most
likely targets are mitogen-activated kinase 1, 8 and 14 (100%). According to predicted target
probabilities the most similar retinoids from 2nd to 4th generation to those in 1st generation
are in the folowing order fenretinide > bexarotene> adarotene> pelretin, while for etretinate,
motretinide, tamibarotene, mofarotene and seletinoide G were predicted zero probabilities for
typical targets of 1st generation retinoids.

Using ADMET Predictor™ 8.0 the following toxicity risks were predicted: ADMET risk
from 1 (seletinoide G) to 9 (etretinate), CYP risk from 0 (seletinoid G) to 3 (retinol), TOX
risk from O (tamibarotene and temarotene) to 3 (palovarotene) while the risk of mutagenic
effect (TOX MUT risk 1) was predicted only for adapalene, tazarotene and seletinoid G.
QSAR studies revealed significant correlations (R?> = 0.8067 - 0.9917) between several
molecular descriptors (naems and M;) and topological indices (TI). Insignificant correlations
were found with predicted drug-likeness scores (dlIs) except for less significant noy with ICM
dls and NRL dls (R* = 0.6989 and 0.6983) and also with ADMET toxicity parameters. These
results refer to the significant differences in retinoid structures and possibly other mechanisms

of action and side effects in the group of investigated retinoids, especially for seletinoid G.
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8. PRILOZI

1. Retinol

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Geller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Plasma retinol-binding protein(1-
176)

Retinoic acid receptor alpha

Retinoic acid receptor beta

Retinoic acid receptor gamma

Retinoic acid receptor RXR-alpha

Retinoic acid receptor RXR-beta
Retinoic acid receptor RXR-
gamma

Mitogen-activated protein kinase 11
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 14

Mitogen-activated protein kinase 8
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 9
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 10
(by homology)

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1

Androgen receptor

Oxysterols receptor LXR-beta

Uniprot
ID

P02753

P10276

P10826

P13631

P19793

P28702

P48443

Q15759
Q16539

P45983

P45984

P53779
QoNUW8

P10275

P55055

Query Molecule

Frequency of Target Class

H,& CH, NS oH
Transcription Factor
Gene # sim.
ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
code
/2D)
RBP4 CHEMBL3100 1/2 Secreted
Transcription
1/22
RARA CHEMBL2055 Factor
Transcription
1/22
RARB CHEMBL2008 Factor
Transcription
RARG CHEMBL2003 1/22 Factor
Transcription
RXRA CHEMBL2061 1/19 Factor
RXRE  GHEMBL1870 1719  Transcription
Factor
Transcription
RXRG CHEMBL2004 1/19 Factor

MAPK11 CHEMBL3961

MAPK14 CHEMBL260

MAPK8 CHEMBL2276

MAPKS CHEMBL4179

MAPK10 CHEMBL2637

TOP1  CHEMBL1075138

AR CHEMBL1871

NR1H2 CHEMBL4093

bthibfbhhf

Ser_Thr Kinase
4/1 Ser_Thr Kinase

4/1 Ser_Thr Kinase

4/1 Ser_Thr Kinase

4/1 Ser_Thr Kinase

2/7 Enzyme

2/55 Transcription
Factor

7/18 Transcription
Factor
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2. Tretinoin

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Retinoic acid receptor alpha
Retinoic acid receptor beta
Retinoic acid receptor gamma

Retinoic acid receptor RXR-alpha
Mitogen-activated protein kinase 3
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 1

Retinoic acid receptor RXR-beta
Adenosine receptor A3
5-hydroxytryptamine receptor 2B

Retinoic acid receptor RXR-gamma

Ornithine decarboxylase (by
homology)

Cellular retinoic acid-binding protein 2
(by homology)

Cellular retinoic acid-binding protein 1
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 4
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 7
(by homology)

Query Molecule Frequency of Target Class
cH, cH, ©
DD
H,C CH, °
CHy
Uniprot Gene $oim.
pro ChEMBL ID Probability cmpds (3D Target Class
D code
/2D)
Transcription
piozze  Rara  CHEmBL2055 (NN 181/32
Transcription
pioses  Rame  CHEMBL20cs (I  181/32 =
Transcription
Piass1  maRG  CHEMBL2003 (IR  181/32 - °
Transcription
proos  mxra  CHEmBL2oct [HNNNNNNNNNNNNNNN 150/28 -
P27361 MAPK3  CHEMBL3385 _ 3/3 Ser_Thr Kinase
Pegasz  MAPKi  CHEMBL4040 [N 3/3  Ser_ThrKinase
Transcription
pearoz  mxre  CHEmBLie7o (I 150/28 -
razes  aooras cHEmlzss [ 23 Vo™
receptor
Membrane
patsss  Wies  CHEMBL1833 [  2/2 o
Transcription
passss  Axac  CHEMBL2004 (NN  150/28
Pit926  opci  CHEMBL1869 [N 10/5  Enzyme
P29373  cRagP2  CHEMBL2692 [N 10/14  Cytosolic other
P29762  CRABP1 CHEMBL2079 [N  10/14  Cytosolic other
Patis2  wapks CHEMBLS759 [N  3/3  Ser ThrKinase
aiates  MAPk7  CHEMBL5332 [N  3/3  Ser_ThrKinase
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Izotretinoin

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Retinoic acid receptor alpha

Retinoic acid receptor beta

Retinoic acid receptor gamma

Alpha-2B adrenergic receptor

Mitogen-activated protein kinase 3
(by homology)
Mitogen-activated protein kinase 1

Adenosine receptor A3

5-hydroxytryptamine receptor 2B

Mitogen-activated protein kinase 8
(by homology)

Mitogen-activated protein kinase 14
Ornithine decarboxylase (by
homology)

Cellular retinoic acid-binding protein 2
(by homology)

Cellular retinoic acid-binding protein 1
(by homology)

Alpha-2A adrenergic receptor (by
homology)

Alpha-2C adrenergic receptor (by
homology)

Query Molecule

Frequency of Target Class

Uniprot
D

P10276

P10826

P13631

P18089

P27361
P28482

P33765

P41595

P45983
Q16539

P11926

P29373

P29762

P08913

P18825

Gene
code

RARA

RARB

RARG

ADRA2B

MAPK3

MAPK1

ADORA3

HTR2B

MAPK8

MAPK14

oDc1

CRABP2

CRABP1

ADRA2A

ADRA2C

ChEMBL ID

CHEMBL2055

CHEMBL2008

CHEMBL2003

CHEMBL1942

CHEMBL3385

CHEMBL4040

CHEMBL256

CHEMBL1833

CHEMBL2276

CHEMBL260

CHEMBL1869

CHEMBL2692

CHEMBL2079

CHEMBL1867

CHEMBL1916

Probability

# sim.
cmpds (3D
/2D)

202/32

202/32

202/32

1/1

3/3
3/3

2/3

2/2

11/1
11/1

10/5

12/14

12/14

Target Class

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Membrane
receptor

Ser_Thr Kinase

Ser_Thr Kinase

Membrane
receptor

Membrane
receptor

Ser_Thr Kinase
Ser_Thr Kinase

Enzyme

Cytosolic other

Cytosolic other

Membrane
receptor

Membrane
receptor

72
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4. Alitretinoin

SwissTargetPrediction report:

Reference: Query Molecule Frequency of Target Class

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Uniprot Gene Eo
Target P ChEMBL ID Probability cmpds (3D Target Class
ID code

/2D)
Retinoic acid receptor alpha Pi0276  RARA  CHEMBL2055 139/32 :;i':zf”p"m
Retinoic acid receptor beta P10826 RARB  CHEMBL2008 139/32 ;;ac::(s)::nptlon
Retinoic acid receptor gamma P13631 RARG  CHEMBL2003 139/32 E:’t’zf"p"m
Retinoic acid receptor RXR-alpha ~ P19793  AxRA  CHEMBL2061 192/28 l;i’t‘zf""'“"
Retinoic acid receptor RXR-beta Po8702  RXRB  CHEMBL1870 192/28 :z‘t‘zf”""m
Retinoic acid receptor RXR-gamma ~ P48443  RXAG  CHEMBL2004 192/28 'T:;ac't‘zf"”"m

Cellular retinoic acid-binding protein 2

P29373 CRABP2 CHEMBL2692 13/14  Cytosolic other

(by homology)
Cellular retinoic acid-binding protein 1 — CRABPT  CHEMBL2079 13/14  Cytosolic other
(by homology)
Onithine decarboxylase (by P11926  ODCI  CHEMBL1869 4/5  Enzyme
homology)

) Membrane
Alpha-2B adrenergic receptor P18089 ADRA2B  CHEMBL1942 1/1 receplor

Mitogen-activated protein kinase 3
(by homology)
Mitogen-activated protein kinase 1 P28482 MAPK1  CHEMBL4040

P27361 MAPK3  CHEMBL3385 2/3 Ser_Thr Kinase

2/3 Ser_Thr Kinase

Adenosine receptor A3 P33765 ADORA3  CHEMBL256 1/3 Mepbrs
receptor
5-hydroxytryptamine receptor 2B P41595 HTR2B  CHEMBL1833 1/2 Mobiane
receptor

Mitogen-activated protein kinase 8
(by homology)

P45983 MAPK8  CHEMBL2276 9/1 Ser_Thr Kinase
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5. Acitretin

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Retinoic acid receptor RXR-alpha
Retinoic acid receptor RXR-beta
(by homology)

Retinoic acid receptor RXR-
gamma (by homology)

Retinoic acid receptor alpha

Retinoic acid receptor beta

Retinoic acid receptor gamma
Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma
Microtubule-associated protein tau
Prostaglandin G/H synthase 1

Prostaglandin G/H synthase 2 (by
homology)

PEX

67 kDa matrix metalloproteinase-9
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1
Arachidonate 5-lipoxygenase

Arachidonate 15-lipoxygenase B
(by homology)

Uniprot
D

P19793

P28702

P48443

P10276

P10826

P13631

P37231

P10636

P23219
P35354

P08253
P14780
QONUWS

P09917

015296

Query Molecule

Frequency of Target Class

Gene
code

RXRA

RXRB

RXRG

RARA

RARB

RARG

PPARG

MAPT

PTGS1

PTGS2

MMP2
MMP9
TDP1

ALOXS5

ALOX15B

ChEMBL ID Probability

CHEMBL2061

CHEMBL1870

CHEMBL2004

CHEMBL2055

CHEMBL2008

CHEMBL2003

CHEMBL235

CHEMBL 1293224
CHEMBL221

CHEMBL230

CHEMBL333
CHEMBL321
CHEMBL1075138
CHEMBL215

CHEMBL2457

lillnibbhbb

cmpds (3D  Target Class

/ 2D)

251/59

251/59

251/59

212/38

212/38

212/38

203/5

42/20
89/5

89/5

57/1

57/1

19/5
55/13

55/13

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Unclassified

Enzyme
Enzyme

Metallo Protease
Metallo Protease
Enzyme

Enzyme

Enzyme

74
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6. Etretinat

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Microtubule-associated protein tau

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1

Beta-secretase 1

Beta-secretase 2 (by homology)

Toll-like receptor 9

Uncharacterized protein (by
homology)

Amine oxidase [flavin-containing] B
Prostaglandin G/H synthase 1
Prostaglandin G/H synthase 2
PEX (by homology)

67 kDa matrix metalloproteinase-9

Gamma-secretase C-terminal
fragment 59

Nitric oxide synthase, endothelial
(by homology)

Nitric oxide synthase, brain (by
homology)

Nitric oxide synthase, inducible

Uniprot
ID

P10636

QaNUwWs

P56817

Q9Y520
Q9NR96
HOY858

P27338
P23219
P35354
P08253

P14780

P05067

P29474

P29475

P35228

Query Molecule

Frequency of Target Class
Unclassified

Membrane receptor
7%

Enzyme other
a7%

Gene
code

MAPT

TDP1

BACE1

BACE2

TLR9

MAOB
PTGS1
PTGS2
MMP2

MMP9

APP

NOS3

NOS1

NOS2

ChEMBL ID Probability

cHeweLizoozes [ ]
SICEREEEN —

STV —

crewslzses [N ]
chewelssos [ ]

cHEMBL2039 [ ]
cHemBl2t [ ]
CHEmBL230 [ ]
cvevee [
cHemBL2t [ ]

ST —
TR —

SR E—
PO —

# sim.

cmpds (3D  Target Class

/ 2D)

364 /12

45/5

27/1

27 /1

3/3

3/3

36/3

22/3

22/3
5/1
5/1

712

14/1

14/1

14 /1

Unclassified
Enzyme

Aspartic
Protease

Aspartic
Protease

Unclassified
Unclassified

Enzyme
Enzyme
Enzyme

Metallo Protease
Metallo Protease
Membrane
receptor

Enzyme

Enzyme

Enzyme

75
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7. Fenretinid

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics

(2013) 29:3073-3079.

Target

Plasma retinol-binding protein(1-

176)

Microtubule-associated protein tau

Retinoic acid receptor gamma

Retinoic acid receptor RXR-alpha

Retinoic acid receptor RXR-beta

Retinoic acid receptor RXR-gamma

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1
Retinoic acid receptor alpha (by

homology)

Retinoic acid receptor beta (by

homology)

Cannabinoid receptor 1

Cannabinoid receptor 2

Transient receptor potential cation
channel subfamily V member 1 (by

homology)

Fatty-acid amide hydrolase 1 (by

homology)

Estrogen receptor

Estrogen receptor beta

Uniprot
ID

P02753
P10636

P13631

P19793

P28702

P48443

QINUWS

P10276

P10826

P21554

P34972

Q8NER1

000519

P03372

Q92731

Query Molecule

Enzyme other
13%

Frequency of Target Class

Gene
code

RBP4

MAPT

RARG

RXRA

RXRB

RXRG

TDP1

RARA

RARB

CNR1

CNR2

TRPV1

FAAH

ESR1

ESR2

ChEMBL ID

CHEMBL3100
CHEMBL 1293224

CHEMBL2003

CHEMBL2061

CHEMBL1870

CHEMBL2004
CHEMBL1075138

CHEMBL2055

CHEMBL2008

CHEMBL218

CHEMBL253

CHEMBL4794

CHEMBL2243

CHEMBL206

CHEMBL242

Probability

itk §1 11111

# sim.
cmpds (3D
/2D)

1/9

1/9
2/1

1/2

18/10

11/9

14/1

2/2

9/2

9/2

Target Class

Secreted

Unclassified

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Enzyme

Transcription
Factor

Transcription
Factor

Membrane
receptor

Membrane
receptor

lon channel

Enzyme

Transcription
Factor

Transcription
Factor

76
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8. Pelretin

SwissTargetPrediction report:

Reference: Query Molecule Frequency of Target Class

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
’
40%

Shaping the interaction landscape of
27%

bioactive molecules, Bioinformatics He
(2013) 29:3073-3079.

Uniprot Gene £oim.
Target P! ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
D code
/2D)

Retinoic acid receptor alpha P10276 RARA  CHEMBL2055 92/44 ::';iu;\;::nptlon
Retinoic acid receptor beta P10826 RARE  CHEMBL2008 92/44 ';;irt\(s)::rlptlon
Retinoic acid receptor gamma P13631 RARG ~ CHEMBL2003 92/44 "g::rt\zfrlpllon
Retinoic acid receptor RXR-alpha P19793 RXRA  CHEMBL2061 17/27 :;i::f"p“o"
Retinoic acid receptor RXR-beta (by B5E7os AXRE  CHEMBL1870 17127 Transcription
homology) Factor
Retinoic acid receptor RXR-gamma Pa8443 AXAG  CHEMBL2004 17/27 Transcription
(by homology) Factor
Tyrosine-protein phosphatase non- S aans pTPN6  CHEMBL3166 3/1 Tyr Phosphatase
receptor type 6

Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type 11
3-oxo-5-alpha-steroid 4-
dehydrogenase 1 (by homology)

Q06124 PTPN11  CHEMBL3864 3/1 Tyr Phosphatase

P18405 SRDSA1  CHEMBL1787 6/2 Enzyme

3-oxo-5-alpha-steroid 4-

dehydrogenase 2 P31213  SRD5A2  CHEMBL1856

13/2 Enzyme

Tyrosine-protein phosphatase non-

P17706 PTPN2  CHEMBL3807 4/8 Tyr Phosphatase

receptor type 2

Tyrosine-protein phosphatase non- 0001 preni | GHEMBL33S 4/8  TyrPhosphatase
receptor type 1

Arachidonate 5-lipoxygenase P09917 ALOX5  CHEMBL215 3/4 Enzyme
Arachidonate 15-lipoxygenase P16050 ALOX15 CHEMBL2903 3/4 Enzyme

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-
type

UG £ |

P18054 ALOX12  CHEMBL3687 3/4 Enzyme
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9. Motretinid

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Microtubule-associated protein tau

Melatonin receptor type 1A

Melatonin receptor type 1B
Melatonin-related receptor (by
homology)

Muscleblind-like protein 1

Muscleblind-like protein 2 (by
homology)

Muscleblind-like protein 3 (by
homology)
Prostaglandin G/H synthase 1

Prostaglandin G/H synthase 2
Platelet-activating factor receptor
Histone deacetylase 3 (by
homology)

Histone deacetylase 1

Histone deacetylase 2

Nitric oxide synthase, endothelial
(by homology)

Nitric oxide synthase, brain (by
homology)

Uniprot
D

P10636

P48039

P49286

Q13585
Q9NRS6

Q5VZF2

QINUKO

P23219

P35354

P25105

015379

Q13547

Q92769

P29474

P29475

Query Molecule

Frequency of Target Class

oM
27%
HEF
HC
27%
Gehe # sim.
ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
code
/2D)
MAPT  CHEMBL1203224 ] | 448/11 Unclassified
wnvria - cHEmBLisss | 4asq Membrane
receptor
wvaie  CHEmBLisss L | 43/1 Membrane
receptor
- — T2 oo
receptor
MBENLI CHEMBL1293317 [l | 174/3  Unclassified
MBNL2 -:] 174/3  Unclassified
MBNL3 B ] 174/3  Unclassified
Prest  CHEMBL22t [ | 28/2 Enzyme
Pies2 CHEMBL230o [ | 28/2 Enzyme
parn  cHEmBL2so | toa/3g Membrane
receptor
WpAca  CHEMBL1829 [l | 97/3 Enzyme
Woact  CHEMBL32s [ ] 97/3  Enzyme
Woacz  CHEMBL1937 [l | 97/3  Enzyme
noss  CHEMBL4sos [l | 22/1  Enzyme
nosi  CHEMBL3ses [ | 22/1  Enzyme

78
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10. Adapalen

SwissTargetPrediction report:

Reference: Query Molecule Frequency of Target Class

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Enzyme other
40%

Uniprot Gene ¥ s
Target P! ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
D code
/ 2D)

Retinoic acid receptor alpha Pi0276  RARA  CHEMBL2055 160/50 :;i’:f”""m
Retinoic acid receptor beta P10826 RARB  CHEMBL2008 160/50 :;irt\(s)::nptlon
Retinoic acid receptor gamma P13631 RARG ~ CHEMBL2003 160/50 "g;acrt\zfnpllon
Retinoic acid receptor RXR-alpha Pig793  RXRA  CHEMBL2061 80/29 ::’t‘zrc"p"m
Retinoic acid receptor RXR-beta (by B5E7os AXRE  CHEMBL1870 80/29 Transcription
homology) Factor
Retinoic acid receptor RXR-gamma Pa8443 AXAG  CHEMBL2004 80/29 Transcription
(by homology) Factor
Arachidonate 5-lipoxygenase P09917 ALOX5  CHEMBL215 9/55  Enzyme

Arachidonate 15-lipoxygenase (by

P16050 ALOX15 CHEMBL2903 9/55 Enzyme

homology)

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S- B ALOX12  CHEMBL3687 9/55 Enzyme
type (by homology)

Arachidonate 15-lipoxygenase B (by 06 aLoX1sB  GHEMBL2457 9/55  Enzyme
homology)

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12R-

075342 ALOX12B 9/49 Enzyme

bbb ||

type (by homology)

Epidermis-type lipoxygenase 3 (by Q9BYJ1 ALOXE3 9/55  Enzyme
homology)

Prostaglandin E2 receptor EP2 s PTGER2  CHEMBLA881 79/23 Membrane
subtype receptor
Prostacyclin receptor (by homology)  P43119 PTGR  CHEMBL1995 62/22 ::i:;:)arne
Prostaglandin D2 receptor Q13258 PTGDR  CHEMBL4427 43/19 Martbrana

receptor
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11. Adaroten

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Retinoic acid receptor alpha

Retinoic acid receptor beta

Retinoic acid receptor gamma

Tyrosine-protein phosphatase
non-receptor type 6 (by homology)
Tyrosine-protein phosphatase
non-receptor type 11

Nuclear receptor subfamily 0
group B member 2

Nuclear receptor subfamily 0
group B member 1 (by homology)
Retinoic acid receptor RXR-alpha
(by homology)

Retinoic acid receptor RXR-beta
(by homology)

Retinoic acid receptor RXR-
gamma (by homology)

Cannabinoid receptor 1

Cannabinoid receptor 2

Prostaglandin E2 receptor EP4
subtype

Prostaglandin E2 receptor EP2
subtype

Prostacyclin receptor (by
homology)

Uniprot
D

P10276

P10826

P13631

P29350

Q06124

Q15466

P51843

P19793

P28702

P48443

P21554

P34972

P35408

P43116

P43119

Query Molecule

o

Frequency of Target Class

Gene
code

RARA

RARB

RARG

PTPN6

PTPN11

NROB2

NROB1

RXRA

RXRB

RXRG

CNR1

CNR2

PTGER4

PTGER2

PTGIR

ChEMBL ID

CHEMBL2055

CHEMBL2008

CHEMBL2003

CHEMBL3166

CHEMBL3864

CHEMBL5603

CHEMBL 1795094

CHEMBL2061

CHEMBL1870

CHEMBL2004

CHEMBL218

CHEMBL253

CHEMBL1836

CHEMBL1881

CHEMBL1995

Probability

JIHLLLLLLLN |

# sim.
cmpds (3D  Target Class
/2D)

73/53 Transcription
Factor
73/53 Transcription
Factor
73/53 Transcription
Factor
12/11  Tyr Phosphatase
12/11  Tyr Phosphatase
3/4 Transcription
Factor
3/4 Transcription
Factor
38/38 Transcription
Factor
38/38 Transcription
Factor
38/38 Transcription
Factor
6/34 Membrane
receptor
5/30 Membrane
receptor
149/ 11 Membrane
receptor
185/ 12 Membrane
receptor
114/10 Membrane
receptor

80
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12. Tazaroten

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Retinoic acid receptor alpha

Retinoic acid receptor beta

Retinoic acid receptor gamma

Metabotropic glutamate receptor 5

Metabotropic glutamate receptor 1
(by homology)
Microtubule-associated protein tau

Retinoic acid receptor RXR-alpha
(by homology)

Retinoic acid receptor RXR-beta
(by homology)

Retinoic acid receptor RXR-
gamma (by homology)
Adenosine receptor A3
Ornithine decarboxylase (by
homology)

Prostaglandin G/H synthase 1
Prostaglandin G/H synthase 2
Sterol O-acyltransferase 1

Sterol O-acyltransferase 2 (by
homology)

Uniprot
ID

P10276

P10826

P13631

P41594

Q13255
P10636

P19793

P28702

P48443

P33765

P11926

P23219
P35354

P35610

075908

Query Molecule

Frequency of Target Class

\ // M,C cu,
ol
o
S Membrane receptor
20%
Gene # sim.
CHENE Probability cmpds (3D Target Class
code
/2D)
wa  cheveizoss [N o8 [P
Factor
mane  cHewelzocs [N o8 oo
Factor
ranc  cHEwelzoos (NN o8 e
Factor
aavs  cHewelzzr [ ] w5 embene
receptor
SO — T o
receptor
MAPT CHEMBL1293224 [l ] 162/2 Unclassified
ST N — VR
Factor
mos  cHemsligro [ ] 1/3  [nectPlon
Factor
ST — RV R
Factor
soma  CcHEmBlzss [T ] sz Memeaw
receptor
oor  cueweLiss [ ] 70 Eneyme
ST e— T
Pres2  CHEMBL230 [ ] 0/t Enzyme
soaTi  CHEMBLezez [ ] 44/0  Enzyme
e m— L

81
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13. Beksaroten

SwissTargetPrediction report:

3-oxo0-5-alpha-steroid 4-

P18405 SRD5A1 CHEMBL1787 12/5 Enzyme

Reference: Query Molecule Frequency of Target Class
Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079. CH: e cH,
AT )
H,C
0 HC CH,
# sim.
Target Lalpti ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
ID code
/ 2D)
Retinoic acid receptor alpha pioz7s  mara  CHEMBL2055 [ 173/122 l;i’t‘zf"pm"
Retinoic acid receptor beta P10826 RARB CHEMBL2008 _ 173/122 :rair::f”mlon
Retinoic acid receptor gamma P13631 RARG CHEMBL2003 _ 173/122 l:?;fnmlon
Retinoic acid receptor RXR-alpha ~ P1o79s  AxAA  CHEMBL2061 [N 226/122 'T:;i't‘:f"p"m
Retinoic acid receptor RXR-beta ~ P2s702  AxAs  CHEMBL1870 [N 226/ 122 l’;’t‘zf”pm”
Retinoic acid receptor RXR- Bastia AXRG CHEMBL2004 _ 206/ 122 Transcription
gamma Factor
Omithine decarbarylase (by priozs  ooor  cHEmBLises L]  12/9 Enzyme
homology)
8-oxo-5-alpha-steroid 4- P3i213  SRDsA2  CHEMBL1856 [N | 29/18 Enzyme
dehydrogenase 2
Microtubule-associated protein tau ~ Pi0s3s  MAPT  CHEMBL1293224 ] | 7/7  Unclassified
Peroxisome proliferator-activated a5 SOARE CHEMBL235 -:] 3871 Transcription
receptor gamma (by homology) Factor
Peroxisome proliferator-activated aosiai T CHEMBL3979 -:] 35/1 Transcription
receptor delta (by homology) Factor
Peroxisome proliferator-activated G SPARA CHEMBL239 -:] 3571 Transcription
receptor alpha (by homology) Factor
dhbyooriase | I
Thromboxane A2 receptor po7a1  Texaen  CHEMBL2oso L | 1ees3 Membrane
receptor

M-phase inducer phosphatase 1 P30304 CDC25A CHEMBL3775 .:] 7/12 Ser_The_Tyr

Phosphatase
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14. Tamibaroten

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Microtubule-associated protein tau

Melatonin receptor type 1A

Melatonin receptor type 1B
Melatonin-related receptor (by
homology)

Muscleblind-like protein 1

Muscleblind-like protein 2 (by
homology)

Muscleblind-like protein 3 (by
homology)
Prostaglandin G/H synthase 1

Prostaglandin G/H synthase 2
Platelet-activating factor receptor
Histone deacetylase 3 (by
homology)

Histone deacetylase 1

Histone deacetylase 2

Nitric oxide synthase, endothelial
(by homology)

Nitric oxide synthase, brain (by
homology)

Uniprot
D

P10636

P48039

P49286

Q13585
Q9NRS6

Q5VZF2

QINUKO

P23219

P35354

P25105

015379

Q13547

Q92769

P29474

P29475

Query Molecule

Frequency of Target Class

oM
27%
HEF
HC
27%
Gon # sim.
e ChEMBL ID Probability cmpds (3D Target Class
code
/2D)
MAPT  CHEMBL1203224 ] | 448/11 Unclassified
wnvria - cHEmBLisss | 4asq Membrane
receptor
wvaie  CHEmBLisss L | 43/1 Membrane
receptor
- — T2 oo
receptor
MBENLI CHEMBL1293317 [l | 174/3  Unclassified
MBNL2 -:] 174/3  Unclassified
MBNL3 B ] 174/3  Unclassified
Prest  CHEMBL22t [ | 28/2 Enzyme
Pies2 CHEMBL230o [ | 28/2 Enzyme
parn  cHEmBL2so | toa/3g Membrane
receptor
WpAca  CHEMBL1829 [l | 97/3 Enzyme
Woact  CHEMBL32s [ ] 97/3  Enzyme
Woacz  CHEMBL1937 [l | 97/3  Enzyme
noss  CHEMBL4sos [l | 22/1  Enzyme
nosi  CHEMBL3ses [ | 22/1  Enzyme
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15. Temaroten

SwissTargetPrediction report:

Reference: Query Molecule Frequency of Target Class

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Transeription Factor ’-‘cmfan'e
40%

Uniprot Gene e
Target P ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
ID code
/2D)

Melanocyte-stimulating hormone Q01725 MCiR  CHEMBL3795 -:l 2/6 Membrane
receptor (by homology) receptor
Retinoic acid receptor alpha P10276 RARA  CHEMBL2055 -:| 0/102 ’T:;irt\z::nptlon
Retinoic acid receptor beta P10826 RARE  CHEMBL2008 -:I 0/102 'll:';acrtls::rlptlon
Retinoic acid receptor gamma P13631 RARG ~ CHEMBL2003 -:I 0/102 l;irt\:-:flptlon
Refinoic acid receplor RXR-alpha  Pie7es  AxRA  CHEMBL2061 [ | 0/107 :;i’t‘osrc”pm"
Retinoic acid receptor RXR-beta Pos7o2  mxee  CHEMBL1870 [ | 0/107 :;i't‘;f”p“""
Retinoic acid receptor RXR-gamma P48443 RXRG  CHEMBL2004 -:I 0/107 :;irtl;fnptlon
Omithine decarboxylase (by priozs oot cHEmBLises [ | 0/9  Enzyme
homology)

Sigma non-opioid intracellular waT20 SIGMART  CHEMBL287 -:[ 71/16 Membrane
receptor 1 receptor

) Membrane
D(2) dopamine receptor Piasts prRoz CHEMBL217 [ | 43712 recepior
D(3) dopamine receptor (by pasass DADA CHEMBL234 -:] 30/ 11 Membrane
homology) receptor
Cannabinoid receptor 1 P21554 CNR1  CHEMBL218 .:l 18704 Membrane
receptor
Cannabinoid receptor 2 Paer2  cnmz  CHEMBL2s3 [ | 15/24  Membrane
receptor
5-hydroxytryptamine receptor 2A P28223 HTR2A  CHEMBL224 .:| 15/14 Membrane
receptor
5-hydroxytryptamine receptor 2C P28335 HTR2C ~ CHEMBL225 .:I 9/12 Membrane

receptor
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16. Palovaroten

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Retinoic acid receptor RXR-alpha

Retinoic acid receptor RXR-beta

Retinoic acid receptor RXR-gamma

Retinoic acid receptor alpha

Retinoic acid receptor beta

Retinoic acid receptor gamma

Ornithine decarboxylase (by
homology)

Prostaglandin E2 receptor EP4
subtype

Prostaglandin E2 receptor EP2
subtype

3-oxo-5-alpha-steroid 4-
dehydrogenase 2
3-ox0-5-alpha-steroid 4-
dehydrogenase 1
Prostaglandin E2 receptor EP1
subtype

D(2) dopamine receptor
D(3) dopamine receptor

Neutrophil elastase

Query Molecule

Frequency of Target Class

Transcription Factor
40%
Enzyme other
20%

Uniprot
D

P19793

P28702

P48443

P10276

P10826

P13631

P11926

P35408

P43116

P31213

P18405

P34995

P14416

P35462

P08246

Gene
code

RXRA

RXRB

RXRG

RARA

RARB

RARG

oDc1

PTGER4

PTGER2

SRD5A2

SRD5A1

PTGER1

DRD2

DRD3

ELANE

ChEMBL ID Probability

N
cHemBLis7o [ |
CHEmBL2o04 [N |
CHEMBL20ss [ |
cHEmBL200s [ |
CcHEmBL2003 [ |
cHemBLigss [ |
cHemBLigss [ |
| I
cHemBLisss [ |
cHemBLizez [ ]
I
| I
]

CHEMBL2061

CHEMBL1881

CHEMBL1811

CHEMBL217

CHEMBL234

CHEMBL248

# sim.
cmpds (3D  Target Class
/ 2D)
249/ 28 Transcription
Factor
249/ 28 Transcription
Factor
249/ 28 Transcription
Factor
182/33 Transcription
Factor
182/33 Transcription
Factor
182/33 Transcription
Factor
10/4 Enzyme
114/2 Membrane
receptor
27712 Membrane
receptor
50/5 Enzyme
15/5 Enzyme
69/2 Membrane
receptor
1/1 Membrane
receptor
1/1 Membrane
receptor

3/8 Serine Protease
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17. Mofaroten

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1

Substance-K receptor

Substance-P receptor

Neuromedin-K receptor (by
homology)

Potassium voltage-gated channel
subfamily H member 2
Potassium voltage-gated channel
subfamily H member 6 (by
homology)

Potassium voltage-gated channel
subfamily H member 7 (by
homology)

Tyrosine-protein kinase Lck
Tyrosine-protein kinase Lyn (by
homology)

Tyrosine-protein kinase HCK (by
homology)

Tyrosine-protein kinase Blk (by
homology)

Tyrosine-protein kinase Fyn

Tyrosine-protein kinase Yes (by
homology)
Tyrosine-protein kinase Fgr (by
homology)
Proto-oncogene tyrosine-protein
kinase Src

Uniprot
D

QoNUWS

P21452

P25103

P29371

Q12809

Q9H252

QINS40

P06239

P07948

P08631

P51451
P06241

P07947

P09769

P12931

Query Molecule

Frequency of Target Class

Membrane
receptor
20%

Gene
code

TDP1

TACR2

TACR1

TACR3

KCNH2

KCNH6

KCNH7

LCK

LYN

HCK

BLK

YES1

FGR

SRC

ChEMBL ID Probability

cHEmBLiozsios [N ]

Tl —
SRSV E—
TN —
CRCYOPINN - E—
chevezse [ ]
chemeos [
TN —
RO —
SRR E—
cewezors ]
cewpLss [
TR —

# sim.
cmpds (3D  Target Class
/2D)

4/3 Enzyme
45/4 Membrane
receptor
45/ 4 Membrane
receptor
45/ 4 Membrane
receptor
28/5 lon channel
28/5 lon channel
28/5 lon channel
13/1 Tyr Kinase
13/1 Tyr Kinase
13/1 Tyr Kinase
13/1 Tyr Kinase
25/3  TyrKinase
25/3  TyrKinase
25/3  TyrKinase
25/3  TyrKinase

86



Melita Dela¢, Diplomski rad: Istrazivanje strukturnih znacajki, bioloskih meta i ADMET svojstava retinoida

18. Seletinoid G

SwissTargetPrediction report:

Reference:

Gfeller D., Michielin O. & Zoete V.
Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules, Bioinformatics
(2013) 29:3073-3079.

Target

Microtubule-associated protein tau

Dual specificity tyrosine-
phosphorylation-regulated kinase
1A (by homology)

Amine oxidase [flavin-containing] B

Aldo-keto reductase family 1
member B10

Aldose reductase

Aldo-keto reductase family 1
member B15 (by homology)

Muscleblind-like protein 1

Muscleblind-like protein 2 (by
homology)

Muscleblind-like protein 3 (by
homology)

Neutrophil elastase

Azurocidin (by homology)
Myeloblastin (by homology)

Amine oxidase [flavin-containing] A

cGMP-specific 3',5'-cyclic
phosphodiesterase

Dual 3',5"-cyclic-AMP and -GMP
phosphodiesterase 11A (by
homology)

Uniprot
D

P10636

Q13627

P27338
060218
P15121
C9JRZ8
Q9NR56

Q5VZF2

QINUKO

P08246
P20160
P24158

P21397

076074

Q9HCR9

Query Molecule

oM

Frequency of Target Class

X Unclassified
™
o
o
o
<° Enzyme other
47%
Gene # sim.
ChEMBL ID Probability cmpds (3D  Target Class
code
/2D)
MAPT  CHEMBL1203224 [l | 340/3 Unclassified
ovakia  CHEmBlzeoz [ ] /s SoTmw
Kinase
maos  CHEMBL2039 [l | 20/2 Enzyme
AkiBto  CHEMBL5983 [l | 53/1  Enzyme
ariet  CHEMBL1900 [ | 53/1  Enzyme
AKR1B15 .:] 53/1 Enzyme
venLi  CHEMBL1203317 [l | 147/1  Unclassified
MBNL2 [ ] 147/1 Unclassified
MBNL3 :} 147/1  Unclassified
ELANE CHEMBL248 l:] 6/18  Serine Protease
AzU1 [ ] /18 SerineProtease
PRTNG  CHEMBL3900 [l | 6/18  Serine Protease
maoa  CHEMBL19St [ | 20/1 Enzyme
Poesa  CHEMBL1827 [l | 36/1 Enzyme
poEtiA  CHEMBL2717 [l ] 36/1 Enzyme
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