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SAZETAK

Naslov:

Dobijanje aminokiselinskih derivata avarona i tert-butilhinona i ispitivanje njihove

bioloske aktivnosti

Sazetak: U okviru ove doktorske disertacije je sintetisana serija aminokiselinskih
derivata seskviterpenskog hinona avarona, izolovanog iz morskog sundera Dysidea
avara, kao i model jedinjenja tert-butilhinona.

Odredena je in vitro antitumorska aktivnost svih jedinjenja prema humanim
tumorskim celijskim linijjama (HeLa, A549, Fem-X, K562, MDA-MB-453) i zdravoj
MRC-5 ¢elijskoj liniji. Utvrdeno je da aminokiselinski derivati avarona pokazuju jace
dejstvo nego odgovarajuéi aminokiselinski derivati tert-butilhinona, sa ICs vrednostima
pojedinih derivata nizim od 10 uM. Rezultati analize ¢elijskog ciklusa na HeLa ¢elijama
ukazuju da je apoptoza jedan od moguéih mehanizama dejstva derivata. Ispitan je uticaj
kaspaza 3, 8 1 9 na Celijsku smrt koriS¢enjem specifi¢nih kaspaznih inhibitora.

Ispitano je i antimikrobno dejstvo derivata prema nizu Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija, kao i na tri soja gljivica, pri ¢emu je zabelezena vrlo dobra
aktivnost derivata avarona.

Ispitane su interakcije derivata sa biomakromolekulima. SDS gel-ektroforezom i
masenom spektrometrijom je potvrdeno da sintetisana jedinjenja ne modifikuju lizozim.
Spektrofotometrijskim ispitivanjima je zabeleZena pojava hiperhromizma kao posledica
interakcija izmedu hinona 1 CT-DNA. Utvrdeno je da dolazi do smanjenja intenziteta
fluorescencije interkalatora etidijum-bromida i boje Hoechst 33258 koja se vezuje u
malu brazdu u kompleksu derivata sa CT-DNA. Spektri cirkularnog dihroizma su
ukazali na izostanak interkalacije hinona u CT-DNA. Rezultati molekulskog
modelovanja su sugerisali da se derivati smeStaju u malu brazdu DNA. Elektroforetska
ispitivanja su potvrdila da ne dolazi do cepanja plazmida pUC19 u prisustvu derivata.

Na kraju je utvrden stepen antioksidativne aktivnosti dobijenih aminokiselinskih

derivata hinona.
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ABSTRACT
Title:

Preparation of amino acid derivatives of avarone and tert-butylquinone and

examination of their biological activity

Abstract: In this doctoral dissertation, a series of amino acid derivatives of the
sesquiterpene quinone avarone, isolated from the marine sponge Dysidea avara, as well
as the model compund tert-butylquinone has been synthesized.

In vitro cytotoxic activity of all compounds toward human cancer cell lines
(HeLa, A549, Fem-X, K562, MDA-MB-453) and normal MRC-5 cell line was
determined. It was found that the amino acid derivatives of avarone exhibit a stronger
activity than the corresponding amino acid derivatives of tert-butylquinone, with 1Cso
values of some derivatives less than 10 puM. The results of the cell cycle analysis of
HeLa cells indicate that apoptosis is one of the possible mechanisms of action of
derivatives. The effect of caspases 3, 8, and 9 on cell death by using specific caspase
inhibitors was examined.

The antimicrobial effect of the derivatives on the panel of Gram-positive and
Gram-negative bacteria, as well as on three fungal species, were investigated, whereby
very good activity of avarone derivatives was observed.

Interactions of the derivatives with biomacromolecules were studied. SDS gel-
electrophoresis and mass spectrometry confirmed the absence of modifications of
lysozyme by any of the synthesized compounds. Spectrophotometric studies have
recorded the occurrence of hyperchromism as a result of interactions between the
quinone and CT-DNA. The quenching of the fluorescence of the intercalator ethidium
bromide and of the minor groove binder Hoechst 33258 in the complex with CT-DNA
by the derivatives was determined. Circular dichroism spectra demonstrated a non-
intercalative binding mode of the quinone derivatives to CT-DNA. The results of
molecular modeling suggested that the derivatives bind to the minor groove. The
electrophoretic pattern showed no cleavage of the pUC19 plasmid in the presence of
any derivatives.

Finally, the degree of antioxidant activity of the obtained amino acid derivatives

of the quinones was determined.
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a.u.
A549
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ADHD
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APAF1
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ARE

ASG
ATP
B16F10
BID

CBB

CD
CDs0D
c-erbB-2
COMT
COX-2
CT-DNA

dcK
DMSO
DNA
DPPH

arbitrarna jedinica

¢elijska linija humanog adenokarcinoma pluca

akrilamid

(eng. attention deficit hyperactivity disorder) hiperkineti¢ki
poremecaj

(eng. aryl hydrocarbon receptor) receptor za aromati¢ne
ugljovodinike

protein-kinaza B

(eng. apoptotic protease activating factor 1) apoptoti¢ni
proteazno aktivirajudi faktor 1

amonijum-persulfat

(eng. antioxidant response element) element antioksidativnog
odgovora

¢elijska linija humanog raka zeluca

(eng. adenosine triphosphate) adenozin-trifosfat

¢elijska linija mi§jeg melanoma

(eng. BH3 interacting-domain death agonist) sa BH3 domenom
interagujuéi agonist ¢elijske smrti

(eng. coomassie brilliant blue) kumasi plavo

cirkularni dihroizam

deuterisani metanol

receptorska tirozinska protein-kinaza

(eng. catechol-O-methyltransferase) katehol-O-metiltransferaza
(eng. cyclooxygenase-2) ciklooksigenaza-2

(eng. calf thymus DNA) dezoksiribonukleinska kiselina
izolovana iz timusa goveceta

(eng. deoxycytidine kinase) dezoksicitidin-deaminaza
dimetil-sulfoksid

(eng. deoxyribonucleic acid) dezoksiribonukleinska kiselina
1,1-difenil-2-pikrilhidrazin



EB
ECM
EDTA

EGF
EGFR

ER
ERK

FAD
FADD

FBS
FDA
Fem-X
FGFR-1

GRP58

GST

Hela
hENT1

Hep3B
Hepes
HepG2
HER?2

etidijum-bromid

(eng. extracellular matrix) ekstracelularni matriks

(eng. ethylenediaminetetraacetic acid) etilendiamintetrasiréetna
kiselina

(eng. epidermal growth factor) epidermalni faktor rasta

(eng. epidermal growth factor receptor) epidermalni receptor
faktora rasta

(eng. estrogen receptor) estrogenski receptor

(eng. extracellular signal-regulated kinases) kinaze regulisane
ekstracelularnim signalima

(eng. flavin adenine dinucleotide) flavin-adenin-dinukleotid

(eng. Fas-associated protein with death domain) sa Fas-om
asocirani protein koji sadrzi domen odgovoran za indukciju
¢elijske smrti

(eng. fetal bovine serum) serum fetalnog goveceta

(eng. Food and Drug Administration) Uprava za hranu i lekove
¢elijska linija humanog melanoma

(eng. fibroblast growth factor receptor 1) receptor 1 faktora rasta
fibroblasta

guanin

(eng. glucose-regulated protein, 58-kD) glukozom regulisani
protein

(eng. glutathione S-transferase) glutation-S-tranferaza

Hoechst 33258

¢elijska linija raka grli¢a materice

(eng. human equilibrative nucleoside transporter 1) humani
ekvilibrativni nukleozidni transporter tipa 1

¢elijska linija humanog hepatocelularnog raka
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina

¢elijska linija humanog hepatocelularnog raka

(eng. human epidermal growth factor receptor 2) receptor 2

humanog epidermalnog faktora rasta



HL-60
HSP
ICs0

IGSO
IKK

J82
K562
KB
KEAP1

L1210
L5178y
LB
LNCaP

Lys
MAO
MAPK

MCT-1

MDA-231
MDA-MB-453
MDR

MHB

MIK

MRC-5
MS
MTT

¢elijska linija humane mijeloidne leukemije

(eng. heat shock protein) protein toplotnog Soka

koncentracija jedinjenja koja inhibira prezivljavanje 50%
ispitivanih Celija ili organizama

koncentracija agensa koja inhibira ¢elijski rast za 50%

(eng. IkB kinase) IkB kinaza

infracrvena spektroskopija

¢elijska linija humanog raka besike

¢elijska linija humane hroni¢ne mijeloidne leukemije

¢elijska linija humanog epidermoidnog raka

(eng. Kelch-like ECH-associated protein 1) sa ECH asocirani
¢elijska linija mi§jeg limfoma

¢elijska linija mi§jeg limfoma

Luria-Bertani bujon

androgen-osetljiva celijska linija humanog adenokarcinoma
prostate

lizozim

(eng. monoamine oxidase) monoamin-oksidaza

(eng. mitogen-activated protein kinases) mitogenima aktivirane
protein-kinaze

(eng. monocarboxylate transporter 1) transporter
monokarboksilne kiseline tipa 1

¢elijska linija raka dojke

¢elijska linija humanog adenokarcinoma dojke

(eng. multiple drug resistance) otpornost na visestruke lekove
Mueller—Hinton bujon

(eng. MIC, minimum inhibitory concentration) minimalna
inhibitorna koncentracija

¢elijska linija zdravih fetalnih fibroblasta pluc¢a

masena spektroskopija
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid



NADP*

NCI-H460
NCI-H929
NF-xB

NIH-3T3
NMR
NQO1

Nrf2

P450
PAH

PBS

PC3
PCB
PDI
PEPT1
Pl
PI3K
PTM

PUFA
PUZ

Q
o
QGY7703

(eng. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) nikotinamid-
-adenin-dinukleotid-fosfat

¢elijska linija humanog raka pluca

¢elijska linija humanog mijeloma

(eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) nuklearni faktor kapa lakog lanca koji stimulise aktivirane
B ¢elije, transkripcioni faktor

¢elijska linija mi$jeg fibroblasta

nuklearna magnetna rezonancija

(eng. NAD(P)H dehydrogenase  (quinone)) NAD(P)H
dehidrogenaza (hinon)

(eng. nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) protein koji kada
je aktiviran u jedru reaguje sa elementima odgovornim za
antioksidacionu zastitu ¢elija

citohrom P450

(eng. polycyclic aromatic hydrocarbon) policikli¢ni aromati¢ni
ugljovodonik

(eng. phosphate-buffered saline) fosfatom puferisani fizioloski
rastvor

¢elijska linija humanog raka prostate

(eng. polychlorinated biphenyl) polihlorovani bifenil

(eng. protein disulfide isomerase) protein-disulfid-izometaza
(eng. peptide transporter 1) peptidni transporter 1

propidijum jodid

fosfatidil-inozitol-3-kinaze

(eng.  post-translational modification)  posttranslaciona
modifikacija

(eng. polyunsaturated fatty acid) polinezasi¢ena masna kiselina
pufer za obradu uzoraka

(eng. quinone) hinon

semihinonski anjon radikal

¢elijska linija humanog hepatocelularnog raka



ROS
RPMI-1640

SAR

SDS
SDS-PAGE
SK-MES-1
SK-OV-3
SMB
SMVT

TAE

TBH
TEMED
Tris
TrxR
UV Vis
VEGF

VEGFR-2

Z-DEVD-FMK

Z-IETD-FMK
Z-LEHD-FMK

(eng. reactive oxygen species) reaktivne kiseoni¢ne vrste

(eng. Roswell Park Memorial Institute 1640) medijum za gajenje
¢elijskih kultura

(eng. structure—activity relationship) odnos struktura—aktivnost
natrijum-dodecil-sulfat
Na-dodecil-sulfat-poliakrilamid-gel-elektroforeza

¢elijska linija humanog raka pluca

¢elijska linija humanog raka ovarijuma

Sabouraud maltozni bujon

(eng. sodium-dependent multivitamin transporter) Na-zavisni
multivitaminski transporter

timin

(eng. Tris-acetate-EDTA) pufer koji sadrzi tris, siréetnu kiselinu i
EDTA

tert-butilhinon

tetrametiletilendiamin

2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol

tioredoksin-reduktaza

ultraljubicasti 1 vidljivi opseg talasnih duzina

(eng. vascular endothelial growth factor) faktor rasta endotela
krvnih sudova

(eng. vascular endothelial growth factor receptor 2) receptor tipa
2 faktora rasta endotela krvnih sudova

inhibitor kaspaze 3

inhibitor kaspaze 8

inhibitor kaspaze 9
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1. UvVOD

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, rak je najcesce
dijagnostikovano patologko stanje kod ljudi, posle kardiovaskularnih bolesti.! Sa 14
miliona novih slu¢ajeva u svetu u 2012. godini, predvida se da ¢e u toku naredne dve
decenije taj broj porasti za 70%. Time bi se broj obolelih popeo na skoro 25 miliona.
Rak je takode drugi po redu uzro¢nik smrti u svetu, sa 8,8 miliona Zrtava u 2015. godini.
Svaki Sesti preminuli je bolovao od nekog oblika ove bolesti.?

S obzirom na date podatke i ¢injenicu da postojeéi antitumorski lekovi ne mogu
da odgovore na novootkrivene mehanizme delovanja bolesti, kao i da je vrlo Cesta
pojava rezistentnosti tumorskih ¢elija, iznalazenje novih antitumorskih agenasa je jedan
od prioriteta Svetske zdravstvene organizacije. Jedan od uspe$nih nacina na koji se
razvijaju novi medikamenti jeste modifikovanje ve¢ postoje¢ih antitumorskih lekova
¢ime se znacajno skracuje vreme od pronalaska do upotrebe leka.

Kao cilj ove doktorske disertacije je postavljeno dobijanje aminokiselinskih
derivata seskviterpenskog hinona avarona, izolovanog iz morskog sundera Dysidea
avara, i njegovog strukturno znacajno uproSc¢enog model sistema, tert-butilhinona.
Kako bi se utvrdilo na koji nacin aminokiselinski ostaci uticu na aktivnost avarona, te
da li je postojanje seskviterpenskog dela neophodno za odrzavanje te aktivnosti, svim
derivatima je ispitana bioloska aktivnost, sa akcentom na antitumorsko dejstvo i
rasvetljavanje potencijalnog mehanizma dejstva.

U Opstem delu ove teze su prikazani osnovni podaci o hinonskim jedinjenjima,
te pregled najznacajnijih antitumorsih agenasa iz ove grupe jedinjenja, kao i mehanizmi
njihovog dejstva. Navedeni su i literaturni podaci koji se odnose na hinonska jedinjenja
izolovana iz morskih sundera roda Dysidea. Dat je pregled hinonskih jedinjenja sa
aminokiselinskim bo¢nim nizom, kao i aktivnih agenasa koji u okviru svojih prolekova
poseduju aminokiselinske ostatke.

U okviru Nasih radova su detaljno prikazani rezultati proizasli tokom izrade
teze, kao 1 njihovo tumacenje. Obradeno je dobijanje aminokiselinskih derivata
pomenutih hinona, njihova karakterizacija, te ispitivanje bioloske aktivnosti i

potencijalno rasvetljavanje mehanizma dejstva.
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U Eksperimentalnom delu su izlozeni postupci za dobijanje derivata, njihova
potpuna karakterizacija, kao i detalji za izvodenje bioloskih ispitivanja.
Na kraju rada se nalazi pregled koriS¢ene literature. Kao prilog je dat CD sa

spektrima sintetisanih jedinjenja.
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2.1. Rak

Rak (eng. cancer) spada u oboljenja koja se javljaju kod ljudi u razliitim
oblicima, bez obzira na pol i starosnu granicu, sa vrlo visokim procentom smrtnih
ishoda.

Nakon $to u genomu zdrave ¢elije dode do niza somatskih mutacija izazvanih
egzogenim 1/ili endogenim faktorima, ¢elija prolazi kroz transformaciju $to za posledicu
ima nastanak tumorske ¢elije. Za pojavu malignih transformisanih ¢elija su odgovorne
promene na grupama gena. Mutacijska aktivacija proto-onkogena, kao i inaktivacija
tumor-supresorskih gena, dovode do poremecaja na nivou celijske proliferacije i
diferencijacije, nekontrolisanog deljenja ¢elija, te nastanka tumora. Geni odgovorni za
regulisanje nivoa mutacija u ¢eliji takode mogu biti izloZeni promenama 1 na taj nacin

doprineti pove¢anom broju ¢elijskih mutacija i razvoju bolesti.?

Osobine tumorskih Celija. Tako se tumorske ¢elije medusobno razlikuju, $to je
posledica pojave novih mutacija prilikom deobe primarne tumorske c¢elije, postoje
zajednicke karakteristike koje 1h opisuju.

Glavna osobina tumorskih celija jeste sposobnost ubrzane Ccelijske deobe.
Naime, neoplasticne ¢elije tumora mogu samostalno da proizvode faktore rasta, ali i da
stimuliSu zaostale normalne celije u tumorskom tkivu na dodatno oslobadanje istih
faktora. Izrazenija ekspresija povrsinskih receptora tumorskih ¢elija €ini ih osetljivim na
male koli¢ine faktora rasta. Ipak, postojanje faktora rasta nije neophodno. Promene u
strukturi samih receptora, kao i uticaj na konstituente unutaréelijskih signalnih puteva
(PI3BK/AKT, MAPK/ERK), dovode do nekontrolisane proliferacije.’

Inaktivacija tumor-supresorskih gena koji, za razliku od onkogena, inhibiraju
¢elijsku proliferaciju je jedan od uslova nastanka malignih transformacija. Ovi geni
regulidu razli¢ite celularne aktivnosti.> Glavni tumor-supresori p53 i Rb su ukljudeni u

regulaciju rasta ¢elija, deobu, prezivljavanje 1/ili apoptozu.6
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Mutacije u genu p53 eliminiSu mogucnost uvodenja neoplasticnih ¢elija u
programiranu Celijsku smrt. Tumorske ¢éelije su razvile i druge mehanizme kako bi
sprecile proces apoptoze.7

Tumorske celije se odlikuju sposobnosé¢u da produ kroz neograni¢en broj
éelijskih deoba, odnosno da sprede skraéivanje telomera na krajevima hromozoma.®

Kako bi se neoplasticne celije snabdele kiseonikom i hranljivim materijama,
neophodna je dobra prokrvljenost tumora. U procesu angiogeneze,’ odnosno nastajanja
novih krvnih sudova, tumorske celije oslobadaju angiogene stimulatore, kao $to je
vaskularni endotelni faktor rasta, VEGF. Time se aktiviraju epitelne celije okolnih
kapilara, te dolazi do formiranja novih krvnih sudova u tumoru.*®

Jedna od najznacajnijih osobina tumorskih ¢elija je moguénost prelaska u okolna
tkiva i formiranje metastaza."" Sam proces metastaze (slika 1) poéinje inicijalnom
fazom, odnosno invazijom. U toku te faze, tumorske ¢elije se odvajaju od primarnog
tumora usled promena u meducelijskom vezivanju, dolazi do degradacije bazalne
membrane tumora, te celije tumora dospevaju do ekstracelularnog matriksa (ECM).
Nakon proteolitiCke degradacije ECM i bazalne membrane krvnog ili limfnog suda,
tumorske celije prolaze kroz usku pukotinu izmedu epitelnih ¢elija suda i dospevaju u

cirkulaciju."?

’ o ’ odvajanje
invazivni karcinom

sy BN T i X o
degradacija
bazalne membrane

{
invazija > oY
Tk X

migracija
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&
A =X
<

ekstravazacija - cirkulacija

B o

',x proliferacija, angiogineza\
. aktiviranje mikrookoline

A\ \J
rastue  metastaze

| ¥

L

Slika 1. Proces karcinogeneze koji vodi do metastaze (izvor: ref =)
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Nacin lec¢enja tumora. Na koji nacin ¢e se vrsiti leCenje pacijenta obolelog od
raka, zavisi od osobina i stadijuma bolesti.

Hirurskim putem se uspes$no odstranjuju lokalizovani primarni tumori kod kojih
nije uoCena metastaza. Kako postoji mogucénost da se na ovaj naCin ne odstrane sve
¢elije tumora, mogu¢a je naknadna primena radioterapije ili hemioterapije, radi
suzbijanja njihovog daljeg rasta i ponovne pojave tumora.

Radioterapija je jedna od naj¢e$¢ih metoda leCenja koja se primenjuje na gotovo
70% onkoloskih bolesnika. Za neke od bolesnika, to je i1 jedina indicirana terapija. Sa
druge strane, radioterapija nije uvek primenjiv vid lecenja. Razlog za to lezi u
neujednacenoj osetljivosti razli¢itih tumora na zracenje, kao i mestu gde su locirani
(potrebno je izbeci veca oStecenja okolnih zdravih tkiva). Moderna radioterapija koristi
razlicite strategije 1 modalitete kako bi se postigao Sto efikasniji klinicki efekat, dok
uvodenje individualne radioterapije u klinicku praksu predstavlja imperativ savremenih
istrazivanja.

Hemioterapija predstavlja jo§ uvek najce$¢i nacin leCenja pacijenata sa ovom
bolesc¢u. Cilj je sistematsko uniStavanje malignih ¢elija pomocu antitumorskih agenasa
koji cirkuliSu kroz krvne sudove i dospevaju do malignih ¢elija gde god da postoje u
organizmu. U zavisnosti od vrste raka, dejstvo hemioterapije moze dovesti do potpunog
izleCenja, ili pak, nakon prethodno izvrSene hirurske intervencije, znatno povecati
mogucénost izle¢enja.

Potrebno je naglasiti da svaki vid terapije, u manjoj ili ve¢oj meri, dovodi do

oStecenja okolnih zdravih tkiva.

Antitumorski agensi. Koliko god se antitumorski agens smatrao efikasnim,
gotovo je nemoguce unistenje svih neoplasti¢nih Celija. 1z preostalih celija je moguce
nastajanje novih tumora. Takode, ¢elije tumora izloZzene dejstvu antitumorskih agenasa
mogu razviti rezistentnost prema jednom ili viSe agenasa. [z toga proizilazi smanjenje
efikasnosti hemioterapije, a nekada i potpuni izostanak odgovara na njeno dejstvo. Zato
se najcesce primenjuje kombinacija nekoliko agenasa koji imaju razli¢ite mehanizme
delovanja. Prirodni proizvodi i njihovi derivati su idealni za ovakav pristup jer su
aktivni u razumnim koncentracijama, a opet dovoljno blagi da se mogu bezbedno

koristiti jedni sa drugima. U literaturi je zabeleZen znacajan broj prirodnih proizvoda
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koji su se pokazali kao efiksni antitumorski agensi prema rezistentnim celijskim

linijama raka,* to ukazuje na neophodnost daljeg istraZivanja prirodnih resursa.

2.2. Hinoni

Hinoni predstavljaju klasu jedinjenja vrlo zastupljenu u zivim organizmima.
Nacin nastajanja hinona u organizmu, kao i njihova funkcija se znacajno razlikuju.

Hinoni mogu biti toksi¢ni intermedijeri koji izazivaju razliite Stetne efekte in
vivo, ukljuéujuéi citotoksi¢nost, imunotoksi¢nost i karcinogenezu. Nasuprot tome,
hinoni mogu indukovati zastitu celije putem aktivacije enzima detoksikacije,
antiinflamatornih aktivnosti i modifikacije redoks statusa.

Naime, hinonska jedinjenja koja ucestvuju u metabolickim procesima, ¢ime se
obezbeduje normalno funkcionisanje ¢elija i ¢ije postojanje je neophodno, ¢ine grupu
prirodnih, endogenih hinona. Tako npr. ubihinon (koenzim Q) ucestvuje kao kofaktor
u elektron-transportnom lancu, u nizu redoks reakcija koje su ukljucene u sintezu ATP-
-a."® Takode, imaju ulogu antioksidansa u mitohondrijama, te spretavaju stvaranje
slobodnih radikala i modifikacije ¢elijskih molekula.’® Vitamin K je bitan kofaktor u
procesu koagulacije krvi.'’

Bioaktivacijom jedinjenja, najceS¢e ksenobiotika sa aromatiénim prstenovima u
strukturi, nastaju hinonski metaboliti koji su odgovorni za njihovu toksi¢nost.
Hepatotoksi¢ni  efekat antiepileptika karbamazepina se pripisuje nastanku
karbamazepinskog o-hinona.'® Antikonvulzant fenitoin izaziva probleme na kozi kod 5-
10% pacijenata za $ta je opet odgovoran njegov hinonski metabolit.'® Sedativ talidomid
je povucen sa trziSta nakon Sto je ustanovljeno da je uzrok velikog broja urodenih
deformiteta. Teratogenom efektu leka znacajno doprinosi konverzija do hinonske
forme.?

Ipak, mnogo su brojnija hinonska jedinjenja sa terapeutskim dejstvom. Medu
ovim jedinjenjima se izdvajaju hinoni sa antibiotskim i antitumorskim delovanjem koji

su odavno u klini¢koj primeni.
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2.2.1. Putevi nastajanja hinona

Hinoni u organizmu nastaju na razli¢ite nacine, od jednostavne oksidacije
katehola/hidrohinona katalizovane raznim oksidativnim enzimima i metalnim jonima,
do slozenih mehanizama koji ukljucuju inicijalne reakcije hidroksilacije katalizovane
citohromom P450 pracene dvoelektronskom oksidacijom.

p-Hinoni su znatno stabilniji od o-hinona. Razlog tome je medusobni polozaj
1,2-diketonskih grupa o-hinona. Pored ve¢ pomenutih endogenih hinona, u ovu grupu
spadaju i razni hemioterapeutski agensi kao $to su daunorubicin (1), doksorubicin (2),
diazikvon (3), emodin (4), mitomicin C (5), zatim ubihinonski analozi, npr. mitohinon

(6), efikasni u ledenju Alchajmerove i Parkinsonove bolesti (slika 2).%

HO
LT | o
R O OH O OH

0 OH 0 3 diazikvon 4 emodin
1 daunorubicin R=H
2 doksorubicin R=0H
H2N>§o \
i

5 mitomicin C 6 mitohinon

Slika 2. Hemioterapeutski i ubihinonski analozi

Hinoni nastaju oksidacijom hidrohinona/katehola katalizovanom nekim od
oksidativnih enzima (P450, COX-2, MAO itd.), zatim metalnim jonima ili samo

molekulskim kiseonikom bez prisustva enzima (shema 1).
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OH (0] o
HO 0
0]
[Q] O]
—_— —_—
NH, NH, HN
dopamin dopamin o-hinon aminohrom

Shema 1. Cetvoroelektronska oksidacija dopamina

Zagadivaci zivotne sredine (benzen, naftalen, bisfenol A, neki od polihlorovanih
bifenila) lako grade hinone wusled hidroksilacije aromaticnog prstena pracene

dvoelektronskom oksidacijom (shema 2).

o1
OH Qb?’

@ P450 hldrohmon p- benzohlnon
benzen fenol

katehol 0-benzohinon

Shema 2. Hidroksilacija benzena pra¢ena dvoelektronskom oksidacijom

Nastajanje hinona ide i preko P450-katalizovanog oslobadanja fenola/katehola
pomoc¢u O-dealkilovanja, nakon ¢ega dolazi do njihove dvoelektronske oksidacije.

Nastajanje hinonske forme etopozida (7) je prikazano na shemi 3.

7 etopozid etopozid-katehol etopozid-o-hinon

Shema 3. P450-katalizovano dealkilovanje etopozida pra¢eno dvoelektronskom

oksidacijom
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2.2.2. Hemija hinona

Hinoni imaju sposobnost da ucestvuju u oksido-redukcionim reakcijama $to

moze dovesti do stvaranja bioloski aktivnih intermedijera.

Redukcija hinona. Bioreduktivna aktivacija hinona u ¢eliji zapo€inje reakcijom
redukcije. U zavisnosti od mehanizma reakcije, razlikuju se dva nacina delovanja

hinona (shema 4).

ALKILOVANJE
PROTEINA, DNA

+ le
2¢ \.. L §1 Nu L
< ~a
OH 0 =
/ \ I \ (o]
HIDRO- (7 | l SEMIHINONSKI
HINON X R4\f » RADIKAL
R | _/R
OH \\_* o >\ 0.
20, 203 l 0; 0,
ROS OKSIDACIJA LIPIDA,

PROTEINA, DNA

Shema 4. Redukcija hinona i njihovo dalje delovanje (izvor: ref %)

Reakcija redukcije hinona jednoelektronskim mehanizmom, najcesce
katalizovana NADPH zavisnom citohrom P450-reduktazom, dovodi do generisanja
semihinonskog radikala (Q ). U aerobnim uslovima, nastali intermedijer je veoma
nestabilan i oksiduje se nazad do polaznog hinona molekulskim kiseonikom.

U navedenom procesu se stvara superoksidni anjon-radikal, prvi u nizu
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS). Nastali O, je nestabilan u vodenoj sredini i
spontano prelazi u vodonik-peroksid, uz oslobadanje molekulskog kiseonika. H,O; je
posebno Stetan jer se moze redukovati u reakciji sa gvozdem (Fentonova reakcija) ili
bakrom, generiSuci izuzetno toksi¢ni hidroksilni radikal. Nastajenje ROS-a dovodi do
oksidativnog stresa u ¢eliji §to je glavni razlog toksi¢nosti hinona.

Ukoliko hinon primi dva elektrona, pod dejstvom NAD(P)H-hinon-
oksidoreduktaze 1, redukuje se do hidrohinona (H2Q) (shema 5).
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citotoksi¢no ili biti neutralisan

glukuronidacijom ili sulfatacijom, $to zavisi od njegove reaktivnosti.

Kovalentne modifikacije. Osim §to se lako redukuju, hinoni predstavljaju

Michael-ove akceptore i lako reaguju sa mekim nukleofilima, kao $to je sulthidrilna

grupa cisteinskih ostataka glutationa i proteina. Nesupstituisani p-hinoni ucestvuju u

reakciji koja je oznacena kao 1,4-reduktivna adicija Michael-ovog tipa, gde dolazi do

stvaranja hidrohinona na koji se adira c¢elijski nukleofil. o-Hinoni podlezu 1,6-

reduktivnoj Michael-ovoj adiciji usled produzene konjugacije (shema 6).

10
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Shema 6. 1,4- i 1,6-reduktivna adicija Michael-ovog tipa

Supstituenti na hinonu znacajno uti¢u na ponaSanje hinona, odnosno na
¢injenicu da 1i ¢e pro¢i kroz redukcionu ili eliminacionu fazu. Prisustvo elektron-
akceptorske grupe na hinonskom jezgru cini jedinjenje podloznijim redukciji, dok
postojanje elektron-donorske grupe favorizuje eliminaciju.*

Ukoliko dode do eliminacione reakcije, nastaje alkiluju¢i hinonski intermedijer
koji ili ulazi u proces detoksifikacije ili reaguje sa celijskim nukleofilima izazivajuci

ostecenje na esencijalnim biomolekulima, proteinima i/ili DNA.

2.2.3. Celijski molekuli u reakciji sa hinonima

odgovor na stres:
(HSP, PDI)
OH OH

mhibicija enzima:
+ PS-SP wme (P450, GST, COX-2, NQO1)
0,
'}N ) 58 \l’g o Qy oM ”:- putevi hemopnf\'enfiie:
HO | o (Keap1/Nrf2 aktivacija,
stabilan adukt % IKK/NF a8 inhibicija)

o OH X ve )
OH WL o interakcije receptora/
HN N oksidacija "Trojanski konj" mehanizam:
R z (AhR, ER)
H,N“ NN 8

N7-guaninski adukt OH
(depurinacija)
+ GSSG
GS
OH

Slika 3. Mete dejstva hinona (izvor: ref %)

Glutation. Glutation je najznacajniji neproteinski sumporni nukleofil u ¢eliji,
&ija je glavna uloga da zastiti Celiju od reaktivnih elektrofila i slobodnih radikala.?® U

reakciji sa hinonima veoma lako dolazi do generisanja glutationskih konjugata (slika 3),

11
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tako da katalititko dejstvo glutation-S-transferaze nije neophodno.”” Nastali konjugati
su polarniji i izlu¢uju se preko urina. S obzirom na to, reakcija nastajanja glutationskih
konjugata se smatra pocetnom u procesu detoksifikacije, odnosno biotransformacije

elektrofilnih vrsta.

Proteini. Nakon S§to se iskoriste rezerve glutationa, mete veoma reaktivnih
hinona postaju proteini koji se nalaze u visokim koncentracijama i poseduju velik broj
cisteinskih ostataka, kao sto su proteini toplotnog Soka (eng. heat shock proteins).?®
Hinoni takode inhibiraju enzime koji uc¢estvuju u njihovom nastanku (P450, COX-2),%
kao i one koji katalizuju njihovu detoksifikaciju (COMT, NQO1, GST).*® Dejstvu nekih
hinonskih jedinjenja su izlozene i komponente signalnih puteva (Keap1/Nrf2/ARE, NF-
«B).3

DNA. Hinonska jedinjenja deluju na molekule DNA razli¢itim mehanizmima
(shema 7). Kada se hinon kovalento vezuje za neku od baza DNA, dolazi do stvaranja
DNA-hinonskih adukata. Indirektno dejstvo hinona na DNA se pripisuje dejstvu ROS-

-8, najceS¢e HO, koji nastaju prilikom redukcije hinona.

o-hinonski adukti ROS modifikacije
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Shema 7. Dejstvo hinona na DNA (izvor: ref %)
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Oksidativna oste¢enja DNA nastaju kao posledica dejstva PAH o-hinona i PCB
hinona, pri ¢emu nastaje 8-0kso-dezoksiguanozin koji se smatra biomarkerom za ovaj
vid oSte¢enja pomenutog biomolekula.*®*  o-Hinoni policiklicnih  aromati¢nih
ugljovodonika (PAH-ova) dovode i do oksidacije pirimidinskih baza preko redoks
ciklusa. Na taj nacin dolazi do transverzije G u T, $to doprinosi pojavi raka pluéa.33(a)' 3
8-Okso-dezoksiguanozin je doveden u korelaciju sa mutacijama p53 kod pacijenata sa
ovim oboljenjem, $to nedvosmisleno svrstava navedene hinone u tumorske &inioce.®

Prekomerno generisanje ROS-a prilikom redoks ciklusa estrogenskih hinona i
njihovih semihinonskih radikala dovodi do cepanja fosfodiestarske veze, kao i

oksidacije purinskih i pirimidinskih baza,®® 3

to je u direktnoj vezi sa nastajanjem
metastaza kod obolelih od raka dojke.*’

Hinoni takode mogu da izazovu i1 depurinizaciju molekula DNA. Najcesce
nastaju N7-guaninski (shema 8) i N3-adeninski adukti. Njihova pojava se vezuje za
dejstvo dopaminskih ili 4-hidroksiestron/estradiol o-hinona,® ali literaturni podaci
ukazuju da isti adukti nastaju dejstvom i bisfenola A, PAH-ova i benzena.* Za razliku
od navedenih nestabilnih depurinskih adukata koji bivaju “popravljeni” dejstvom

enzima, evidentirano je 1 postojanje izrazito mutagenih ciklicnth DNA adukata p-

benzohinona.*
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Lipidi. Slobodni radikali nastali tokom redoks ciklusa hinona takode uticu i na

lipide Sto dovodi po oksidativne degradacije ovih biomolekula, odnosno lipidne

peroksidacije (shema 9).

ILH+R-—L-+RH
L-+0, — LOO-
LOO-+LH — LOOH+ L-

Shema 9. Mehanizam lipidne peroksidacije

Lipidni peroksidi se uvek razlazu do razliCitih aldehida (malondialdehid,

akrolein, 4-hidroksinon-2-enal itd.) koji su najei¢ée biolodki aktivna jedinjenja.*?

Lipidna peroksidacija se Cesto povezuje sa nastajanjem razli€itih bolesti, kao S$to su
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2. OPSTI DEO

neurodegenerativne bolesti (Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest, mozdani udar),

rak, ateroskleroza i proces starenja.*®

2.3. Najznacajniji antitumorski agensi sa hinonskom strukturom i

mehanizmi njihovog dejstva

Antitumorski agensi sa hinonskim jezgrom u svojoj strukturi su nasli Siroku
primenu u klini¢kim uslovima. Vecina tih jedinjenja poti¢e iz prirodnih izvora. Iako su

njihova dejstva vrlo izraZena, neprestano se tezi otkrivanju novih efikasnijih jedinjenja.
2.3.1. Antraciklini

Antraciklinski antibiotici spadaju u najefikasnije antitumorske agense.
Daunorubicin (1) i doksorubicin (2), izolovani iz razli¢itih vrsta Streptomyces, su prvi
predstavnici grupe jedinjenja sa antrahinonskom hromoforom koji su odobreni od strane
Uprave za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) za klini¢ku
primenu. Pored njih, u upotrebi se nalaze i epirubicin (8), idarubicin (9) i valrubicin (10)
(slika 4).**

OH HO, -
il 2
H R
2 |
OH O NH N’ ~0 OH O R
N -

~
o O ) b 3
CLC JOY8Y
OH R
HO !
O OH ] o OH O
8 epirubicin 9 idarubicin R, =H R,=H R,;=H
10 valrubicin R, = OCO(CH,),CH, R,=COCF, R,=0CH,

Slika 4. Antraciklinski antibiotici

lako se daunorubicin i doksorubicin razlikuju samo po jednoj hidroksilnoj grupi,
postoji velika razlika u njihovoj antitumorskoj aktivnosti. Dok je daunorubicin aktivan

samo prema leukemiji, doksorubicin je aktivan i prema Sirokom spektru karcinoma
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(limfomi, rak dojke, pluca, tumori kod dece itd.).* Mehanizam dejstva antraciklina je
sloZen 1 jos uvek nije u potpunosti razjasnjen.

Agensi iz ove grupe se interkaliraju u dvostruki lanac DNA (slika 5), grade
ternarni kompleks sa DNA-topoizomerazom II, ¢ime se sprecava zatvaranje dvostrukog

lanca DNA, te dolazi do inhibicije procesa replikacije.*®

fosfodiestarska ki¢ma

Doksorubicin DNA lanac 11 o

fosfodiestarska kicma

Slika 5. Vezivanje doksorubicina za lance DNA (a) i njegova interkalacija u DNA (b)

(izvor: ref *7)

Antraciklini su odgovorni i za stvaranje ROS-a. Nakon jednoelektronske
redukcije i nastajanja antraciklinskog semihinonskog radikala, dolazi do transfera
elektrona na molekulski kiseonik i generisanja superoksidnog anjon-radikala. U reakciji
sa vodonik-peroksidom dolazi do stvaranja ROS-a (shema 10), koji su odgovorni za
ostecenja DNA, lipidnu peroksidaciju, oksidativni stres, te aktiviranje apoptotickih

puteva.*®
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NADPH

0,
.
O OH 0
X
wor /NI LI Tor 3
H,CO O OH O,
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20, + 2H'— > H,0, + O,
0, + HO, ———> HO + HO + O,

HO, +B —————— A+ HO + HO'

O, +Fe*A —  » 0, + Fe™A
Fe”’A + H,0, ———> Fe*’A + HO + HO'

Shema 10. Nastajanje hidroksi radikala

Prekidi lanaca DNA mogu biti izazvani i stvaranjem feri kompleksa sa

antraciklinima pri ¢emu nastaju slobodni radikali koji oStecuju DNA i membrane.*®

2.3.2. Mitomicini

Mitomicini su hinonski alkilujué¢i agensi izolovani iz Streptomyces sp.
Mitomicin C (5) (Streptomyces caespitosus)®® je najznaGajniji predstavnik ovih
antitumorskih antibiotika i jedan je od najaktivnijih antitumorskih lekova ¢ija primena
seze u 1974. godinu.50

Mitomicin C predstavlja prototip bioreduktivnih alkiluju¢ih lekova, $to
podrazumeva da nakon redukcije dolazi do stvaranja elektrofilnih vrsta koje se
kovalentno vezuju za celularne makromolekule. Doskora se smatralo da je mitomicin C
bioloski aktivan zahvaljuéi kovalentnom vezivanju sa DNA,>* dok je manje zastupljena
hipoteza i§la u prilog redukciji 1 stvaranju ROS-a.*2

Kao bioreduktivni agens, mitomicin C je u svom izvornom obliku inertan prema
nukleofilima, ali nakon konverzije nastale nizom reakcija iniciranih redukcijom
hinonskog prstena, postaje ekstremno reaktivan bifunkcionalni elektrofil.>®* S obrizom

na to, svrstava se u grupu prolekova. Reduktivno alkilovanje mitomicina C dovodi do
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generisanja reaktivnog intermedijera sa dva elektrofilna mesta na ugljenikovim atomima
C-1 i C-10, koji je sposoban da alkiluje bioloske nukleofile, najéesée DNA.>®)
Nastajanje inter- ili intra-DNA adukata se dugo smatralo glavnim razlogom njihove
citotoksi¢nosti.>* Mitomicin C alkiluje 1 druge ¢elijske nukleofile, npr. glutation, dok je
nedavno dokazano i da rRNA predstavlja metu redukciono aktiviranog agensa.>
Prevodenje mitomicina C u aktivni oblik unutar celije je pripisano dejstvu
nekoliko reduktaza, dok poslednji radovi ukazuju na GRP58, protein koji poseduje
ditiolno aktivno mesto u tioredoksinskom domenu (eng. thioredoxin like domains).>® S
obzirom na to da je prethodno dokazano da obi¢an ditiol redukcijom moze aktivirati
mitomicin C, te da novonastali oblik mitomicina C moze dalje reagovati sa dodatnim
ditiolom kovalentno se vezujuéi za dva atoma sumpora,”’ Paz et al. su dokazali da je
dejstvo mitomicina C primenjivo i na enzim tioredoksin-reduktazu.®® Ovaj enzim, sa
selenol-tiolnim aktivnim mestom,® predstavlja direktnu metu za pojedine antitumorske
lekove koji su u klini¢koj primeni.®° IstraZivanja su dovela do novog mehanizma
prikazanog na shemi 11, $to svrstava mitomicin C u ireverzibilne inhibitore tioredoksin-

-reduktaze.>®
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Shema 11. Mehanizam dejstva mitomicina C na tioredoksin-reduktazu (izvor: ref *®)

2.3.3. Streptonigrinoidi

Streptonigrinoidi predstavljaju grupu prirodnih proizvoda €iji su najznacajniji

predstavnici streptonigrin (11), lavendamicin (12) i streptonigron (13) (slika 6).
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11 streptonigrin 13 streptonigron

12 lavendamicin

Slika 6. Streptonigrinoidi

Streptonigrin je aminohinonski antitumorski antibiotik izolovan iz Streptomyces
flocculus.®* Strukturu ovog agensa utvrdenu 1963. godine® saginjavaju Getiri Sesto¢lana
prstena, pri ¢emu su aminohinolinski 1 supstituisani piridinski prstenovi skoro
koplanarni, dok je Cetvrti prsten prakticno normalan u odnosu na njih.63 Streptonigrin
deluje citotoksi¢no na Sirok spektar tumora, ukljuc¢uju¢i tumore dojke, pluca, limfome 1
melanome.®* Njegova upotreba je ogranitena jer indukuje tesku i dugu depresiju
ki¢mene mozdine.*®

Mehanizam dejstva streptonigrina je raznolik.®® Postoji nekoliko éelijskih
mehanizama odgovornih za antitumorsku aktivnost, kao Sto je izazivanje smetnji pri
¢elijskom disanju, zatim ometanje sinteze DNA 1 direktno oStecenje DNA.%
Streptonigrin  se bioaktivira DT-dijaforazom (NAD(P)H:hinon-oksidoreduktaza),
enzimom &ija je aktivnost poveéana u pojedinim tumorima.?®® Dokazano je da se sa
blokiranjem aminohinonskog jezgra gubi 1 antitumorska aktivnost, iz ¢ega proizilazi da
je taj deo streptonigrina esencijalan za citotoksi¢nost.®® Da bi izazvao ostecenje DNA,
potrebno je da se hinonski deo molekula redukuje do semihinona u prisustvu NADH,
to dalje dovodi do stvaranja ROS.” Streptonigrin je i ireverzibilni inhibitor

posttranslacione modifikacije (PTM4), odnosno arginin-deiminaze.”
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2.4. Meroterpeni iz morskih sundera

Meroterpeni predstavljaju klasu kompleksnih metabolita izolovanih iz prirodnih
resursa. Grupu sacinjavaju jedinjenja koja su strukturno veoma raznolika; od
jednostavnih jedinjenja koja u svojoj gradi poseduju prenilnu grupu direktno vezanu za
hidrohinon, do komponenti sa jedinstvenim strukturama nastalim intra- i
intermolekulskim zatvaranjem prstena ili premestanjem terpenskog skeleta.

Morski sunderi su se pokazali kao neiscrpan izvor meroterpenskih jedinjenja ¢iji
terpenski skelet varira u broju izoprenskih jedinica i nacinu njihovog povezivanja.
Veliki udeo ovih prirodnih proizvoda c¢ine seskviterpenski hinoni kod kojih je
dekalinska struktura (drimanski ili 4,9-fridodrimanski skelet) povezana sa
hinonskim/hidrohinonskim jezgrom, obi¢no preko metilenskog mosta. Izuzetna bioloska
aktivnost jedinjenja (antimikrobna, antimalarijska, anti-HIV, imunomodulatorna itd.), sa
posebnim akcentom na citotoksi¢no i antiproliferativno dejstvo, ¢ini ih bitnim i

aktuelnim dugi niz godina.

2.4.1. Seskviterpenski (hidro)hinoni iz morskih sundera reda Dictyoceratida

Seskviterpenski hinoni 1 hidrohinoni izolovani iz sundera reda Dictyoceratida
spadaju u najbrojnije grupe sekundarnih metabolita sa antitumorskom aktivnosti.
Njihovi najznacajniji predstavnici sa tipi¢nim 4,9-fridodrimanskim skeletom u strukturi
su avarol (14) i avaron (15) iz Dysidea avara, ilimahinon (16) iz Petrosaspongia
metachromia (prethodni naziv Hippospongia metachromia), bolinahinon (17) iz
Dysidea sp., kao i nakidzihinoni iz Dysidea sp. o kojima se moze vise naci u odeljku
2.5.1. (slika 7).
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14 avarol 15 avaron 16 ilimahinon 17 bolinahinon

Slika 7. Hinoni i hidrohinoni sa 4,9-fridodrimanskim skeletom

Bioaktivnost (antitumorska, antivirusna, antiinflamatorna itd.), mehanizmi
dejstva i reaktivnost pomenutih jedinjenja su detaljno ispitani i prikazani u literaturi.

Zahvalju¢i T-limfotropnoj citotoksi¢noj aktivnosti, niskoj toksi¢nosti kod
miSeva, sposobnosti da prolaze krvno—mozdanu barijeru, kao i da stimuliSu sintezu
interferona, avarol i avaron su prepoznati kao dobra polazna jedinjenja za transformacije
kako bi se pojacala njihova bioloSka dejstva, ukljucujuéi i citotoksi¢nost."

[limahinon je pokazao antiproliferativno dejstvo na panel celijskih linija raka
(PC-3, LNCaP, A549, Hep3B itd.), te je utvrdeno da su mehanizmi njegovog dejstva
razli¢iti (fragmentacija Goldzijevog aparata, zaustavljanje celijskog ciklusa, uticaj na
komponente signalnih puteva).”

Citotoksi¢no dejstvo bolinahinona na ¢elijsku liniju humanog raka creva HCT-

-116 je pripisano o§teéenju molekula DNA."

2.4.2. Hinonska jedinjenja izolovana u novije vreme iz morskih sundera roda

Dysidea

Poslednjih godina je izolovan znafajan broj seskviterpenskih hinona 1
hidrohinona iz sundera Dysidea sp. U nastavku ¢e biti prikazane njihove strukture i

opisane bioloske aktivnosti.

Dizidavaroni. Iz sundera D. avara (Juzno kinesko more) izolovani su
dizidavaroni A—D (18-21) (slika 8), seskviterpenski hinoni sa retkim dizidavaronskim

skeletom, za koje se smatra da su nastali u procesu biogeneze iz avarona i neoavarona.”
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18 dizidavaron A R;= OEt R,=H 20 dizidavaron C 21 dizidavaron D
19 dizidavaronB  R=H R,= OEt

Slika 8. Dizidavaroni A-D

Jedinjenje dizidavaron D je pokazalo antitumorsko delovanje prema tumorskim
¢elijskim linijjama HelLa (ICsp 28,8 puM), A549 (ICsp 21,4 puM), MDA-231 (ICsp 11,6
MM) i QGY7703 (ICso 28,1 uM), dok je dizidavaron A pokazao umereno inhibitorsko
dejstvo prema HeLa tumorskim c¢elijama (ICso 39,9 pM). Oba jedinjenja inhibitorno
deluju na proteinsku tirozinsku fosfatazu 1B (dizidavaron A 1Csp 9,98 uM; dizidavaron
D ICsq 21,60 uM) sa oleinskom kiselinom kao pozitivnom kontrolom (ICsq 1,90 pM).”

Schmalzbauer et al. su prvi uradili totalnu sintezu dizidavarona A i dalje ispitali
biolosku aktivnost.”® Utvrdena je znaGajna aktivnost prema Gram-pozitivnim
bakterijama (MIK 0,57-28,09 uM), ukljuujué¢i i meticilin rezistentni- i MDR
Staphylococcus aureus. Jedinjenje je vrlo aktivno prema ¢elijama humane mijeloidne
leukemije HL-60 (Glso 4,68 pM) i humanog hepatocelularnog raka HepG2 (Glsp 13,11
|J|V|).76

Dizideanoni. Iz istog sundera su izolovani i dizideanoni A—C (slika 9).

22 dizideanon A 23 dizideanon B 24 dizideanon C

Slika 9. Dizideanoni A—C

Pored seskviterpenskog 1 hinonskog dela, dizideanoni A i1 B sadrze dodatni
Sestoc¢lani prsten, dok su u sluc¢aju dizideanona C prethodno pomenuta jezgra povezana

petoclanim prstenom. Dizideanon B je ispitan prema HeLa (ICso 7,1 pM) i HepG2 (I1Csg
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9,4 uM) celijskim linijama sa S-fluorouracilom kao pozitivnom kontrolom (ICso 2,3 i
7,6 uM, redom). Za razliku od dizidavarona A koji je pokazao antibakterijsku aktivnost
prema Gram-pozitivnim bakterijama,® dizideanoni nisu pokazali antibakterijsko dejstvo
prema S. aureus i Bacillus subtilis, kao ni antifungalno prema Candida albicans,

Rhodothece glutinis i Aspergillus niger.””

Dizidaminoni. Iz sundera Dysidea fragilis (Juzno kinesko more) izolovana je

paleta dizidaminona A—M (25-37) (slika 10) i ve¢ poznatih jedinjenja.”®

25 dizidaminon A R, =R! R,=H 32 dizidaminonH R, =H R,=R®
26 dizidaminon B R, =R’ R,=H 33 dizidaminon| R, =R’ R,=H
27 dizidaminonC R, =H R,=R® 34 dizidaminonJ R, =H R,=R®
28 dizidaminon D R, =R® R,=H 35 dizidaminon K R, =R! R,=H
29 dizidaminon E R, = H R,=R' 36 dizidaminon L R, =R? R,=H
30 dizidaminon F R, =R’ R,=H 37 dizidaminonM R, =R’ R,=H
31 dizidaminog G R, =R’ R,=H

"= HJ\ R2=\N/\./\ R®= ! R'=
N H : N -

zZI
/
4,
\

Slika 10. Dizidaminoni A—M

Sva jedinjenja su testirana na Ccelije mi§jeg melanoma B16F10, humanog
mijeloma NCI-H929, hepatoma HepG2 i ovarijuma SK-OV-3. Ispitano je i inhibitorno
dejstvo na NF-«B (tabela 1).
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Tabela 1. Citotoksi¢na aktivnost i inhibitorno dejstvo dizidaminona 25-37
prema tumorskim ¢elijskim linijama (NCI-H929, HepG2, B16F10,
SK-OV-3) i NF-xB

ICso (ULM)

Jed. NCI-H929 HepG2 B16F10 SK-0OV-3 NF-xB
25 15,6 21,8 65,7 73,4 >10
26 36,4 68,9 52,9 31,8 >10
27 0,57 0,45 8,71 5,25 0,22
28 5,78 15,4 32,7 18,5 >10
29 1,13 0,94 9,52 4,54 0,27
30 7,19 8,95 5,39 5,40 1,92
31 16,3 18,4 35,6 27,8 >10
32 0,71 0,62 2,45 9,65 0,23
33 1,39 0,88 6,28 6,22 3,14
34 0,87 0,45 1,43 2,89 0,11
35 4,58 7,86 8,14 9,41 8,62
36 5,18 5,81 7,56 8,41 >10
37 9,21 9,68 4,92 5,83 >10
5-fluorouracil 0,39 7,64 1,23 1,72

rokaglamid - - - - 0,12

Dobijeni rezultati ukazuju na to da je amino grupa (R;) na hinonskom jezgru
kljuéni element strukture jedinjenja koja su pokazala izrazenu citotoksi¢nu aktivnost, ali
da aktivnost opada sa porastom duZine amino lanca. Potvrdena je i SAR analiza kojom
je pretpostavljeno da seskviterpenski hinoni sa egzo-olefinom (A*'") pokazuju jacu
citotoksi¢nost od onih sa endo-olefinom (A**);" jedinjenja 25 i 26 su pokazala slabiju
aktivnost od 35 i 36. Nekolicina ispitanih jedinjenja je pokazala izuzetnu inhibitornu

aktivnost prema transkripcionom regulatoru NF-kB."

Dizihinoli. Daljom analizom ekstrakata sundera Dysidea avara, izolovana je
serija hinola, dizihinola A-D (38-41), i seskviterpenskih hinona, etoksi derivata
neoavarona (42, 43) i enantiomera avarona (5R, 8R, 9S, 10R) (44, 45) (slika 11).
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38 dizihinol A 39 dizihinol B 40 dizihinol C 41 dizihinol D

42 R=H R,=OEt 44 R=H R,= OEt
43 R;= OEt R=H 45 R,= OEt R,=H

Slika 11. Strukture jedinjenja 38-45 izolovanih iz morskog sundera D. Avara

Citotoksi¢na aktivnost i inhibitorno dejstvo prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Inhibitorno dejstvo i citotoksi¢na aktivnost jedinjenja 38—45 prema NCI-

-H929 i NF-xB
1Cs0 (UM)

Jed. NCI-H929 NF-xB
38 17,4+0,1 >10
39 253+04 >10
40 14,9+0,3 >10
41 2,81+ 0,01 0,81+0,01
42 5,45 + 0,07 >10
43 2,77+0,03 >10
44 21,4%0,2 >10
45 12,8+0,2 >10
avarol 3,16 £ 0,01 >10
rokaglamid 3,94 0,02 2,67 +0,04

Jedinjenja 41-43 i avarol su pokazali citotoksi¢no dejstvo prema tumorskoj
¢elijskoj liniji NCI-H929. Medutim, samo jedinjenje 41 je pokazalo znacajnu
inhibitornu aktivnost prema NF-kB, §to sugerise da etarski most izmedu C-8 i C-17

moze biti aktivno mesto za dizihinole.®
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Dizifragiloni. Daljim analizom ekstrakata D. fragilis, Jiao et al. su izolovali tri
neobicna seskviterpenska aminohinona ¢ija je struktura zasnovana na premesStenom

avaronskom skeletu, dizifragilone A—C (46-48) (slika 12).%

46 dizifragilon A R= &N/
H

47 dizifragilonB R = *‘(N
e

48 dizifragilonC R = RN/\/\
H H

Slika 12. Dizifragiloni A—C

Jedinjenja su pokazala jaku antiinflamatornu aktivnost (ICsp 6,61-17,22 uM)
koja poti¢e od inhibicije stvaranja NO u lipopolisaharidima stimulisanim miS§jim
makrofagima RAW 264.7, u poredenju sa pozitivnom kontrolom hidrokortizonom (ICsp
45,72 uM) .2

Diziherboli. Iz morskog sundera Dysidea sp. (Paracelska ostrva, Juzno kinesko
more) izolovana je grupa tetracikli¢nih jedinjenja, diziherboli A—C (49-51) i dizideanon
E (52) (slika 13).%

49 diziherbol A 50 diziherbol B 51 diziherbol C 52 dizideanon E

Slika 13. Diziherboli A—C i disideanon E

Aktivnost jedinjenja je ispitana prema celijskoj liniji humanog mijeloma NCI-

H929 i prema transkripcionom regulatoru NF-kB (tabela 3).
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Tabela 3. Inhibitorno dejstvo i citotoksi¢na aktivnost jedinjenja 49-52 prema NF-kB i

NCI-H929
1Cs0 (uM)

Jed. NF-xB NCI-H929
49 0,49 + 0,03 0,58 + 0,02
50 59+0,6 15+1
51 6,4 +0,4 121
52 >10 25+ 2
avarol >10 332+0,1
rokaglamid 2,6+0,1 39+0,1

Diziherbol A je pokazao izuzetno dejstvo u poredenju sa drugim jedinjenjima i
kontrolnim jedinjenjima avarolom i rokaglamidom. Rezultat ukazuje da dodatak
kiseoni¢ne grupe u poloZaju C-3 negativno uti€e na aktivnost diziherbola, te da
premestanje i oksidacija seskviterpenskog dela znacajno utiCu na aktivnost

seskviterpenskih hidrohinona.®?

Derivati arenarona. Utkina et al. su izolovali nove seskviterpenske hinone

derivate arenarona (53-57), iz sundera Dysidea sp. (Australija) (slika 14).%°

53 R=H R,= NH, 58 arenarol 57 popolohuanon F
54  R=NH, R,=H
55 R=H R,= NHCH,

56 R,=NHCH, R, =H

Slika 14. Derivati arenarona

Amino- i metilamino- derivati arenarona (53-56) nisu pokazali antioksidativno
dejstvo. Popolohuanon F (57), dimer 19-aminoarenarona (54) i arenarola (58), pokazao
je umeren potencijal kao hvata¢ slobodnih radikala (ICso 35 M), dok je za sam arenarol
zabeleZena vrednost ICsp jednaka analogu vitamina E, troloksu (ICsp 16 pM). Nova
jedinjenja su neaktivna prema mikroorganizmima S. aureus, C. albicans i E. coli, kao i

¢elijama misjeg Ehrlich raka.®
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Ostali terpenoidi. Iz sundera Dysidea sp. (Cuk, Savezne drzave Mikronezije)

izolovano je Sest novih terpenoida (slika 15).

SO3H
OH HOgS _~ R :

59aureolB 60 R=H melemeleon C 62 cikloaurenon A 63 cikloaurenon B 64 cikloaurenon C
61 R=CH, melemeleon D

Slika 15. Terpenoidi izolovani iz sundera Dysidea sp.

Aureol B je cikli¢ni etar arenarola, dok melemeleon C i D na hinonskom delu
poseduju taurinske supstituente. Cikloaurenoni A—C sadrze petocikli¢ni prsten nastao

direknom C—C vezom izmedu hinona 1 seskviterpenskog jezgra.84

2.5. Bioloski aktivna jedinjenja sa aminokiselinskim ostacima

2.5.1. Hinonska jedinjenja sa aminokiselinama u strukturi

Tokom istrazivanja sekundarnih metabolita iz morskih organizama, izolovana je
znacajna grupa seskviterpenskih hinona, nakidZihinona, iz ekstrakta morskog sundera sa
podrucja ostrva Okinava, familija Spongiidae.

Nakidzihinoni A (65) i B (66) (slika 16) su prvi seskviterpenski hinoni izolovani
iz prirodnog materijala koji u svojoj strukturi poseduju aminokiselinske ostatke (glicin i
valin, redom) na hinonskom prstenu. Izolovana jedinjenja su pokazala umerenu in vitro
antitumorsku aktivnost prema celijama misjeg limfoma L1210 i ¢elijama humanog
epidermoidnog karcinoma KB. Oba jedinjenja imaju zabelezeno antifungalno dejstvo
prema sojevima Candida albicans i Aspergillus niger. Utvrdeno je i da nakidzihinon A

inhibira dejstvo tirozinske protein-kinaze (ICsp 20 pg/mL).%

29



2. OPSTI DEO

Daljom obradom ekstrakta sundera, izolovani su nakidzihinoni C (67) i D (68)
(slika 16) koji na hinonskom delu imaju serinski, odnosno treoninski supstituent.
Citotoksi¢nost jedinjenja je ispitana in vitro prema pomenutim ¢elijama L1210 i KB.
Daljim ispitivanjem bioloSkih delovanja izolovanih komponenti, utvrdeno je da
pokazuju aktivnost prema c-erbB-2 kinazi (ICsp 26 uM i 29 uM, redom), zatim EGF
receptor-kinazi (ICso 170 uM i >400 uM, redom), kao i protein-kinazi C (1Csp 23 uM i
220 uM, redom).®

65  Nakidzihinon A R=H 67  NakidZzihinon C R =CH,0OH
66 Nakidzihinon B R = CHMe, 68 Nakidzihinon D R = CH(OH)Me

Slika 16. NakidZzihinoni A—D

Za razliku od prethodnih jedinjenja, nakidzihinoni G-I (69-71) (slika 17) kao
supstituente na hinonskom delu poseduju amine izvedene iz aminokiselina (histidina,

arginina, metionina redom).

R
HN
o)
NS
o)
HN—
N
69 nakidzihinon G R=
H
70 nakidzihinonH ~ R= %{\/\/NYNHZ
NH
71 nakidzihinon I R=%" "¢~
1
0

Slika 17. NakidZihinoni G-I
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Jedinjenja su pokazala umerenu aktivnost prema ¢elijama misjih limfoma P388 i
L1210, kao i ¢elijama KB in vitro. Evidentirana je i njihova inhibitorna aktivnost prema
HER2 kinazi. Nakidzihinon H je pokazao aktivnost prema bakterijskom soju
Micrococcus luteus (MIK 16,70 ug/mL), te antifungalnu aktivnost prema Cryptococcus
neoformans (MIK 8,35 pg/mL), Candida albicans (MIK 8,35 ug/mL) i Aspergillus
niger (MIK 16,70 pg/mL).*’

Nakidzihinoni J-R (72-80) u svojoj strukturi poseduju 2-metilbutilamin (72—-74)
koji poti¢e od L-izoleucina, izopentilamin (75, 76) izveden od L-leucina, izobutilamin
(77) koji je ostatak L-valina, fenetilamin (78, 79) ostatak fenilalanina, i taurin (80)

(slika 18).

72 Nakidzihinon ] R =R, 73 Nakidzihinon K R=R; 74 Nakidzihinon L R=R;
75 Nakidzihinon M R=R, 76 Nakidzihinon N R=R,
78  Nakidzihinon P R=R, 77  Nakidzihinon O R=R,
79 Nakidzihinon Q R=R,
80  Nakidzihinon R R=R;
R, = ‘{N/\/\ R, = ‘v‘r\N R, = ‘{N
H : H H
SO4H
Ri= & A/@ Rs = A
N H
H

Slika 18. Nakidzihinoni J-R

Nakidzihinoni P i R pokazuju inhibitornu aktivnost prema EGFR tirozin-kinazi
(procenat inhibicije 76% 1 >99%, redom), dok nakidzihinoni N, O i R pokazuju dejstvo

prema HER?2 tirozin-kinazi (procenat inhibicije 66%, 59% i 52%, redom).®

Schulz et al. su izolovali grupu sekundarnih metabolita iz bakterija soja
Streptomyces DB634 (pustinja Atakama, Cile).®® Abenhini A—D (81-85) su jednostavni
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aminobenzohinoni supstituisani razliitim nemodifikovanim aminokiselinama (slika

19).
X ﬁ?
abenhinC R= WA

H
82  abenhinBl R= )\)“ N

81 abenhin A R=

\ /

83 abenhin B2 R= 85 abenhinD R=

Slika 19. Abenhini A—D

Abenhini A 1 D, jedinjenja sa aromaticnim bo¢nim nizom, su pokazali umerenu
inhibitornu aktivnost prema fosfodiesterazama tipa 4 (ICso 4,6 i 4,2 uM, redom)®, dok
su ICsp vrednosti ostalih jedinjenja bile znatno nize. Slaba aktivnost je zabelezena
prema bakteriji B. subtilis, dok su jedinjenja potpuno neaktivna prema Staphylococcus
lentus, Xanthomonas campestris i C. albicans. Antiproliferativna aktivnost abenhina
prema mis§jim fibroblastima (NIH-3T3) je takode slaba (ICsp 19,3-57,8 uM). Abenhin A
je pokazao slabu antifungalnu aktivnost prema dermatofitama Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes i Microsporum canis.

S obzirom na malu koli¢inu jedinjenja izolovanih iz prirodnih resursa, Nain-
Perez et al. su uradili prvu totalnu sintezu abenhina A—D.%* Autori su razvili kratak i
efikasan sinteticki put (shema 12) koji je koris¢en i za sintezu dodatnih
aminokiselinskih analoga (86-88) (slika 20).

OH
o. _O N 0, HzO HO
o Oty [ |
tOH, rt 0 Cl
NH3 RN HCleo
H o

abenhin amlnoklsellnskl analog
abenhina

Shema 12. Dobijanje aminokiselinskih abenhina
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Autori su ispitali toksi¢no dejstvo svih jedinjenja prema cijanobakterijskom
model soju Synechococcus elongatus PCC6301. Rezultati ukazuju da dva (87, 88) od tri
aminokiselinska analoga pokazuju znacajno jace inhibitorno dejstvo nego prirodni

abenhini.

o) 0 o}
HO_ _O N HO_ _O N HO_ _O N
Y LUTCOM tCOMY
o} 0 0
N g N N
H o H o H o

86 87 88

Slika 20. Aminokiselinski analozi abenhina

Prirodni abenhini i sintetisani aminokiselinski analozi su ispitani prema panelu
humanih ¢elijskih linija. Abenhini A-D su pokazali slabo citotoksi¢no dejstvo (ECsg
>30 uM) prema svim Celijskim linijjama. Abenhinski derivat sa D-valinom u bo¢nom
nizu, izomer abenhina C, pokazao je znacajno pojacanje aktivnosti (ECsg 5,7-12,7 uM)
Sto ukazuje na esencijalnu ulogu D-konfiguracije aminokiselina na citotoksi¢nu
aktivnost ove grupe jedinjenja. Derivat abenhina sa L-metioninom je pokazao jace
dejstvo prema testiranim c¢elijama od izolovanih jedinjenja, Sto dokazuje da je, pored

optic¢ke izomerije aminokiselina, bitna 1 struktura bo¢nog niza aminokiselina.

Thimmegowda et al. su sintetisali grupu aminokiselinskih derivata prirodnog
proizvoda aloe-emodina (89-94), hidroksiantrahinona izolovanog iz eskudata biljke
Aloe vera (slika 21).%
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OH O OH

N\
HR
/I\CQ r)koA a1 Rzm
o™ 0”0

Slika 21. Sintetisani aminokiselinski derivati aloe emodina

Dobijenim estarskim aminokiselinskim derivatima je ispitana antitumorska
aktivnost prema celijskim linijama humanih raka jetre (HepG2), pluca (NCI-H460),
prostate (PC3) i grli¢a materice (HeLa). Metil-estar L-serinskog derivata (92) i etil-estar
B-alaninskog derivata aloe-emodina (94) su pokazali jacu antitumorsku aktivnost prema
HepG2 (ICsp 4,789 i 11,069 puM, redom) i NCI-H460 (ICsp 19,054 i 18,476, redom) u
poredenju sa jacinom dejstva polaznog jedinjenja prema istim celijama (ICsq 26,168 i
33,721uM, redom). Isti aminokiselinski derivati su prema celijskim linijama PC3 i

HeLa pokazali priblizno istu ja¢inu kao osnovni hinon.*

Valderrama et al. su sintetisali seriju aminokiselinskih derivata izohinolinhinona
u reakciji 3-metil-4-(metoksikarbonil)izohinolin-5,8-hinona (95) i metil-estara razlicitih

L- i D-a-aminokiselina (shema 13).%
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o) . o) 0 o)
~ NH, N
N )K( \OJ\(H7 N R ‘O
= EtOH, rt R = + /OWH\N 6
o] o] o H o
00" 00" 07> 0H
95 glavni proizvod sporedni proizvod
OH
% LAl R= £-CH 101 L-Tyr R= &/Q/
l NH
97 Lval R= §—< 102 L-Trp R= A/E@
9% L-leu R= M 103 Dp-Ala R= £CH,
99 L-Met R= &~ 104 p-Phe R= !VQ
H
N
100  L-Phe R= 105 o-Trp R= /

N

Shema 13. Reakcija izohinolinhinona sa metil estrima aminokiselina

Autori su ispitali in vitro citotoksi¢nu aktivnost sintetisanih jedinjenja prema
zdravim humanim fibroblastima plu¢a (MRC-5) i ¢elijskim linijama humanog raka
zeluca (ASG), pluéa (SK-MES-1) i besike (J82). Zabelezen je umeren do visok nivo
citotoksic¢nosti svih derivata (ICsp 0,58-15,43 uM), pri ¢emu su L-valinski (97) i L-
triprofanski (102) derivati hinona supstituisani u polozaju C-6 najaktivniji. Derivati koji
u svojoj strukturi poseduju L- i D-alanin (96 i 103), odnosho L- i D-fenilalanin (100 i
104) beleZe najbolju selektivnost. 1z prethodno navedenih rezultata se namece zakljucak
da veli¢ina aminokiseline nije bitna za mehanizam dejstva. Za enantiomerne parove
alaninskih derivata su dobijeni razliCiti rezultati citotoksi¢ne aktivnosti 1 selektivnosti,
ukazujuéi na to da je hiralno prepoznavanje uklju¢eno u mehanizam antitumorskog
dejstva. Kod fenilalaninskih (100, 104) i triptofanskih (102, 105) derivata nije toliko
izrazen efekat enantiomerije. Uticaj regioselektivnost na nivo citotoksi¢nosti je izrazen
kod svih derivata gde su iz reakcije uspesno izolovana oba proizvoda. Nukleofilna
adicija aminokiseline na polozaj C-6 hinonskog jezgra uvek ima pozitivniji uticaj na
aktivnost u poredenju sa derivatom kod kog je ista aminokiselina adirana na polozaj C-

7.9
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2.5.2. Aminokiseline u sastavu prolekova

Pregledom literature zapazen je znacajan broj radova u kojima se aminokiseline
pominju u svojstvu jedinica koje ucestvuju u gradenju prolekova bioloski aktivnih
jedinjenja. Njihova uloga se zasniva na povecanju rastvorljivosti jedinjenja, olakSanom

transportu u ciljne ¢elije 1 povecanju stabilnosti.

Poveéanje rastvorljivosti u vodi. Brivanib (106), inhibitor VEGFR-2 i FGFR-
-1,% koristi se u terapiji hepatocelularnog karcinoma jetre i kolorektalnog karcinoma
(slika 22).% Niska rastvorljivost jedinjenja u vodi dovodi do brze hidrolize u plazmi,
&ime se smanjuje koncentracija jedinjenja posle oralne primene.®’

Kako bi se poboljsala rastvorljivost u vodi, Cai et al. su sintetisali seriju
aminokiselinskih prolekova brivaniba i utvrdili da je L-alanil estar brivaniba (107)
jedinjenje sa izrazenom rastvorljivoséu (73 mg/mL na pH 5,8) u poredenju sa
brivanibom (<1 pg/mL na pH 6,5). U eksperimentima sa Zivotinjama, dokazano je da
pomenuti prolek poveéava oralnu bioraspoloZivost brivaniba (55-97%).% Sintetisani
prolek se tokom apsorpcije brzo i potpuno prevodi u brivanib dejstvom razli¢itih

esteraza $to poboljSava oralnu upotrebu leka.'®

H
H N
/
N Om
/ F
(6] o " XN
S NN F \_/ \ N\N)
N 0
: N 0
HO __2:
NH,
106 brivanib 107 L-alaninski estar brivaniba

Slika 22. Brivanib i njegov alaninski prolek

Jedinjenje CEP-5214 (108) je inhibitor VEGF-R tirozin-kinaze sa
antitumorskom aktivno$¢u. Slaba rastvorljivost u vodi (< 10 pg/mL) i niska oralna
bioraspolozivost agensa je dovela do sinteze N,N-dimetilglicinskog estra jedinjenja,
proleka CEP-7055 (109).°* Rastvorljivost u vodi sintetisanog proleka je poboljsana
Cetiri hiljade puta (40 mg/mL) u poredenju sa CEP-5214, dok je oralna bioraspolozivost
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povecana 15-20%. Prolek se hidrolizuje do aktivne komponente tokom apsorpcije u

enterocitima dejstvom aminopeptidaza (shema 14). CEP-7055 je hemioterapeutski

agens koji se koristi u leCenju glioblastoma i raka debelog creva,101@- 102

109 CEP-7055 108 CEP-5214

Shema 14. Hidroliza CEP-7055 do CEP-5214

Koriséenje intestinalnih transportera za oralnu upotrebu. Gabapentin (110) i
baklofen (111) (slika 23), strukturni analozi GABA, koriste se u leenju razli¢itih
neuroloskih bolesti. Jedinjenja se apsorbuju u tankom crevu preko L-aminokiselinskog
transportera ogranicenog kapaciteta. U cilju reSavanja farmakokineti¢kih ograniCenja,
sintetisani su prolekovi XP13512 (112) i XP19986 (113), redom, ¢iji se transport vrsi
preko transportera za monokarboksilne kiselina tipa 1 (MCT-1) i Na-zavisnih

multivitaminskih transportera (SMVT).1%

OH

H,N OH o
o]

Cl
110 gabapentin 111 baklofen

OIO
L L or

Cl
112 XP13512 113 XP19986

Slika 23. Gabapentin i baklofen, te njihovi prolekovi
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Midodrin  (ProAmatine®, Gutron®) (115) predstavlja glicinski prolek

desglimidodrina (114), selektivnog agonista al-receptora, i Koristi se u tretmanu

104

ortostatske hipotenzije (slika 24). Apsorbuje se uglavhom preko PEPT1

transportera’® i biokonvertuje uglavnom u jetri i sistemskoj cirkulaciji dejstvom

105

nepoznatih peptidaza.” Oralna bioraspolozivost midodrina (93%) je dvostruko veca od

polaznog jedinjenja.'®®

OH OH H
/O\©\)VNH2 /o\©\)VN i NH,
0
o~ o~
114 desglimidodrin 115 midodrin

Slika 24. Desglimidodrin i njegov glicinski prolek midodrin

Produieno  oslobadanje.  Lizinski  prolek  deksamfetamina  (116),
lizdeksamfetamin (117) (Vyvanse®), koristi se u leGenju hiperkinetitkog poremeéaja
(ADHD).'® Prolek se apsorbuje PEPT1 i aminokiselinskim transporterima, dok u

eritrocitima dolazi do oslobadanja aktivne komponente (shema 15).1%7

NH, NH,

117 lizdeksamfetamin L-lizin 116 deksamfetamin

Shema 15. Hidroliza lizdeksamfetamina

Dobrobit proleka lezi u produzenom oslobadanju i dejstvu, tako da je lek
mogucée unositi jedanput dnevno. Dodatno, lisdeksamfetamin ima manje nezeljenih

dejstava od ostalih amfetamina koji se unose inhalacijom ili intravenozno.'%

Prolekovi za intravensku isporuku. Antiepileptik karbamazepin (118) je

relativno slabo rastvorljiv u vodi (0,12 mg/mL).
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OQ OQ

N
0 © NH
ik )\/ "
0 NH; " CI-
118 karbamazepin 119

Slika 25. Karbamazepin i glicinski prolek karbamazepina

U cilju dobijanja komercijalno dostupne formule za intravenozni plasman,
sintetisan je njegov aminokiselinski derivat. N-Glicinski prolek karbamazepina (119)
(slika 25) je pokazao daleko veéu rastvorljivost u neutralnoj formi (4,40 mg/mL), dok je
na pH 4,0 zabeleZena jo§ znacajnija vrednost (50 mg/mL). Hemenway et al. su dokazali
da se kod pacova nakon intravenozne administracije proleka, aktivna supstanca brzo i
potpuno oslobada. Zbog hemijske stabilnosti proleka (tgoe, = 5,9 dana na pH 4, +25 °C),

liofilizovani proizvod se rastvara neposredno pred intravenozni plasman.'®

Mete za aminokiselinske prolekove. Kod nekih tumora je uocena izrazitija
aktivnost enzima prolidaze u poredenju sa normalnim tkivima, $to je dovelo do sinteze
prolinskih prolekova za koje se ocekivalo da bi bili aktivirani ovim enzimom. Prolinski
prolekovi melfalana*®® (120) i metotreksata'™ (121) su sintetisani kao supstrati za
specificne citosolne peptidaze, prolidaze, kako bi se prevazisla rezistentnost mnogih

éelijskih linija raka na ove lekove (slika 26).1*?

N_ _N_ _NH,
o T Y Y
0 N\ OH N \N N
o TR
Cl \ N 0
HO

120 121

Slika 26. Prolinski prolekovi melfalana i metotreksata

Konkretno, oba proleka su pokazala jacu citotoksi¢nost od polaznih jedinjenja

prema celijskoj liniji raka dojke MDA-MB-231. Smatra se da su za to odgovorna dva
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mehanizma, ¢injenica da se prolinski prolekovi efikasnije transportuju u ¢elije raka i da

poviseno dejstvo prolinaza dovodi do efikasnijeg oslobadanja leka u ¢eliji raka.

Povecanje metabolicke stabilnosti leka. Gemcitabin (122) (2',2'-difluor-2'-
deoksiuridin, Gemzar®) (slika 27) je nukleozidni citotoksi¢ni agens koji se koristi u
leGenju Sirokog spektra raka (pluca™®, dojke™*, jajnika'™®, besike™®, glioblastoma™’),

dok je standard za leGenje raka pankreasa (odobren od FDA 1997. god).*®

NH,
N=~ |
N
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F

HO

OH F

122 gemcitabin

Slika 27. Struktura gemcitabina

Jedan od glavnih problema u terapiji raka jeste ¢injenica da tumori postanu
rezistentni na lek tokom vremena. Gemcitabin se transportuje u celije preko razlicitih

transportera, kao Sto hRENT1 (slika 28).

Gemcitabin

sintetaza
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Q-ET— dFdCMP — dFdCDP —_— dFdCTP
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—
= dFDU «—— drdumP
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dFAC-RNA H dFAC-DNA ]

dFdC: difluorodeoksi-citidin , dCK : deoksicitidin-kinaza , AR : ribonukleotid reduktaza
TS: dmidilacsintaza |, dCDA :deoksicitidin-deaminaza |, 5-NT : S-nuklcotidaza

Slika 28. Gemcitabin u éeliji (izvor: ref ')

40



2. OPSTI DEO

Snizena ekspresija hENT1 je odgovorna za nizi nivo aktivnosti gemcitabina jer
je blokirana njegova usvojivost.*?° Nivo dezoksicitidin-deaminaze (dCK) je u korelaciji
sa nivoom citotoksinosti gemcitabina.”** Kako se jedinjenje u krvi brzo deaminuje
dejstvom citidin-deaminaze u neaktivni metabolit 2’,2'-difluorodeoksi-uridin (123) koji

122

se potom izluCuje preko urina (shema 16),”“ gemcitabin ima vrlo kratko poluvreme

Zivota.'?

Aminokiselinski prolekovi gemcitabina su se pokazali kao reSenje za
poboljSanje oralne usvojivosti preko oligopeptidnih transportera, kao i za povecanje
metabolicke stabilnosti prema citidin-deaminazi.**

Song et al. su sintetisali seriju aminokiselinskih prolekova gemcitabina.'**®
Prolekovi su pokazali visok afinitet prema PEPT1 transporterima u poredenju sa
polaznim jedinjenjem. Ipak je samo za 5’-L-valinske, 5’-L-izoleucinske (124) i 5’-L-
fenilalaninske estre gemcitabina zabelezena povecana usvojivost u HeLa/hPEPTI

¢elijama, u poredenju sa kontrolnim HeLa ¢elijama.

NH, (|)
O7kN OAN
citidin-deaminaza
_—
o 0]
HO . HO .
OH E OH F
122 gemcitabin 123 2',2"-difluorodeoksi-uridin
NH, NH,
2] ]
0PN e
o hidrolaze
_—
© o
H,N 0 . HO -
OH
F OH ¢
124 L-lle-gemcitabin 122 gemcitabin

Shema 16. Dejstvo citidin-deaminaze na gemcitabin i hidroliza proleka gemcitabina
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3. NASI RADOVI

Borba protiv raka je jedan od glavnih ciljeva Svetske zdravstvene organizacije. S
obzirom na dosada$nji broj obolelih i ucestalost bolesti, te nove mehanizme koje
tumorske ¢elije razvijaju kako bi prezivele, iznalazenje novih antitumorskih agenasa i
poboljsanje aktivnosti ve¢ postojecih je prioritet nau¢ne zajednice Sirom sveta.

Morski sunderi su bogat izvor jedinjenja koja poseduju citotoksi¢nu aktivnost. S
obzirom na njihovu strukturnu raznolikost, vrlo su interesantni za dalje modifikacije. S
druge strane, aminokiseline su se pokazale kao bitni faktori u reSavanju problema kao
Sto su rastvorljivost 1 usvojivost jedinjenja.

Kao cilj ove doktorske disertacije je definisano, pre svega, dobijanje
aminokiselinskih derivata osnovnog jedinjenja avarona, seskviterpenskog hinona
izolovanog iz morskog sundera D. avara, za koje se ocekivalo da budu bolje rastvorljivi
u vodi kako od avarona, tako i od aktivnih i selektivnih alkilamino-derivata.

Potom se o¢ekivalo dobijanje iste serije aminokiselinskih derivata model hinona
tert-butilhinona, kako bi se utvrdilo da li 1 na koji nacin pojednostavljenje strukture
utice na biolosku aktivnost jedinjenja.

U nastavku je akcenat stavljen na ispitivanje bioloske aktivnosti dobijenih
aminokiselinskih derivata pomenutih hinona. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti je bio
jedan od glavnih zadataka jer se oCekivalo da ¢e derivati avarona biti aktivniji od
polaznog jedinjenja. Planirano je rasvetljavanje mehanizma citotoksi¢nog dejstva
jedinjenja, odnosno sticanje uvida u ¢elijski ciklus i odredivanje ciljnih kaspaza.

Nakon toga je planirano i1 utvrdivanje antibiotske i antifungalne aktivnosti
dobijenih aminokiselinskih derivata.

Potom je planirano ispitivanje interakcija derivata sa biomakromolekulima,
odnosno njihova sposobnost da alkiluju ¢elijske nukleofile, u ovom slucaju model-
-enzim lizozim, kao 1 nac¢ina na koji intereaguju sa DNA izolovanom iz timusa goveceta
(CT-DNA) i plazmidom pUC109.

Na kraju je planirano utvdivanje antioksidativne aktivnosti dobijenih

aminokiselinskih derivata hinona.
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3.1. Uvod

Morski sunderi pripadaju grupi najprimitivnijih viSecelijskih organizama u
zivotinjskom svetu. Njihov metabolizam je vrlo slozen. To potvrduje i znacajan broj
strukturno razlicitih jedinjenja koja su do sada izolovana. Poznato je da sunderi zive u
simbiozi sa drugim organizmima, ali nivo njihove prisutnosti varira od vrste do vrste.
Zahvaljuci tome, teze je razjasniti biosintetski put nastajanja izolovanog jedinjenja, kao
i njegovu funkciju u sistemu.

Sedamdesetih godina proSlog veka, iz morskog sundera Dysidea avara
(Schmidt, 1862), klasa Demospongiae, red Dictyoceratida, familija Dysideidae, rod
Dysidea (slika 29), izolovana je velika koli¢ina seskviterpenskog hidrohinona avarola,
dok je njegov oksidovani oblik, seskviterpenski hinon avaron, izolovan u mnogo
skromnijem procentu.'?

S obzirom na to da je utvrdeno da D. avara sadrzi relativno male koli¢ine
simbiotskih bakterija, avarol se smatra za biosintetski metabolit samog morskog
organizma,*?® dok avaron nastaje njegovom spontanom oksidacijom. Time je naglaSena

njihova uloga u sistemu odbrane sundera.

Slika 29. Morski sunder Dysidea avara. (izvor: ref *¥')
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Avarol 1 avaron su pokazali vrlo Siroku paletu bioloskih delovanja.128

Antileukemijsko dejstvo je evidentirano in vitro i in vivo.**® Rezultati in vitro testova na
¢elije L5178y za avarol (EDsy 0,93 uM) i avaron (EDsp 0,62 M) ukazuju na to da su
ova jedinjenja aktivnija od terapeutski primenjivanog agensa bleomicina. In vivo testovi
su svrstali avaron u jako aktivne, a avarol u umereno aktivne citostatike, uporedive sa

intenzitetom dejstva daunorubicina i metotreksata.

3.1.1. Dobijanje aminokiselinskih derivata hinona

Kao polazna jedinjenja za dobijanje aminokiselinskih derivata koriS¢eni su
avarol (14) i komercijalno dostupno model jedinjenje, tert-butilhidrohinon (125) (slika
30).

OH

/© OH
£ JOH
OH
14 avarol 125 tert-butilhidrohinon

Slika 30. Avarol i tert-butilhidrohinon

tert-Butilhidrohinon je izabran kao model jedinjenje kako bi se ispitalo da li i u
kojoj meri pojednostavljenje strukture uti¢e na bioloSku aktivnost sintetisanih derivata.
Struktura jedinjenja je znacajno upro$¢ena u poredenju sa avarolom. Na mestu
seskviterpenskog dela avarona se nalazi tert-butil grupa koja je hidrofobna i
voluminozna, bez prisustva hiralnog centra §to je ¢ini veoma pogodnom.

Hidrohinoni su oksidovani u odgovaraju¢e hinone u reakciji sa srebro-oksidom.
Zeljeni derivati su dobijeni Michael-ovom adicijom aminokiselina na hinonsko jezgro

osnovnih jedinjenja (shema 17).
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Shema 17. Mehanizam nukleofilne adicije aminokiseline na hinon

3.1.2. Dobijanje i karakterizacija aminokiselinskih derivata avarona

Aminokiselinski derivati avarona su dobijeni reakcijom izabrane aminokiseline

sa ovim hinonom (shema 18).

OH ) @]
Ry
ii) R,
14 15 126 Gly R,=H R,= NHCH,COOH
127 L-Ala R,=H R,= NHCHCH,COOH
128 pB-Ala R,=H R,= NH(CH,),COOH
129 p-val R;=H R,= NHCH(CH(CH,),)COOH
130 i-leu R,=H R,= NHCH(CH,CH(CH,),)
i) Ag,0, dietil etar, 2h, s.t. 131 wPo Ri=—N R,=H
1) AK, NaHCO,, 50% EtOH, s.t 132 -Met R,=H %% R,= NHCH((CH,),SCH,)COOH
133  LPhe R,=H R,= NHCH(CH,Ph)COOH
134 . Trp R,=H

R,= NHCH(A%COOH

Shema 18. Dobijanje aminokiselinskih derivata avarona
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Opsti postupak za dobijanje aminokiselinskih derivata avarona: U etanolni
rastvor avarona lagano je dodavana odgovaraju¢a aminokiselina, prethodno rastvorena u
zasi¢enom rastvoru natrijum-bikarbonata u cilju povecanja udela molekula sa
slobodnom amino grupom. Nakon meSanja na sobnoj temperaturi u toku odredenog
vremena, potom obrade rekacione smese, te visestrukog hromatografskog precis¢avanja,

izolovan je Zeljeni aminokiselinski derivat.

U reakciji glicina sa avaronom, dobijen je Cist proizvod 126 u obliku crvenih
kristala, u prinosu od 43%. *H NMR spektar jedinjenja 126 pokazuje dublet na 8y 6,33
ppm koji odgovara protonu sa C-6’, sa konstantom kuplovanja od J = 1,6 Hz, dok
dublet na dy 5,32 ppm sa istom vrednoséu konstante kuplovanja odgovara protonu sa C-
4’, §to ukazuje na supstituciju u polozaju 3’. Singlet na 6y 3,62 ppm odgovara
protonima sa o-C atoma glicina. U spektru 3C NMR javlja se signal na 8¢ 174,6 ppm
koji poti¢e od C-atoma karboksilne grupe, dok se na o¢c 47,0 ppm belezi signal a-C
atoma aminokiseline. Struktura jedinjenja je potvrdena masenim spektrom visoke
rezolucije koji pokazuje signal na m/z 386,23150 (M+H)".

L-Alaninski derivat avarona 127 je dobijen u obliku crvenih kristala, u reakciji
polaznog jedinjenja sa L-alaninom u prinosu od 25%. U *H NMR spektru derivata
javljaju se dubleti na 6y 6,24 1 5,27 ppm (J = 2,4 Hz) $to ukazuje na supstituciju u
poloZaju 3°. Karakteristi¢an kvartet na 6y 3,71 ppm odgovara rezonanciji protona sa o-C
atoma, dok signal metil grupa iz bo¢nog niza odgovara dubletu na 64 1,33 ppm. B¢
NMR spektar prisustvom signala na d¢c 178,7 ppm ukazuje na prisustvo ugljenika iz
karboksilne grupe aminokiseline. Uocljivi su 1 signali na 6¢ 54,1 1 17,3 ppm koji poticu
od rezonancije a-C atoma i metil grupe alanina, redom. Cisto¢a derivata 127 je
potvrdena karakteristicnim signalom koji je lociran na m/z 400,24715 (M+H)" u
masenom spektru.

Tretiranjem avarona [-alaninom formiran je derivat 128 u prinosu od 34%.
Supstitucija hinonskog jezgra u polozaju 3 potvrdena je prisustvom dubleta u 'H NMR
spektru koji odgovaraju protonima sa C-6’ i C-4’ (8 6,32 1 5,46 ppm, redom, J = 2,8
Hz). U istom spektru, vidljivi su signali vodonika iz metilenskih grupa aminokiseline u
obliku tripleta na &y 3,34 i 2,45 ppm, dok u *3C NMR spektru signali na 5¢ 40,8 i 36,7

ppm odgovaraju ugljenicima tih grupa. C-atomu iz aminokiselinske karboksilne grupe
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odgovara signal na d¢c 179,5 ppm. Signal u masenom spektru potvrduje masu jedinjenja,
m/z 400.24846 (M+H)".

Nukleofilnom adicijom D-valina na hinonsko jezgro avarona, dobijen je derivat
129 u prinosu od 40%. U *H NMR spektru jedinjenja, pored dubleta na 8y 6,33 i 5,42
ppm (J = 2,8 Hz) koji pripadaju hinonskim protonima (supstitucija u polozaju 3°),
prisutan je multiplet na oy 2,19 ppm koji odgovara protonu sa racvastog C-atoma
izopropil grupe valina, kao i dubleti na 4 1,07 i 0,99 ppm koji odgovaraju rezonanciji
protona primarnih C-atoma pomenute grupe. Signal protona sa o-C atoma ima oblik
dubleta i javlja se na 8y 3,60 ppm, dok signal na 8¢ 64,7 ppm u *C NMR spektru
potvrduje postojanje o-C atoma. *C NMR spektar pokazuje signal C-atoma iz
karboksilatne grupe na 6¢c 177,6 ppm, dok se C-atomi iz izopropil grupe bo¢nog niza
pojavljuju na d¢c 32,4 ppm (racvasti C-atom), i 6¢c 20,5 i 18,3 ppm (terminalni C-atomi).
Cistoéa i bruto formula jedinjenja su potvrdene signalom m/z 428,27917 (M+H)* u
masenom spektru.

L-Leucinski derivat avarona 130 je dobijen pri istim reakcionim uslovima kao i
prethodni derivati. Dobijen je proizvod koji je izolovan u obliku crvenih kristala u
prinosu od 30%. Dubleti u *H NMR spektru na 6,32 i 5,39 ppm (J = 2,8 Hz) ukazuju na
supstituciju u polozaju 3’. Singleti na dy 0,93 1 0,96 ppm su karakteristi¢ni za protone
terminalnih C-atoma izobutil grupe leucina, dok multiplet na 64 1,71 ppm odgovara
rezonanciji protona sa preostala dva C-atoma grupe. U *C NMR spektru su uoéljivi
signali metil grupa leucina na 6c 22,8 i 23,5 ppm, signal tercijarnog C-atoma izobutil
grupe na o¢c 26,4 ppm, dok signali na 6c 42,0 i 58,0 ppm odgovaraju ugljeniku
metilenske grupe i a-C atomu aminokiseline. Signal u masenom spektru ukazuje na
korektnu bruto formulu jedinjenja, m/z 442,29476 (M+H)".

Nakon reakcije sa L-prolinom, dobijen je derivat 131 u obliku crvenoljubicastih
kristala, u prinosu od 19%. U "H NMR spektru jedinjenja prisutni su singleti na 8y 5,37
1 6,13 ppm koji poticu od hinonskih protona i ukazuju na supstituciju u polozaju 4’.
Protoni pirolidinskog prstena se javljaju kao multipleti. U **C NMR spektru prisutan je
signal C-atoma iz karboksilne grupe prolina na d¢c 180,0 ppm, kao i signali C-atoma
pirolidinskog prstena (¢ 66,9, 33,0 i 30,7 ppm). Struktura proizvoda je potvrdena

masenim spektrom koji pokazuje karakteristi¢an signal na m/z 426,26373 (M+H)".
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Nukleofilnom adicijom L-metionina na avaron, dobijeno je jedinjenje 132 koje
je izolovano u prinosu od 15%. Pristustvo dubleta u *H NMR spektru na &y 6,33 i 5,45
ppm, sa J = 2,2 Hz, potvrduje da se supstitucija desila u polozaju 3’. U istom spektru je
prisutan singlet na dy 2,04 ppm Kkoji odgovara rezonanciji protona iz metil grupe
aminokiseline, kao i multipleti koji su karakteristi¢ni za protone iz metilenskih grupa
bocnog niza metionina. U 3¢ NMR spektru dobijenog derivata uocljiv je signal na dc
176,9 ppm koji poti¢e od C-atoma iz karboksilne grupe, kao i signal na 6¢c 57,9 ppm
koji odgovara a-atomu ugljenika iz metionina. C-atomima iz metilenskih grupa bo¢nog
niza aminokiseline odgovaraju signali na 6¢ 32,1 1 31,1 ppm, dok je signal na 6c 15,4
ppm karakteristi¢an za ugljenik iz metil grupe istog dela molekula. Signal u masenom
spektru jedinjenja na m/z 460,25091 (M+H)" potvrduje korektnu bruto formulu
jedinjenja.

L-Fenilalaninski derivat avarona 133 je izolovan u obliku crvenih kristala
(prinos 10%). '"H NMR spektar potvrduje supstituciju u 3’ polozaju hinona (54 6,26 i
5,21 ppm, J = 2,2 Hz). Sirok signal u intervalu &y 7,20-7,08 ppm potiée od protona iz
fenil grupe L-fenilalanina. Protoni iz metilenske grupe bo¢nog lanca se javljaju kao
dvostruki dubleti na oy 3,27 i 2,99 ppm. Isti oblik signala na oy 3,98 ppm je
karakteristi¢an i za protone o-C atoma. Signal u *C NMR spektru na 8¢ 176,8 ppm
poti¢e od C-atoma aminokiselinske karboksilne grupe, dok signal na dc 59,9 ppm
odgovara a-atomu ugljenika. C-atomima iz fenil glupe odgovaraju signali u intervalu od
oc 138,7-127,6 ppm. Signal ugljenika iz metilenske grupe u bo¢nom nizu je vidljiv na
dc 39,0 ppm. Stepen ¢istoce jedinjenja je potvrden masenim spektrom visoke rezolucije
koji prikazuje karakteristi¢an signal na m/z 476, 27878 (M+H)".

Crveni kristali L-triptofanskog derivata avarona 134 su dobijen u prinosu od
32%. 'H NMR spektar sadrzi signale vodonika iz indolnog prstena aminokiselinskog
boc¢nog niza u intervalu oy 7,55-6,92 ppm. Protonu sa o-C atomu aminokiseline
odgovara §iroki singlet na oy 4,09 ppm, dok protoni sa metilenske grupe u bo¢nom nizu
daju multiplete u intervalu oy 3,55-3,40 ppm i oy 3,30-3,15 ppm. Signali C-atoma iz
indolnog prstena u *C NMR spektru se nalaze u rasponu od 8¢ 137,7-111,2 ppm. a-
Ugljenik odgovara signalu na 6¢c 54,5 ppm, dok C-atom iz metilenske grupe u boénom
nizu daje signal na 3¢ 28,8 ppm. Masa jedinjenja je potvrdena signalom u masenom

spektru na m/z 515,28989 (M+H)".
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3.1.3. Dobijanje i karakterizacija aminokiselinskih derivata tert-butilhinona

Prvi korak u dobijanju aminokiselinskih derivata tert-butilhinona (135) je
oksidacija komercijalno dostupnog tert-butilhidrohinona (125) (shema 19). Reakcioni
uslovi su odgovarali prethodno primenjenim za dobijanje avaronskih derivata, s tim da
Su vremena trajanja reakcija bila kra¢a. Prilikom izolovanja je primenjena kiselo-bazna
ekstrakcija. Radi olakSane interpretacije rezultata, numeracija ugljenikovih C-atoma u

hinonskom jezgru je kod obe serije jedinjenja zasnovana na avaronskom prstenu.

OH o) 0
. . R,
i) 5 i) o
R,
OH 0 0

125 135 136 Gly R,=H R,= NHCH,COOH

137 L-Ala R,=H R,= NHCHCH,COOH
138 p-Ala R,=H R,= NH(CH,),COOH
139 ob-val R,=H R,= NHCH(CH(CH,),)COOH
140 Lleu R,=H R,= NHCH(CH,CH(CH,),)

i) Ag,0, dietil etar, 2h, st. 141 wPro R, :—N;/ Rp=H

i) AK, NaHCO,, 50% EtOH, s.t. 142 Met R,=HZ'  R,= NHCH((CH,),SCH,)COOH
143 Phe R,=H R,= NHCH(CH,Ph)COOH

144 . Trp R,=H R,= NHCH(A%COOH

Shema 19. Dobijanje aminokiselinskih derivata tert-butilhinona

Glicinski derivat tert-butilhinona 136 je nagraden u obliku crvenih kristala, sa
skromnim prinosom od 12%. *H NMR spektar sadrzi dublete na 8y 6,41 i 5,30 ppm (J =
2,2 Hz) karakteristicne za hinonske protone u polozajima C-6 i C-4 $to potvrduje
supstituciju u polozaju C-3. Frekvencije protona sa o-C atoma glicina se beleZe na oy
3,64 ppm u obliku prosirenog singleta. U *C NMR spektru jedinjenja karakteristiéni su
signali na d¢c 174,9 i 47,0 ppm koji odgovaraju karboksilnoj grupi, odnosno a-C atomu
glicina. Struktura jedinjenja 136 je potvrdena prisustvom signala lociranog na m/z
238,10636 (M+H)" u masenom spektru.
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Crveni kristali L-alaninskog derivata tert-butilhinona 137 su izolovani u prinosu
od 24%. Supstitucija je izvrSena u poloZaju 3 Sto dokazuju dubleti protona iz hinonskog
jezgra (5 6,40 i 5,35 ppm, J = 2,2 Hz) u *H NMR spektru. Vidljiv je i dublet na 8y 1,43
ppm koji odgovara rezonanciji protona iz metil grupe u bo¢nom lancu alanina. Signal
protona sa a-C atoma aminokiseline javlja se kao kvartet na 84 3,81 ppm. U *C NMR
spektru uocljiv je signal na 6¢c 179,3 ppm koji pripada aminokiselinskoj karboksilnoj
grupi, zatim signal na 6¢c 54,0 ppm karakteristi¢an za a-C atom, kao i na 6¢ 18,0 ppm od
metil grupe alanina. Rezultat masenog spektra m/z 252,12285 (M+H)" je u saglasnosti
sa izracunatim vrednostima.

B-Alaninski derivat 138 je dobijen takode u obliku crvenih kristala (prinos 48%).
'"H NMR spektar je potvrdio supstituciju u polozaju 3 (dubleti hinonskih protona na 8
6,41 1 5,44 ppm). Triplet na oy 3,30 ppm odgovara metilenskoj grupi blizoj amino grupi,
dok je Siroki signal na oy 2,55 ppm Kkarakteristika druge metilenske grupe iz
aminokiselinske strukture. U *C NMR spektrima se vide signali karboksilne grupe na
dc 178,1 ppm, kao i metilenskih grupa (8¢ 40,4 i 30,0 ppm). Cisto¢u jedinjenja
potvrduje karakteristiGan fragment na m/z 252,12255 (M+H)".

Jedinjenje 139, tj. D-valinski derivat po¢etnog hinona, dobijen je u reakciji sa D-
valinom u prinosu od 28%. Pored dubleta koji odgovaraju protonima iz 3’-
supstituisanog hinonskog jezgra (84 6,41 i 5,40 ppm, J = 2,4 Hz), u *H NMR spektru
vidi se dublet na 6y 3,61 ppm koji odgovara rezonanciji protona sa a-C atoma, dok je
prisutan 1 onaj na oy 0,98 ppm koji pripada protonima iz metil grupa bocnog lanca
valina. Hemijsko pomeranje protona sa ra¢vastog C-atoma izopropil grupe bo¢nog lanca
zabeleZeno je na 8y 2,20 ppm u obliku multipleta. U **C NMR spektru jedinjenja se
vide signali na d¢c 20,0 i 19,1 ppm koji odgovaraju rezonanciji primarnih ugljenika
boc¢nog niza, dok je signal na dc 32,5 ppm karakteristiCan za tre¢i C-atom izopropil
grupe. Signal o-C atoma je vidljiv na 6c 64,5 ppm, dok je hemijsko pomeranje C-atoma
karboksilne grupe zabelezeno na d¢c 177,6 ppm. Masenim spektrom je potvrdena bruto
formula jedinjenja, m/z 280,15442 (M+H)".

L-Leucinski derivat tert-butilhinona 140 je dobijen u obliku crvenih kristala u
prinosu od 18%. 'H NMR spektar prikazuje dublete hinonskih protona (3 6,32 i 5,29
ppm, J = 2,2 Hz) karakteristicne za 3’-supstituciju, kao i dublete koji odgovaraju

hemijskim pomeranjima C-atoma iz metil grupa bo¢nog niza aminokiseline (64 0,89 i
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0,83 ppm, J = 6,0 Hz). Protoni sa preostala dva C-atoma iz leucinske izobutil grupe
javljaju se kao multiplet na oy 1,64 ppm. Hemijsko pomeranje protona sa o-C atoma
zabelezeno je na &y 3,68 ppm. U *C NMR spektru prisutni su signali primarnih
ugljenika iz izobutil grupe aminokiselinskog bo¢nog niza na éc 22,7 i 23,4 ppm, dok je
signal tercijarnog C-atoma uocljiv na d¢ 26,4 ppm. Ugljenik iz metilenske grupe bo¢nog
niza se vidi na d¢c 42,3 ppm. Signal o-C atoma leucina se nalazi na 6¢c 58,0 ppm, dok
signal na 8¢ 178,4 ppm odgovara karboksilnom ugljeniku. Cisto¢a i struktura jedinjenja
su potvrdene masenim spektrom, m/z 294,16991 (M+H)".

L-Prolinski derivat 141 je dobijen u prinosu od skromnih 9%, u obliku
ljubicastih kristala. Nukleofilna adicija L-prolina je iSla u polozaj 4 $to je potvrdeno
signalima u "H NMR spektru. Naime, u spektru se javljaju signali na 8 5,40 i 6,28 ppm
kao singleti koji poti¢u od hinonskih protona sa polozaja 3 i 6. U **C NMR spektru su
uocljivi signali iz pirolidinskog prstena: na 6¢c 66,7 ppm (C-11), 52,2 (C-15), 33,0 (C-
13) i 24,0 ppm (C-14). Aminokiselinska karboksilna grupa odgovara signalu na ¢
180,1 ppm. Bruto formula jedinjenja 141 je potvrdena masenom spektrometrijom i
signalom locinarim na m/z 278,13828 (M+H)".

Crveni kristali L-metioninskog derivata 142 izolovani su u prinosu od 17%.
Protonski NMR spektar jedinjenja ukazuje na supstituciju u polozaju 3 (64 6,42 i 5,44
ppm, J = 2,2 Hz). Proton sa a-C atoma se vidi u obliku dvostrukog dubleta na 64 3,88
ppm. U spektru su prisutni i multipleti u intervalima &y 2,52 1 2,15-2,01 ppm koji poti¢u
od protona metilenskih grupa bo¢nog niza metionina, dok protoni iz metil grupe
odgovaraju singletu na 6y 1,98 ppm. U BC NMR spektru su uocljivi signali metil grupe
na oc 15,3 ppm i metilenskih grupa bo¢nog niza na d¢c 31,2 i 32,5 ppm. Spektar
pokazuje signal karakteristican za a-C atom na 6¢c 58,0 ppm, kao i signal koji odgovara
karboksilnoj grupi na 6c 177,0 ppm. Struktura je dodatno potvrdena signalom m/z
312,12628 (M+H)" u masenom spektru.

L-Fenilalaninski derivat hinona 143 je dobijen pri istim reakcionim uslovima, u
prinosu od 41%. *H NMR spektar pokazuje multiplet u intervalu 8y 7,14—7,22 ppm koji
je karakteristican za protone iz fenil grupe. Protoni iz metilenske grupe bo¢nog niza
aminokiseline se ogledaju u signalima na &y 3,05 i 3,23 ppm, dok se signal protona sa
a-C atoma vidi na 8y 3,99 ppm. U **C NMR spektru se jasno uodavaju signali na 8¢
127,7 (C-17), 129,4 (C-16, C-18), 130,5 (C-15, C-19) i 138,8 (C-14) ppm. Signali a-C
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atoma (C-11) i karboksilne grupe (C-12) se nalaze na é¢c 60,1, odnosno 177,0 ppm.
Ugljenikov atom iz metilenske grupe odgovara signalu na dc 38,8 ppm. Signal iz
masenog spektra na m/z 328,15398 (M+H)" potvrduje strukturu jedinjenja.
L-Triptofanski derivat 144 je dobijen u obliku crvenih kristala u prinosu od 18%.
U 'H NMR spektru uocljivi su signali koji su karakteristi¢ni za indolni prsten. Naime,
na 6y 7,30 i 7,56 ppm se nalaze dubleti koji odgovaraju rezonanciji protona sa C-17 i C-
20, redom; na dy 7,13 je uocljiv singlet protona sa C-15; u intervalu 6y 6,90-7,08 ppm
se nalaze signali protona sa C-18 i C-19. Hemijsko pomeranje protona iz metilenske
grupe u bo¢nom nizu se belezi na oy 3,27 1 3,49 ppm. Dublet dubleta na 6y 4,11 ppm
odgovara protonu sa o-C atoma. *C NMR spektar sadrzi signale koji odgovaraju
ugljenicima indolnog prstena (d¢ 111,4 (C-14), 112,2 (C-17), 119,4 (C-18), 119,7 (C-
19), 122,2 (C-20), 124,5 (C-15), 129,1 (C-21) i 138,0 (C-16) ppm), kao i signal C-
atoma iz metilenskog mosta na d¢ 28,8 ppm. a-C atom daje signal na 6¢c 59,8 ppm, dok
se signal karboksilnog ugljenika vidi na 8¢ 177,6 ppm. Cistoéa jedinjenja je potvrdena

masenim spektrom, odnosno signalom lociranim na m/z 367,16471 (M+H)".
3.1.4. Osobine dobijenih aminokiselinskih derivata hinona

Iako se ocekivalo izolovanje oba oblika derivata, u svim slucajevima su
izolovani samo derivati hinona supstituisani u polozaju 3’. Izuzetak je reakcija adicije
aminokiseline prolina, pri ¢emu su dobijeni derivati kod kojih je hinonsko jezgro
supstituisano u poloZaju 4’. U naSim prethodnim radovima®* je pokazano da se jaci
nukleofili adiraju u polozaju 4°, dok se slabiji adiraju u polozaj 3’. Kako je prolinski
azot mnogo ja¢i nukleofil od azotovog atoma ostalih aminokiselina,** rezultat ipak nije
neocekivan.

Na osnovu dobijenih IR spektara moze se zakljuciti da se derivati u cvrstom
stanju nalaze u formi cviter-jona, sto je potvrdeno prisustvom jake trake karboksilatnog
jona na 1600-1580 cm™ i odsustvom trake karboksilne grupe (sa izuzetkom glicinskih

derivata).
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Shema 20. Tautomerni oblici aminokiselinskih derivata hinona

Prisustvo forme Ill (shema 20) u ¢vrstom stanju moze se potvrditi jakom C-O
vibracionom trakom na 1150-1100 cm™ i jakom Sirokom apsorpcijom na 3600-2600
cm?, nastalom preklapanjem traka O—H i N—H vibracija istezanja. Postoje dva tipa C=0
vibracija istezanja, jaca traka na oko 1630 cm™, koja poti¢e od karbonilne grupe koja
gradi vodoniénu vezu, i slabija na 1670 cm™, od konjugovanog karbonila koji ne gradi
vodoni¢nu vezu.

Da dolazi do tautomerne ravnoteze u rastvoru, moze se zakljuciti na osnovu
znatnog Sirenja signala u NMR spektrima koji su snimani u deuterisanom hloroformu.
Signali jedinjenja snimanih u deuterisanom metanolu (CD3OD) su ostri i ukazuju na
prisustvo dominantnih hinonskih tautomernih oblika. Ti oblici su sada favorizovani jer
ne postoji potreba za formiranjem tautomera sa hidroksilnom grupom koja bi
ucestvovala u gradenju vodoni¢ne veze sa hinonskim karbonilom, poSto proti¢ni
rastvara¢ ima ulogu donora vodonika.

Cikliéna voltametrija je posluzila za ispitivanje elektrohemijskih osobina
dobijenih aminokiselinskih derivata hinona u cilju povezivanja strukture i1 bioloske
aktivnosti. Cikli¢na voltametrijska merenja avarona i aminokiselinskih derivata ovog
hinona u dimetil-sulfoksidu daju dva talasa koji odgovaraju reverzibilnim ili kvazi-

reverzibilnim jednoelektronskim procesima (slika 31).
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Slika 31. Cikli¢ni voltamogram avarona (15), tert-butilhinona (135) i njihovih
triptofanskih derivata (134 i 144, redom)

Takvo ponaSanje je tipi¢no za redoks par hinon/semihinonski anjon-radikal i
redom. Derivatizacija avarona

semihinonski anjon-radikal/hidrohinonski dianjon,
aminokiselinama dovodi do promena u potencijalu prvog pika ka negativnijim

vrednostima (vise od 300 mV, tabela 4).
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Tabela 4. Standardni potencijal prvog pika u odnosu na Fc*/Fc

Jed. Eo (V) Jed. Eo (V)
15 -0,910 135 -0,933
126 -1,187 136 -1,239
127 -1,244 137 -1,267
128 -1,226 138 -1,243
129 -1,261 139 -1,252
130 -1,265 140 -1,283
131 -1,362 141 -1,389
132 -1,239 142 -1,260
133 -1,256 143 -1,255
134 -1,256 144 -1,290

Shodno tome, i drugi pik se takode katodno pomera, ali manje. Generalno,
derivatizacija ne menja reverzibilno ponaSanje redoks sistema hinon/semihinonski
anjon-radikal sa razdvajanjem vrhova talasa u blizini idealnih vrednosti. Medutim, drugi
talas ima tendenciju da je Siri i/ili manje izrazen. Kao rezultat, redoks sistem
semihinonski anjon-radikal/hidrohinonski dianjon li¢i na kvazi-reverzibilni sistem sa
razdvajanjem vrhova talasa viSe od 80 mV. Destabilizacija aminohidrohinonskog anjona
u nekim slu¢ajevima ¢ak vodi do nestanka drugog reoksidacionog talasa.

Uticaj tert-butil supstituenta prati trend u kom je potencijal pika negativno
pomeren za oko 20 mV u odnosu na avaronske analoge. Ovakvo ponasanje se lako
moze objasniti pozitivnijim induktivnim efektom tert-butil grupe i sternim smetnjama.

Ovaj efekat je joS izrazeniji za drugi talas sa pomeranjem vrha za 30 do 90 mV.
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3.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti aminokiselinskih derivata hinona

3.2.1. Ispitivanje citotoksi¢nog dejstva

Pri dizajniranju potencijalnih antitumorskih agenasa, glavni cilj je sinteza
jedinjenja koja ¢e pokazati vrlo jako inhibitorno dejstvo prema rastu malignih celija,
kao i visoku selektivnost. Kvantitativna ja¢ina inhibicije se izrazava kao ICso vrednost
Sto podrazumeva koncentraciju ispitivanog jedinjenja pri ¢ijem dejstvu se broj zivih
¢elija smanjuje za 50% u odnosu na netretiranu ¢éelijsku kontrolu. Prema ustaljenim
kriterijumima, svako jedinjenje sa ICsy vrednostima nizim od 20 pM poseduje
zadovoljavajuéu citotoksi¢nost. Supstance ¢ije se ICso vrednosti kre¢u u rasponu
20-100 pM smatraju se umerenim ili slabim citotoksicnim agensima, dok one koje
prelaze pomenutu grani¢nu vrednost spadaju pod neaktivne.

Ispitana je citotoksi¢na aktivnost novosintetisanih aminokiselinskih derivata na
rast slede¢ih humanih malignih celijskih linija: karcinom grlica materice (HeLa),
melanom (Fem-X), hroni¢na mijeloidna leukemija (K562), adenokarcinom dojke
(MDA-MB-453) i adenokarcinom plu¢a (A549). Radi sticanja uvida u selektivnu
citotoksi¢nost prema tumorskim ¢elijskim linijama, ispitana je i citotoksi¢na aktivnost
dobijenih jedinjenja na zdravim fetalnim fibroblastama plu¢a (MRC-5).

Citotoksi¢na aktivnost jedinjenja in vitro odredena je kolorimetrijskim MTT
testom. Princip testa je konverzija, odnosno redukcija tetrazolijumove soli MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid) u formazan, plavo obojen proizvod, u
prisustvu  mitohondrijskog enzima sukcinat-dehidrogenaze. Koli¢ina stvorenog
formazana direktno je proporcionalna broju zivih c¢elija. Vrednosti apsorbancije se
oCitavaju na 570 nm na ELISA c¢itacu. Eksperimenti su izvedeni tako S§to su kulture
¢elija izlozene dejstvu rastucih koncentracija ispitivanih derivata tokom 72 h. Klinicki
antitumorski lek cisplatin koris¢en je kao referentno jedinjenje. Vrednosti 1Csy su

prikazane u tabeli 5.
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Tabela 5. ICsp (uM) vrednosti derivata avarona na ¢elijske linije

(90
Lo
5
g
. - < e ©o m) o
=] [«3] Tp} <5 Lo
2 I < . N4 = =
15 18,12 + 0,68 30,03 £ 2,88 40,33 £ 2,88 17,08 £ 0,35 16,71+ 1,74 >200
126 19,87 +1,15 46,71 +2,53 17,84 +1,34 15,63 + 1,08 5,84 +0,92 183,29 £1,15
127 11,66 £1,74 54,29 £1,01 10,29 £1,15 15,75 +£0,19 14,65 + 1,62 157,38 £2,14
128 8,87 +1,08 26,91 £ 0,25 20,24 £2,89 15,47 + 1,86 3,31+0,71 80,76 £ 1,54
129 10,92 +1,33 23,77 £1,21 11,43 £0,61 7,78 £0,20 8,01 + 0,57 85,42 +£1,88
130 7,72 £0,89 19,72 +2,83 10,87 £ 0,16 11,17 +2,83 10,93 +0,51 73,39 +1,86
131 36,23+0,09 49,21+0,75 39,63+1,13 35,44 £1,76 60,63 £ 0,06 96,02 £2,24
132 1391+1,98 47,31+2,86 19,43 +1,03 13,58 +1,72 25,58 £1,20 >200
133 1464 +1,16 40,08 +3,43 17,26 + 1,59 20,46 £ 0,87 16,55 + 0,93 >200
134 16,24 + 2,29 39,56 +£2,21 14,82 + 2,22 16,12 + 0,29 22,94 +1,82 157,39 £ 2,19

cisplatin ~ 2,1+0,20 11,92 +2,19 4,71 +0,20 6,89 + 0,21 3,48 £0,22 14,21 +1,54

Avaronski derivati pokazali su citotoksicnu aktivnost prema svim testiranim
malignim ¢elijskim linijama, a veoma slabu citotoksi¢nost prema normalnim MRC-5
¢elijama. Derivati 128, 129 i 130 su bili aktivniji nego avaron (15) prema svim ¢elijskim
linijama, sa pojedinim vrlo niskim mikromolarnim 1Csy vrednostima. Sa druge strane,
jedinjenje 131 bilo je skoro uvek manje aktivno od avarona. Fem-X ¢elijska linija bila
je osetljivija na sve derivate avarona (iskljuc¢ujuéi 131, koji je bio sli¢ne aktivnosti) u
poredenju sa njim samim.

B-Alaninski derivat 128 pokazalo je najjacu aktivnost prema celijskoj liniji
kancera dojke, MDA-MB-453, sa mikromolarnom vredno$¢u vrlo slicnom onoj
odredenoj za cisplatin. Potrebno je naglasiti da je jedinjenje 128 ispoljilo znatno nizu
citotoksi¢nost prema zdravoj ¢elijskoj liniji MRC-5, za razliku od cisplatina. Derivat
128 je, takode, pokazao znacajnu citotoksi¢nost i prema HeLa celijama, a njegova

aktivnost je samo Cetiri puta slabija od aktivnosti cisplatine. U poredenju sa osnovnim
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jedinjenjem 15, najizraZenija razlika je zabelezena prema MDA-MB-453 ¢elijskoj liniji
gde je aktivnost derivata 128 jaca pet puta.

ICso D-valinskog derivata 129 ukazuje na veoma dobru antitumorsku aktivnost
prema K562 i MDA-MB-453 (¢elijskim linijjama. Jedinjenje 129 je ispoljilo barem
dvostruko jacu citotoksi¢nost prema pomenutim tumorskim delijskim linijjama od
avarona. JaCina dejstva derivata 129 je uporediva sa dejstvom cisplatine prema celijskoj
liniji K562, a takode pokazuje dobru selektivnost prema malignim ¢elijama.

Leucinski derivat avarona 130 pokazuje veoma znacajnu citotoksi¢nu aktivnost
prema svim ispitivanim celijskim linijama, posebno prema HeLa ¢elijama. Potrebno je
naglasiti da je jedinjenje 130 pokazalo znacajnu aktivnost i prema kontrolnim zdravim
¢elijama MRC-5, ali opet pet puta slabiju u odnosu na cisplatin.

Takode, izuzetno dobru citotoksi¢nost pokazuje glicinski derivat 126 prema
MDA-MB-453 (¢elijskoj liniji. S druge strane, jedinjenje 126 poseduje Vvisoku
selektivnost; skoro trinaest puta je manje aktivno prema zdravoj ¢elijskoj liniji nego
pozitivna kontrola.

Samo neki odnosi struktura—aktivnost su mogli da se utvrde. Aktivnost se
generalno poviSava uvodenjem aminokiselinskih supstituenata sa alifaticnim
ugljovodoni¢nim boénim lancem, kako malim (uklju¢uju¢i i p-alanin), tako i
voluminoznim.

Aromati¢ni bo¢ni lanac nije poboljSao aktivnost, a prolinski ostatak je smanjio 1
aktivnost i selektivnost. Glicinski i B-alaninski derivati su bili selektivni za celijsku
liniju kancera dojke, dok su alaninski, valinski i leucinski derivati pokazali jaku
aktivnost, ali bez izraZene specifi¢nosti prema odredenim celijskim linijjama tumora,
iako su pokazali odlicnu selektivnost za tumorske Ccelijske linije u poredenju sa

normalnim MRC-5 ¢elijama.
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Tabela 6. I1Csq (UM) vrednosti derivata tert-butilhinona na Celijske linije

U tabeli 6 su prikazani rezultati dejstva aminokiselinskih derivata model

o
Ko
i
g
=] 3] i) . 0
3 T < w N4 = =
135 44,08 £2,11 47,02 £1,27 41,64 = 2,55 15,54 +1,48 56,83 £ 2,07 >200
136 131,67 £2,76 >200 34,33 £0,84 85,02 £1,61 171,26 £2,35 >200
137 89,12 + 4,09 >200 20,11 +£1,53 77,63 +2,38 112,24 +1,73 >200
138 47,11 £3,22 171,21 £ 3,27 28,42 £0,95 66,96 £ 2,42 94,09 £1,23 >200
139 96,55 + 1,08 154,47 £0,75 24,55 £ 0,34 57,84 £ 1,57 133,25 £ 0,55 >200
140 57,22 £0,34 97,93 +£0,42 39,37 £2,32 76,54 £1,91 84,89 £0,43 >200
141 44,94 + 0,69 186,03 + 2,47 87,30 £1,31 49,24 + 2,69 67,17 £ 1,04 >200
142 77,41 +£0,24 >200 34,82 +£1,73 88,51 +£1,33 150,95 £ 2,57 >200
143 66,31 £ 1,52 164,17 £ 3,51 67,29 £1,11 82,26 £ 2,36 68,01 £1,18 >200
144 106,31 £ 1,77 198,04 £1,21 34,71+£1,12 25,04 £3,23 119,86 £ 1,27 >200
cisplatin 2,1+£0,20 11,92 +2,19 4,71 +£0,20 6,89 £ 0,21 3,48 £ 0,22 14,21 +1,54

Za razliku od avaronskih, aminokiselinski derivati tert-butilhinona su pokazali

mnogo slabiju citotoksic¢nu aktivnost nego odgovarajuci avaronski derivati, a jako dobru

selektivnost. Sintetisani derivati, sa izuzetkom prolinskog i triptofanskog derivata,

pokazali su najjacu citotoksi¢nu aktivnost prema celijskoj liniji Fem-X. lako je

zabeleZena aktivnost umerene jacine, sva jedinjenja, osim prolinskih i fenilalaninskih

derivata (141, odnosno 143), ispoljila su jace citotoksi¢no dejstvo u poredenju sa

osnovnim jedinjenjem tert-butilhinonom. Odnosi struktura—aktivnost nisu mogli biti

utvrdeni unutar ove serije jedinjenja.
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3.2.2. lIspitivanje mehanizma antitumorskog dejstva

Ispitivanjem uticaja prirodnog seskviterpenskog hinona avarona i tert-
butilhinona, te njihovih aminokiselinskih derivata na proliferaciju odredenih malignih
¢elijskih linija, doslo se do zaklju¢ka da skoro svi avaronski derivati inhibiraju rast
tumorskih ¢elija u manjoj ili ve¢oj meri, dok su tert-butilhinonski derivati znatno
neaktivniji. Uzimajuéi to u obzir, pristupilo se ispitivanju mehanizma antitumorskog
dejstva dobijenih derivata avarona.

Celijski ciklus predstavlja skup organizovanih i slozenih procesa koji se odvijaju
izmedu dve celijske deobe, ukljucujuéi tu 1 samu celijsku deobu. Kako u toku celijske
deobe moze do¢i do pojava nepravilnosti ili oSteCenja, vrlo znacajnu ulogu igraju
molekuli koji ¢ine tzv. kontrolni sistem celijskog ciklusa. Njihova prevashodna uloga
jeste da zaustave prelazak iz jedne faze Celijske deobe u drugu, kako bi sama celija
imala dovoljna vremena da sanira nastali ‘kvar’. Potrebno je naglasiti da svako
narusavanje ovog sistema dovodi do prenosenja nastalih greSaka ili do nekontrolisane
deobe celija.

U cilju razumevanja mehanizma citotoksi¢nog dejstva, analizirana je distribucija
malignih HeLa ¢elija u pojedinim fazama celijskog ciklusa nakon dejstva ispitivanih
jedinjenja. U ovom testu su kori§¢ena jedinjenja 128-130 i 132 zbog pokazane znacajne
citotoksi€ne aktivnost prema Hela celijama. Na osnovu rezultata MTT testa,
primenjene su vrednosti koncentracija I1Cso i 21Cso za proveru distribucije Celijskog
ciklusa. Na slikama 32 i 33 prikazana je distribucija celijskog ciklusa HeLa celija,
inkubiranih u odsustvu i prisustvu jedinjenja tokom 24 sata. Rezultati ukazuju na
promenu procenta ¢elija u svakoj fazi celijskog ciklusa: sub-G1, G1, S i G2/M, u

poredenju sa netretiranim Celijama kao kontrolom.
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Slika 32. Distribucija ¢elijskog ciklusa nakon 24 h kontinuiranog delovanja ispitanih
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Slika 33. Distribucija ¢elijskog ciklusa nakon 24 h kontinuiranog delovanja ispitanih

jedinjenja. Koncentracija odgovara 21Csy.

Jedinjenja 129 i 130 dovode do znacajnog povecanja broja ¢elija u sub-G1 fazi,

dok je primetno odgovarajuée smanjenje broja ¢elija u G1 fazi, u odnosu na kontrolu.
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Nasuprot tome, jedinjenja 128 i 132 uzrokovala su povecanje broja ¢elija u G2/M fazi
¢elijskog ciklusa nakon tretmana u trajanju od 24 sata.

Dejstvo jedinjenja 129 dovelo je do akumulacije ¢elija u sub-G1 fazi, §to je
praceno blagim povecanjem celija u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa. Dodatno, kako je
prikazano na slikama 32 i 33, dolazi do znacajnog povecanja procenta ciljnih HelLa
¢elija u sub-G1 fazi ¢elijskog ciklusa, u odnosu na procenat kontrolnog uzorka HelLa
¢elija u sub-G1 fazi pri primeni koncentracije 21Cso. Dobijeni rezultati sugerisu da
zaustavljanje Celijskog ciklusa i indukovanje apoptoze moze biti moguéi mehanizam
dejstva ispitivanih jedinjenja u humanim ¢elijama kancera. Najjaci efekti, 1 u ispitivanju
citotoksi¢nosti 1 u narusavanju Celijskog ciklusa i indukovanju apoptoze, zabelezeni su

kod avaronskih derivata sa razgranatim aminokiselinskim bo¢nim nizom.
3.2.3. Odredivanje ciljnih kaspaza

Kaspaze (eng. caspases, cysteine-aspartic proteases) spadaju u grupu cisteinskih
proteaza koje imaju esencijalnu ulogu u kontrolisanju celijske smrti 1 inflamacije.
Grupisane su u viSe grupa, u zavisnosti od uloga koje imaju u procesu apoptoze (slika
34).

razni ceh]skl stresovi

Ligand \. Spoljasnji put Unutra$nji put
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K APAF1
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Slika 34. Unutra$nji i spoljasnji put apoptoze (Izvor: ref *3?)

Pro
kaspazn 9
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U cilju ispitivanja mehanizma apoptoze indukovane ispitivanim jedinjenjima u
HeLa celijama, pristupilo se rasvetljavanju signalnih puteva, te su odredene ciljne
kaspaze koriS¢enjem specificnih inhibitora kaspaza. U skladu sa tim, izabrana su dva
derivata koja su pokazala najjace citotoksi¢no dejstvo prema HeLa ¢éelijama, 128 i 130.
Aktivnost kaspaza 3, 8 i 9 procenjena je posle inkubacije sa pomenutim jedinjenjima
(slika 35).

A B
130
15 2 15+
3 kontrola 3 kontrola
s . s ) . 130
il =
= 104 B 128+2-DEVD-FMK = 104 B 130+2-DEVD-FMK
2 B 128+Z-1ETD-FMK 2 @ 130+Z-IETD-FMK
z B 128+Z-LEHD-FMK 2 @ 130+Z-LEHD-FMK
=
=5 & 5
= g
£
B3 BN
(1] 0

Slika 35. Uticaj jedinjenja 128 (A) i 130 (B) samog ili u kombinaciji sa inhibitorima
kaspaze 3 (Z-DEVD-FMK), kaspaze 8 (Z-IETD-FMK) ili kaspaze 9 (Z-LEHD-FMK)

na frakciju HeLa celija u fazi sub-G1.

Rezultati su pokazali da je apoptoza izazvana jedinjenjima 128 i 130
posredovana stimulisanjem aktivnosti kaspaza 3, 8 1 9. Evidentno je da specifi¢ni
inhibitori znacajno potiskuju kaspaznu aktivnost i povecavaju celijsko preZivljavanje.
Inhibitor kaspaze 3 pokazao je znacajno slabiji uticaj na aktivnost ispitivanih
komponenti, sugeriSué¢i pocetak apoptotske Celijske smrti uglavnom preko
mitohondrijskog puta, aktivacijom kaspaza 8 1 9 u HeLa ¢elijama. Generalno, aktivacija
kaspaza 3, 8 1 9 moze biti uklju€ena u apoptozu indukovanu ovim jedinjenjima u HeLa

¢elijama.
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3.2.4. Odredivanje antibakterijske aktivnosti

Antibakterijsko dejstvo sintetisanih jedinjenja ispitano je prema Sest sojeva
Gram-pozitivnih bakterija: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Micrococcus flavus
(ATCC 10240), Micrococcus luteus (ATCC 4698), Clostridium sporogenes (ATCC
19404), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Bacillus subtilis (ATCC 6633), i Cetiri soja
Gram-negativnih bakterija: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus hauseri (ATCC
13315), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).

Metodom dvostrukih razblazenja su odredene minimalne inhibitorne aktivnosti
(MIK) za ispitivana jedinjenja. Rezultati antibakterijskog dejstva aminokiselinskih

derivata avarona prikazani su u tabeli 7.
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Tabela 7. Antibakterijska aktivnost aminokiselinskih derivata avarona (MIK, uM)

< f S

= S _ S

4 = =2 2 2 g g 8 S

o N a % z S = 2 E =

< = £ 2 = = & 8 Z = 8

3 o ¥ o = p 3 wi Q w o
15 40,06 20,03 80,13 2000,38 20,03 20,03 440,96 27,56 55,12 13,78
126 101,04 810,88 406,74 101,04 406,74 406,74 101,04 810,88 406,74 406,74
127 49,10 1566,42 195,49 97,74 195,49 195,04 49,10 393,48 195,49 195,49
128 24,53 392,97 392,97 48,81 783,44 392,97 48,81 392,97 783,44 783,44
129 22,95 1463,70 91,33 22,95 91,33 91,33 22,95 182,67 182,67 91,33
130 5,55 708,79 88,32 11,10 88,32 44,16 5,55 44,16 88,32 88,32
131 91,55 734,74 183,10 91,55 183,10 368,54 91,55 183,10 183,10 183,10
132 42,39 1358,70 169,57 42,39 169,57 169,57 42,39 341,30 169,57 169,57
133 10,32 330,53 20,63 10,32 82,11 82,11 10,32 82,11 20,63 20,63
134 19,07 305,45 37,94 19,07 37,94 37,94 19,07 37,94 19,07 37,94
amikacin 18,78 3,42 71,72 13,65 3,42 25,61 8,54 11,95 13,66 85,38
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Generalno, avaronski derivati su pokazali znaCajno jacu antibakterijsku
aktivnost nego tert-butilhinonski (tabela 8). Skoro svi avaronski derivati su imali MIK
vrednosti oko 100 uM ili nize prema S. aureus, M. luteus and E. coli. Najslabija
aktivnost pokazana je prema Gram-pozitivnoj bakteriji K. rhizophila.

Najjace je bilo izrazeno antibakterijsko dejstvo leucinskog derivata 130 prema S.
aureus i E. coli. Njegove MIK vrednosti pokazuju zna¢ajno jace antibakterijsko dejstvo
nego amikacin, antibiotik koji je koriS¢en kao pozitivna kontrola. I bakterijski soj M.
delovanja molekula 130 prema pomenutim bakterijskim kulturama viSestruko je
izrazenija nego $to je slucaj sa osnovnim hinonom avaronom.

Rezultati dobijeni za dejstvo derivata koji sadrZze ostatke aromati¢nih
aminokiselina 133 i 134, pokazali su dobru aktivnost prema B. subtilis i P. aeruginosa,
nekoliko puta bolju nego Sto je zabeleZena za amikacin. Jedinjenje 133 pokazalo je
takode odli¢nu aktivnost prema sojevima S. aureus i M. luteus, znacajno bolju nego
kontrolni antibiotik, ali i osnovno jedinjenje.

U poredenju sa osnovnim jedinjenjem, svi derivati avarona pokazali su jacu
aktivnost prema bakterijskim sojevima M. luteus i E. coli. Odnos struktura—aktivnost
drugaciji je od onog izvedenog za citotoksi¢nost prema tumorskim celijama, poSto je
najbolja aktivnost dobijena kod derivata sa voluminoznim i aromati¢énim bo¢nim nizom,
dok su mali aminokiselinski ostaci smanjili aktivnost u poredenju sa avaronom.

MIK vrednosti antibakterijskog dejstva aminokiselinskih derivata tert-
butilhinona izlozene su u tabeli 8.

Analizom dobijenih vrednosti, lako je uocljivo da su derivati neaktivni prema
ispitanim bakterijskim sojevima. S obzirom na to da ni osnovno jedinjenje ne pokazuje
antibakterijsku aktivnost, nije svrsishodno vrsiti poredenje sa vrednostima dobijenim za

derivate.
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Tabela 8. Antibakterijska aktivnost aminokiselinskih derivata tert-butilhinona (MIK, uM)

© 8 s
- 0 5 - . g
- N o = © o = = ] .
=] = > =) = o o ] = o)
i o 5 2 : = 2 ° < S <
3 %) ¥ m = = @) i o 1%} a
135 237,51 475,03 237,51 237,51 475,03 475,03 237,51 475,03 475,03 475,03
136 662,45 2637,13  1320,68 662,45 2637,13  2637,13 662,45 2637,13  2637,13 662,45
137 1247,01 4980,08 2490,04 1247,02 2490,04 2490,04 1247,01 4980,08 2490,04 2490,04
138 624,80 248727 2487,27 1245,62 2487,27 124562 1245,62 2487,27 2487,27 2487,27
139 1121,86 4480,29 2240,14 1121,86 2240,14 2240,14 1121,86 4480,28 4480,28 2240,14
140 265,88 2130,49 2130,49 265,88 2130,49 2130,49 265,88 2130,49 2130,49 4260,98
141 566,79 2256,32 1129,96 566,79 2256,32  2256,32 566,79 2256,32 2256,32 2256,32
142 1006,43 2009,64 2009,65 504,82 2009,64 2009,65 1006,43 2009,65 2009,65 2009,64
143 480,12 1911,32 1911,32 480,12 1911,32  1911,32 480,12 1911,32 1911,32 1911,32
144 855,19 1707,65 170765 170765 170765 170765 170765 170765 1707,65 1707,65
amikacin 18,78 3,42 71,72 13,65 3,42 25,61 8,54 11,95 13,66 85,38
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3.2.5. Odredivanje antifungalne aktivnosti

Antifungalna aktivnost aminokiselinskih derivata ispitivana je prema tri soja
gljivica: Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) i
Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) (tabela 9).

Tabela 9. Antifungalna aktivnost derivata avarona i tert-butilhinona (MIK, uM)

2 3 g o 3 e

S 2 = 3 2 =

e [ © e} [ I3

S = 3 S S = 3 s

3 ($) %) < 3 $) %) <
15 n.a n.a® n.a® 135 121,80 237,51 121,80
126 12,60 100,26 403,60 136 662,45 662,45 2637,13
127 6,13 195,00 1562,50 137 625,50 625,50 1240,01
128 195,00 12,25 782,50 138 625,50 310,76 2490,04
129 < 2,88 367,68 164,13 139 562,72 562,72 2240,14
130 < 5,54 176,47 1414,03 140 535,84 133,11 1068,26
131 23,01 45,77 734,74 141 566,79 566,79 2256,32
132 < 2,67 87,78 341,30 142 504,82 504,82 2009,65
133 164,21 10,32 1315,79 143 480,12 119,27 957,19
134 305,45 <2,39 1215,95 144 213,11 213,11 1407,65
nistatin ~ 2700,00 1350,00 1350,00 nistatin 2700,00 1350,00 1350,00

®nije aktivno

Svi avaronski derivati su drasti¢no aktivniji prema C. albicans i S. cerevisiae u
poredenju sa pozitivnhom kontrolom nistatinom. Takode, skoro svi derivati su pokazali
znacajnu aktivnost prema A. brasiliensis, iako je njihovo dejstvo prema ovom soju
gljivica slabije nego §to je to slucaj sa prethodno pomenutim sojevima.

Najizrazeniju antifungalnu aktivnost prema soju C. albicans medu ispitanim
avaronskim derivatima, ispoljili su D-valinski i metioninski derivati 129, odnosno 132.
Intenzitet njihovog dejstva viSe je nego hiljadu puta jaci u poredenju sa Siroko

koriS¢enim nistatinom. Sli¢an efekat su pokazali i alaninski i leucinski derivati 127,
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odnosno 130, dok ni dejstvo glicinskog derivata 126 nije zanemarljivo. Soj S. cerevisiae
pokazao se kao izuzetno osetljiv na dejstvo triptofanskog derivata 134, ali je zapazeno i
dejstvo B-alaninskog i fenilalaninskog derivata 128, odnosno 133.

tert-Butilhinonski derivati su pokazali jacu aktivnost prema sojevima C.
albicans i S. cerevisiae nego nistatin. Kod ove grupe derivata, moze se primetiti da je
osnovno jedinjenje ispoljilo znacajnije dejstvo prema ispitanim sojevima gljivica, skoro
u svim sluéajevima. Bez obzira na to, u veéini slucajeva aktivnost ovih derivata bila je
mnogo slabija nego avaronskih. Osim efekta alkil grupe vezane za hinonsko jezgro, nije

moguce uociti drugi odnos struktura—aktivnost.
3.2.6. Ispitivanje toksi¢ne aktivnosti Brine shrimp testom

Brine shrimp test je brz, jeftin i jednostavan preliminarni biotest koji se zasniva
na ispitivanju letalnog dejstva jedinjenja na raci¢e Artemia salina. Rezultati testa se u

veéini sluajeva mogu dovesti u korelaciju sa citotoksi¢nom aktivnos¢éu jedinjenja

prema Celijama mi§jeg limfoma L5178y i ¢elijama leukemije 1L1210.1%

Tabela 10. Rezultati Brine shrimp testa

Jed. LCso (ppm) Jed. LCso (ppm)
15 170,00 135 27,40
126 487,10 136 197,40
127 129,40 137 393,80
128 84,30 138 833,20
129 50,50 139 574,90
130 117,00 140 104,80
131 706,60 141 883,40
132 147,70 142 360,20
133 96,70 143 196,80
134 227,40 144 334,10
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Avaronski derivati (tabela 10) su pokazali relativno dobru korelaciju sa
antileukemijskom aktivnosti. D-Valinski derivat 129 je bio najefikasniji, dok je prolinski
derivat 131 pokazao najslabiju aktivnost.

tert-Butilhinonski derivati su pokazali slabiju korelaciju sa rezultatima

citotoksi¢ne aktivnosti prema ¢elijama leukemije.

3.2.7. Hemijske modifikacije lizozima

Hinoni poseduju sposobnost da modifikuju proteine, odnosno da ih umrezavaju.
Amino i/ili sulthidrilne grupe aminokiselinskih ostataka enzima se u reakciji nukleofilne
adicije kovalentno vezuju za hinonsko jezgro pri ¢emu nastaju monohinonski adukti,***
§to uslovljava promenu u tercijarnoj strukturi proteina, te dovodi i do promena u
enzimskoj aktivnosti. Ukoliko hinon nije supstituisan pre reakcije sa enzimom, moguce
je nastajanje umreZenog proteina, dodatnom nukleofilnom adicijom.'®

Lizozim (EC 3.2.1.17, 1,4-B-N-acetilmuramidaza) je bakterioliticki enzim koji
hidrolizuje specifi¢nu 1,4-B-glikozidnu vezu izmedu N-acetilmuraminske Kkiseline
(NAM) i N-acetil-D-glukozaminskih ostataka (NAG) u peptidoglikanu, glavnom

konstituentu ¢elijskog zida Gram-pozitivnih bakterija (shema 21).

L Prsten E NAG o o
4 H
- > OH H OH JL J\ H
Gu-35 0”7 4 PRI o oS0 Glu-3E o ht G35 o7 oM
on % Ho \_O-NAN- HON_—\_O-NAM-OR o OH ]
o | HON - \_O-NAM-OR OH  [0=H RO-NAG—S__0—
RO-NAG— 07, OH A RO-NAG— S0 | o
R'O— ~ o . =
‘—1 _—— Hu-w _
— 0 H &= o -
OYN4 OYO YN 0%0 S OYO
Asp-52 Asp-52 Asp-52

Prsten D NAM

R = oligosaharidni lanac éelijskog zida

R' = boéni peptidni lanac éelijskog zida

Shema 21. Mehanizam dejstva lizozima (izvor: ref **°)

Lizozim iz belanceta kokoSijeg jajeta spada u c-tip lizozima (119-130 AK). U
istu grupu spada i lizozim ¢oveka (130 AK) koji ima 60% sekvencije koja je homologna
sa lizozimom iz belanceta kokosijeg jajeta, te mu je po osobinama i 3D strukturi veoma
sli¢an. Primarnu strukturu lizozima izolovanog iz belanceta kokosijeg jajeta (u daljem

tekstu samo lizozim) ¢ini polipeptid sa 129 aminokiselinskih ostataka (slika 36). U
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fizioloskim uslovima, enzim je u globularnom obliku sa dubokim procepom, aktivnim
mestom. Molekulska masa je 14307 Da i izoelektriéna tatka na pH 11,5. Cetiri
disulfidna mosta zajedno sa helikoidnim regionima ga ¢ine termalno visoko stabilnim.
Lizozim Koji je izolovan iz belanceta kokoSijeg jajeta se u biohemijskim
istrazivanjima koristi kao model-protein zbog svoje relativno male mase i sposobnosti

da formira kristale koji su laki za dalju manipulaciju.

VARG TyorSer (o)
il REeY ey
¥ 20

Arg ARG ValAsm T30
v {p 120 Gy N
¥ "/

Slika 36. Lizozom (izvor: ref **')

U prethodnim radovima u okviru naSe laboratorije, utvrdeno je da se avaron i
njegovi metilamino derivati kovalentno vezuju za amino grupu lizina-97 (Lys-97) u
lizozimu.** Kako bi se utvrdilo da li i aminokiselinski derivati hinona imaju istu
sposobnost, odnosno da li dolazi do nukleofilne adicije, pristupilo se eksperimentima

modifikovanja lizozima.
3.2.7.1. Reakcioni uslovi

Prethodnim radom su utvrdeni optimalni uslovi za modifikaciju lizozima
avaronskim derivatima. Dakle, modifikacija lizozima se odvijala u 20% etanolu, uz
dodak 50 mM amonijum- bikarbonata i u prisustvu kiseonika. Reakcija je trajala 48 h na
sobnoj temperaturi, uz konstantno mesanje. Finalna koncentracija lizozima je iznosila 5
mg/mL, dok je hinonsko jedinjenje bilo u velikom visku i njegova finalna koncentracija

je bila 2 mg/mL.
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Kako se aminokiselinski derivati zbog svoje polarnosti nepotpuno rastvaraju u
etanolu, bila je neophodna optimizacija uslova. Kao rastvara¢ je prvobitno koriséen
DMSO jer je u prethodnim radovima dokazano da se modifikacije lizozima avaronskim
jedinjenjima deSavaju i u 20% DMSO, dok su drugi uslovi ostali isti. Dakle, kao baza je
koris¢en 50 mM NH4HCO3 kako bi se povecala nukleofilnost aminokiselinskih ostataka
lizozima i pH vrednost reakcione smese je iznosila 8.

Potom je, u cilju blagog pojacanja nukleofilnosti lizinskih ostataka lizozima,
umesto 50 mM NH4HCO;3 upotrebljen 50 mM NaHCOj3; kao baza. pH vrednost na kojoj
se odvijala reakcija modifikacije je iznosila 8,5.

Aminokiselinski derivati su takode rastvorni u metanolu, ali i u vodi. Kako bi se
utvrdilo da li izbor rastvaraca uti¢e na stepen modifikacije lizozima, ispitivani derivati
su rastvoreni u 20% metanolu, a zatim 1 u vodi. U oba sluc¢aja je upotrebljivan 50 mM
NaHCOs kao baza.

S obzirom na osobine aminokiselinskih derivata, nametnulo se pitanje Sta bi se
desavalo kada bi se pH modifikacione smese drasti¢no izmenio. Pregledom literature je
utvrdeno da su se modifikacije lizozima hinonskim jedinjenjima odvijale i u 50 mM
fosfatnom puferu pH 7,0 Sto je imalo za svrhu da simulira uslove sli¢ne fizioloskim
uslovima u organizmu.**® Kako bi pH vrednost reakcione smese odgovarala fizioloskom
pH, reakcije modifikacije lizozima aminokiselinskim derivatima avarona i tert-
butilhinona su zatim izvedene u 100 mM fosfathom puferu pH 7,4.

Reakcije su radene i u 100 mM acetatnom puferu pH 4,5 i u 100 mM
amonijacnom puferu pH 10.

U svim slu¢ajevima su reakcije modifikacije trajale 48 sati uz stalno mesanje na
Sejkeru na sobnoj temperaturi. PoviSenje temperature reakcione smese nije dolazilo u
obzir, kako zbog moguénosti denaturacije enzima, tako i zbog ¢injenice da dolazi do
raspada derivata na vi$im teperaturama.

S obzirom na to da su aminokiselinski derivati hinona intenzivno (crveno i
crvenoljubicasto) obojeni, nije bilo mogucée uociti da li je dolazilo do promene boje
reakcione smese nakon dodavanja jedinjenja. Ono $to je bilo uocljivo u nekim probama,
jeste pojava taloga. U reakcijama aminokiselinskih derivata avarona sa lizozimom je

odmah nakon dodavanja jedinjenja dolazilo do pojave taloga (paperjastog, zrnastog),
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dok je u reakcijama sa tert-butilhinonskim jedinjenjima koli¢ina taloga bila minimalna

(obicno su to bila blaga zamucenja).

3.2.7.2. Obrada reakcionih smesa

Nakon zavrSetka reakcija, sve reakcione smese su centrifugirane. Koli¢ina
nastalog taloga je varirala, dok u nekim uzorcima nije ni doslo do njegove pojave.
Nakon odvajanja supernatanta, pristupilo se obradi postojeceg taloga iz svake reakcione
smese. Svaki talog je ekstrahovan vodom kako bi se sprala zaostala koli¢ina enzima i
jedinjenja. Spot testom je utvrdeno da li je u vodenom rastvoru prisutan lizozim.

Rasoljavanje supernatanata je izvrSeno dijalizom. Kori$¢ena su creva za dijalizu
koja su omogucila da lizozim, kao i potencijalno nastali modifikati lizozima, budu

oslobodeni svih molekula ¢ija je masa manja od 3000.

3.2.7.3. Pradenje interakcija lizozim—hinon

SDS elektroforeza. Kako bi se utvrdilo da li je doSlo do modifikacije ili
umrezavanja lizozima aminokiselinskim derivatima hinona, wuradena je SDS
elektroforeza. Naime, poznato je da lizozim pored monomerne forme, moZze da se nalazi
i formi dimera. Na SDS elektroforegramu prikazanom na slici 37 se moze videti da se
nemodifikovani (nativni) lizozim nalazi samo u obliku monomera $to odgovara traci na

14 kDa. Dimerni oblik enzima gotovo da nije detektovan.
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Slika 37. SDS-PAGE lizozima (Lys) i modifikacija Lys sa derivatima 136-144 u 20%
DMSO

Trake lizozima u sluc¢ajevima gde je modifikacija pokuSana aminokiselinskim
derivatima hinona se nalaze na istim vrednostima mase kao i kod samog enzima.
Reprezentativni elektroforegram ne ukazuje na pojavu novih traka ili pojacanja onih
koje se odnose na dimernu formu. Evidentno je smanjenje intenziteta traka na 14 kDa,
§to se mozZe objasniti smanjenjem koli¢ine enzima u reakciji sa hinonima usled
nastajanja taloga.

Gotovo isti SDS elektroforegrami su dobijeni za sve derivate, pri svim uslovima
reakcija modifikacija koji su prethodno navedeni.

Dakle, rezultati na SDS elektroforegramu ukazuju da sintetisani aminokiselinski
derivati avarona i tert-butilhinona ne modifikuju lizozim, odnosno ne dolazi do
kovalentnog vezivanja aminokiselinskih ostataka enzima za hinonski deo ispitivanih

derivata.

Masena spektrometrija. Druga metoda za proveru da li je i u kojoj meri doslo
do modifikacije lizozima aminokiselinskim derivatima hinona, bila je masena
spektrometrija. Snimljeni su maseni spektri reakcionih smesa nakon isteka 48 h, koliko
je bilo vreme trajanja reakcija. Takode, snimljeni su i spektri lizozima iz vodenih

rastvora dobijenih ektrakcijom nastalih taloga.
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U masenom spektru nemodifikovanog lizozima je uocljiv signal na m/z
14303,96125 Da koji odgovara masi enzima (Slika 38). Nakon modifikacionih reakcija,
u masenim spektrima svih supernatanata i precipitata zapaza se samo signal na m/z
14304,91759 Da, S§to ukazuje samo na prisustvo lizozima koji ocigledno nije
modifikovan hinonskim derivatima. Masa lizozima je uvecana za jedan, odnosno za
masu jednog atoma vodonika.

Ovim je nedvosmisleno potvrdeno da aminokiselinski derivati avarona i tert-
butilhinona ne modifikuju lizozim, odnosno da ne dolazi do Michael-ove nukleofilne
adicije aminokiselinskih ostatala lizozima za hinonsko jezgro ispitivanih derivata.
Ovakvo ponaSanja sintetisanih derivata moze se objasniti brzim uspostavljanjem
tautomerne ravnoteze 1, stoga, umanjenim udelom hinonske strukture koja je

neophodna za napad proteinskih nukleofila.**®
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Slika 38. Maseni spekti lizozima pre i posle dejstva jedinjenja
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3.2.8. Interakcije derivata sa CT-DNA

DNA predstavlja glavnu metu na koju deluju razlicite klase lekova koji se nalaze
u klinickoj praksi za tretman malignih i virusnih oboljenja. Interakcije izmedu DNA 1
malih molekula mogu biti kovalentne i nekovalentne. Alkilujuci agensi, alkilatori, su
jaki elektrofili koji hemijski reaguju sa nukleofilnim grupama DNA gradec¢i kovalentnu
vezu. Reakcije nukleofilne supstitucije (Sn1 i Sy2 mehanizmi) najcéesée se odigravaju na
N-7 atomu guanina i N-3 atomu adenina jer su jako nukleofilni i izloZeni su u brazdama
dvostrukog heliksa DNA. Tri nacina na koje mali molekuli nekovalentno interaguju sa
DNA su eclektrostaticke interakcije, interkalativno vezivanje i vezivanje u brazde.
Interkalacija se deSava kada se mali molekul, interkalator (planaran
aromati¢an/heteroaromati¢an), umetne izmedu baznih parova DNA, odnosno kada se
postavi normalno u odnosu na dva polimerna lanca DNA bez kovalentnog vezivanja i
prekidanja vodoni¢nih veza izmedu baza. Kao posledica interkalativnog vezivanja
molekula defava se izduZivanje dvostrukog lanca DNA za oko 3 A po vezanom
molekulu, te se sprecava proces replikacije 1 transkripcije usled nemoguénosti delovanja
topoizomeraza. Interakcije malih molekula sa DNA u maloj i velikoj brazdi ogledaju se
u formiranju vodoni¢nih veza 1 van der Waals-ovih interakcija bez ikakvih znacajnih
deformacija dvostrukog heliksa. Molekuli koji se vezuju u malu brazdu DNA obi¢no u
svojoj strukturi imaju nekoliko hetrocikli¢nih ili aromati¢nih prstenova koji poseduju
slobodu rotacije, Sto im omogucava da se smeste u prostor male brazde, a §to je praceno
istiskivanjem molekula vode. Elektrostaticko vezivanje nastaje usled interakcije izmedu
negativno naelektrisanih fosfatnih grupa DNA i pozitivno naelektrisanih krajeva malih
molekula.

Zbog Dbrze interkonverzije tautomernih formi sintetisanih derivata |
pretpostavljenih teskoc¢a u formiranju kovalentnih veza izmedu derivata 1 biomolekula,
§to je dokazano u eksperimentima sa lizozimom, koji sadrzi nekoliko veoma
nukleofilnih lizinskih ostataka, fokus daljeg rada je usmeren na ispitivanje navedenih

nekovalentnih interakcija.
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3.2.8.1. Apsorpcioni spektri

UV/Vis apsorpciona spektroskopija je jedna od najjednostavnijih tehnika za
ispitivanje stabilnosti DNA i njenih interakcija sa malim molekulima. Kada mali
molekuli interaguju sa DNA, formira se kompleks, Sto rezultuje promenama u
apsorpcionom spektru, u vrednostima apsorbancije i/ili polozaju pikova (slika 39).

Snimljeni su apsorpcioni spektri samih derivata u razli¢itim koncentracijama,
kao i njihovi kompleksi nastali usled interakcija sa CT-DNA.Svaka promena u trakama
odgovara nastajanju kompleksa. Interakcije malih molekula i DNA su takode pracene
proucavanjem promena u apsorpcionom spektru DNA. Nasi eksperimenti su koncipirani
tako da se fiksnoj koncentraciji DNA dodaju razli¢ite koncentracije ispitivanih
jedinjenja. Dve glavne osobine spektara sa DNA jesu hiperhromni i hipohromni efekat,
koji nastaju usled promena u konformaciji i strukturi dvostrukog heliksa DNA. Prilikom
interakcija sa malim molekulima, destabilizacija sekundarne strukture DNA dovodi do
pojave hiperhromizma, dok stabilizacija sekundarne strukture, bilo elektrostatickim
efektima ili interkalacijom, rezultuje pojavom hipohromizma. Nakon interakcija DNA
sa molekulima male molekulske mase, u apsorpcionim spektrima nastalih kompleksa
moze do¢i do pomeranja maksimuma apsorpcionih traka ka viSim vrednostima talasnih
duzina Sto se oznacava kao batohromni efekat, tj. ’crveno pomeranje’ usled pomeranja
ka crvenom delu spektra, ili do pomeranja Amax ka niZim vrednostima, prema plavom

delu spektra, Sto se oznaCava kao hipsohromni efekat, odnosno ’plavo pomeranje’.

1 Hiperhromizam

Batohromno
pomeranje

Molarni apsorpcioni koeficijent

Talasna duzina

Slika 39. Moguce promene u apsorpcionom spektru DNA (izvor: ref *%)
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U slucajevima kada dolazi do tipi¢ne interkalacije malih molekula u DNA,
javljaju se hipohromizam (>35%) i batohromni efekat (>15 nm), dok je prilikom
vezivanja molekula u brazde DNA crveno pomeranje znatno slabije izrazeno (6—8 nm)
ili uopste ne postoji.

Reprezentativni UV apsorpcioni spektar fenilalaninskog derivata avarona 133 je
prikazan na slici 40.

2,0+
——CT-DNA
—133
——133/CT-DNA

Apsorbancija

0,0

T T T T T T T T ' |
200 300 400 500 600 700
Talasna duzina, nm

Slika 40. UV—Vis apsorpcioni spektar jedinjenja 133 (50, 100 i 200 uM, od dna prema
vrhu) pre i posle interakcija sa CT-DNA (100 uM)

U apsorpcionim spektrima aminokiselinskih derivata avarona, apsorpcioni
maksimumi samih derivata se nalaze u opsegu od 290-310 nm. Apsorpcioni spektri
kompleksa nastalih dejstvom aminokiselinskih derivata avarona na CT-DNA ukazuju na
pojavu hiperhromizma. Takode je uocljivo da dolazi do pomeranja apsorpcionih
maksimuma nastalih kompleksa ka visim talasnim duZinama, tj. batohromnog efekta, u

poredenju sa maksimumom CT-DNA.
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U tabeli 11 su prikazane procentualne vrednosti hiperhromizma koje nastaju tom

prilikom.

Tabela 11. Hiperhromizam indukovan derivatima avarona 126134 koncentracije
50 pM. Procenti su izracunati pomocu jednacine
100(ADNA+D — Apna — AD) | ApnasD gde se Apna, Ap | Apna+p 0dNnose na
vrednosti apsorbancije CT-DNA, derivata u 50 uM rastvoru i kompleksa
CT-DNA—derivat, redom, na 260 nm

126 127 128 129 130 131 132 133 134
% 22,19 9,37 6,98 9,72 3,20 27,42 22,18 6,89 10,32

Iz datih rezultata se moze zapaziti da metioninski (131), a potom glicinski (126)
i prolinski (132) derivati izazivaju najvece poveéanje apsorbancije usled interakcija sa
CT-DNA. Primetno je da derivati avarona sa nepolarnijim i aromati¢nim
aminokiselinama dovode do barem dvostruko nizeg porasta apsorbancije u poredenju sa
prethodno pomenutim derivatima.

Apsorpcioni  spektri aminokiselinskih  derivata tert-butilhinona pokazuju
apsorpcione maksimume u opsegu od 276-283 nm. Reprezentativni spektar

fenilalaninskog derivata (143) je prikazan na slici 41.

2,0

—— CT-DNA
— 143
——143/CT-DNA

1,5

1,0

Apsorbancija

0,5

0,0

S T g T L T ¥ 1
400 500 600 700
Talasna duzina, nm

T T
200 300

Slika 41. UV-Vis apsorpcioni spektar jedinjenja 143 (50, 100 i 200 uM, od dna prema
vrhu) pre i posle interakcija sa CT-DNA (100 uM)
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Prilikom interakcija derivata sa CT-DNA, u apsorpcionim spektrima se uocava
pojava hiperhromizma, koji opet jasno ukazuje na to da postoje interakcije izmedu
derivata i CT-DNA. U poredenju sa spektrom CT-DNA, u svim apsorpcionim
spektrima, osim u onima sa prolinskim derivatom 141, uo¢ljiva je pojava batohromnog
efekta.

Procenat hiperhromizma izazvanog ispitivanim jedinjenjima je prikazan u tabeli
12.

Tabela 12. Hiperhromizam indukovan derivatima tert-butilhinona 136-144
koncentracije 50 M. Procenti su izra¢unati pomocu jednacine
100(ADNA+D — Apna — AD) | ApnasD, gde se Apna, Ap | Apna+p 0dNnose na
vrednosti apsorbancije CT-DNA, derivata u 50 uM rastvoru i kompleksa
CT-DNA—derivat, redom, na 260 nm

Jed. 136 137 138 139 140 141 142 143 144
% 26,71 8,55 5,18 8,04 1,12 27,68 16,37 2,20 7,03

Iz prikazanih podataka se moze videti da opet isti aminokiselinski ostaci, ovaj
put kao bo¢ni nizovi tert-butilhinonskih derivata, izazivaju najvise povisenje intenziteta
apsorbancije.

S obzirom na to da je u apsorpcionim spektrima aminokiselinskih derivata
hinona prisutno pomeranje ka crvenom delu spektra pra¢eno pojavom hiperhromizma,
moze se zaljuCiti da derivati interaguju sa dvostrukim lancem CT-DNA preko
nekovalentnih interakcija,"** i to pre vezivanjem u brazde i/ili elektrostatickim

interakcijama nego interkalacijom.

3.2.8.2. Fluorescentni spektri

Fluorescentna spektroskopija je tehnika koja je naSla Siroku primenu u
ispitivanju interakcija malih molekula sa DNA.

U cilju daljeg ispitivanja naina vezivanja dobijenih derivata za CT-DNA, u
eksperimentima su koriS¢ene dve fluorescentne boje razliCitog nacina vezivanja za
DNA: etidijum-bromid, koji je opStepoznati interkalator, i Hoechst 33258 koji se vezuje
u malu brazdu dvostrukog heliksa DNA.
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a) Etidijum-bromid

Etidijum-bromid (EB) spada medu najosetljivije fluorescentne molekule.

Zahvaljujué¢i svojoj planarnoj strukturi, jedinjenje se umecée izmedu baznih parova

DNA, odnosno interkalira (slika 42).

O =i etidijum-bromid N O il

Slika 42. Interkalacija etidijum-bromida u DNA (izvor: ref *%)

Intenzitet fluorescencije EB znacdajno raste kada se ovo jedinjenje interkalira
medu bazne parove DNA. Svako jedinjenje koje na isti nain interaguje sa molekulom
DNA, kada dode u dodir sa kompleksom EB-DNA, istiskuje molekule EB i smanjuje

intenzitet fluorescencije srazmerno obimu interkalacije u dvostruki heliks DNA.

Tokom eksperimenata u kojima je ispitana moguénost aminokiselinkih derivata
da smanjuju intenzitet fluorescencije EB u kompleksu EB-DNA, vezivanje EB za DNA
praceno je ekscitacijom na 500 nm sa maksimumom fluorescencije na 600 nm. Rezultat
sposobnosti reprezentativnog fenilalaninskog derivata avarona (133) da istiskuje EB iz

molekula CT-DNA je prikazan na slici 43.

82



3. NASI RADOVI

—— EB/CT-DNA
60000 — ——133/EB/CT-DNA
——EB

50000
40000

30000 — l/

20000 —

Intenzitet fluorescencije, a.u.

10000

5&I30 I GCI)O ' GéO ' 7C|)O
Talasna duzina, nm
Slika 43. Istiskivanje etidijum-bromida vezanog za CT-DNA dejstvom derivata 133:
emisioni spektar samog EB (donja linija), EB vezan za CT-DNA (gornja linija) i
gaSenje fluorescencije EB-CT-DNA sistema derivatom 133 (50, 100 and 200 uM

rastvor, od vrha ka nanize).

Aminokiselinski derivati avarona znacajno smanjuju intenzitet fluorescencije.

Procenat smanjenja fluorescencije EB-CT-DNA kompleksa je prikazan u tabeli 13.

Tabela 13. Smanjenje fluorescencije kompleksa EB-CT-DNA nakon dodatka
derivata avarona 126-134 (200 uM rastvor).
Procenat smanjenja je izra¢unat koris¢enjem jednacine

100(lrpna+es — Ironases+D — Ires)/ Irpnases , gde se
IFona+es, Irpna+es+D | Ires 0dnose na intenzitet fluorescencije
kompleksa EB-DNA, EB-DNA—derivat i EB, redom, na 600 nm

Jed. 126 127 128 129 130 131 132 133 134
% 19,63 31,72 31,72 4297 28,00 17,50 23,07 46,39 42,50

Najveci stepen smanjenja intenziteta fluorescencije uocen je kod fenilalaninskog
(133) i triptofanskog (134) derivata, §to se moze pripisati njthovom aromati¢nom delu
strukture, fenilnoj i indolnoj grupi. Pokazano je da D-valinski derivat avarona (129)

takode znacajno uti¢e na interkalaciju EB za DNA. U ovom slucaju se aktivnost ne
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moze pripisati razgranatom lancu aminokiseline jer rezultati nisu u skladu sa ostalim
derivatima sa nepolarnim razgranatim bo¢nim nizom.

Aminokiselinski  derivati  tert-butilhinona takode smanjuju intenzitet
fluorescencije EB sa povecanjem koncentracije. Na reprezentativnom spektru
fenilalaninskog detivata (143) se vidi kako njegovo prisustvo utice na EB-CT-DNA
kompleks (slika 44).

60000 —
—— EB/CT-DNA
—— 143/EB/CT-DNA
50000 — ——EB

40000

30000 -

20000

Intenzitet fluorescencije, a.u.

10000

SéO ' 6(')0 ' 6£I30 ' 7(l)0
Talasna duzina, nm
Slika 44. Istiskivanje etidijum-bromida vezanog za CT-DNA dejstvom derivata 143:
emisioni spektar samog EB (donja linija), EB vezan za CT-DNA (gornja linija) i
gaSenje fluorescencije EB-CT-DNA sistema derivatom 143 (50, 100 and 200 uM

rastvor, od vrha ka nanize).

U tabeli 14 su prikazani rezultati kompetitivnog dejstva derivata tert-butilhinona na
sistem EB—CT-DNA.
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Tabela 14. Smanjenje fluorescencije kompleksa EB—CT-DNA nakon dodatka
derivata tert-butilhinona 136-144 (200 uM rastvor).
Procenat smanjenja je izracunat koriS¢enjem jednacine

100(lrpona+es — lronasee+D — Ires) / lronases , gde se
Irona+ess IFDnateR+D | IFER 0DNOSE Na intenzitet ﬂUOI’ESCQﬂCijG
kompleksa EB-DNA, EB-DNA—derivat i EB, redom, na 600 nm

Jed. 136 137 138 139 140 141 142 143 144
% 2180 2387 1785 2986 19,74 659 20,29 26,79 22,64

Najvece smanjenje intenziteta fluorescencije je zabeleZeno za alaninski (137), D-
valinski (139), fenilananinski (143) i triptofanski (144) derivat, pri njihovim najvisim
koncentracijama. Fluorescentni spektar prolinskog derivata (141) prikazuje najmanje
smanjenje intenziteta fluorescencije, Sto je u saglasnosti sa prethodnim ispitivanjima
efekta prolina na istiskivanje DNA-vezanog EB gde je pokazano da prolin slabije
interkalira u poredenju sa drugim aminokiselinama.'*®

Prema rezultatima i strukturnim razlikama izmedu najaktivnijih derivata, moze
se zakljuciti da derivati interaguju sa DNA, §to dovodi do smanjenja intenziteta
fluorescencije, ali se rezultati ne mogu smatrati dokazima kojima se potvrduje
interkalacija derivata, posebno s obzirom na to da su UV spektri pokazali
hiperhromizam, a ne hipohromizam. Pregledom literature je potvrdeno da se moZe javiti
indirektno istiskivanje boje ukoliko jedinjenja indukuju strukturne promene u DNA i na

taj nacin se smanjuje afinititet vezivanja za EB.**

b) Hoechst 33258

Hoechst 33258 (H) je fluorescentna boja koja se vezuje u malu brazdu
dvostrukog heliksa DNA 1 specifi¢na je za A-T sekvence (slika 45). Sama boja u
vodenom rastvoru produkuje veoma mali intenzitet fluorescencije. Kada je H u
interakciji sa DNA, jacina fluorescencije znacajno raste. Mali molekuli koji se vezuju za
DNA na isti na¢in kao H, odnosno u malu brazdu, imaju sposobnost da istiskuju
molekule boje iz male brazde, $to rezultuje smanjenjem intenziteta fluorescencije u

poredenju sa sistemom Hoechst—-DNA.
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Slika 45. Vezivanje Hoechst-a u malu brazdu DNA (Izvor: ref %)

U cilju daljeg ispitivanja nacina vezivanja aminokiselinskih derivata za DNA,
uradeni su eksperimenti u kojima je ispitana sposobnost derivata da istisnu H iz male
brazde.

Vezivanje Hoechst 33258 za DNA praceno je ekscitacijom na 350 nm sa
maksimumom fluorescencije na 444 nm. Spektar fenilalaninskog derivata avarona (133)

je prikazan na slici 46.
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Slika 46. Istiskivanje Hoechst 33258 vezanog za CT-DNA dejstvom derivata 133:
emisioni spektar samog H (donja linija), H vezan za CT-DNA (gornja linija) i gasenje
fluorescencije H-CT-DNA sistema derivatom 133 (50, 100 and 200 uM rastvor, od vrha

ka nanize).

Procenti  smanjenja  intenziteta  fluorescencije = kompleksa ~H-DNA

aminokiselinskim derivatima avarona su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. Smanjenje fluorescencije kompleksa H-CT-DNA nakon dodatka
derivata avarona 126-134 (200 uM rastvor).
Procenat smanjenja je izracunat koriS¢enjem jednacine

100(lrona+H — IFona+H+D = IFH) / IrDNA+H , Ode se
lFona+Hs IEDnA+H+D | IER 0dNOSe na intenzitet ﬂuorescenCije
kompleksa H-DNA, H-DNA-derivat i H, redom, na 444 nm

Jed. 126 127 128 129 130 131 132 133 134
% 9,15 31,85 30,37 24,46 38,69 6,81 26,76 40,54 22,77

1z priloZenih rezultata se moze videti da svi derivati avarona u manjoj ili vecoj
meri istiskuju H iz male brazde. Najve¢i procenat smanjenja intenziteta fluorescencije

kompleksa H-DNA je zabelezen dejstvom fenilalaninskog (133), a potom leucinskog
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(130) i alaninskog (127) derivata. Ipak, nije moguce izvesti precizniji zakljucak o
odnosu struktura—aktivnost ako se uzmu u obzir rezultati citotoksi¢nih ispitivanja
aminokiselinskih derivata avarona.

Intenzitet fluorescencije na 444 nm kompleksa H-DNA opada sa povecanjem
koncentracije vecine aminokiselinskih derivata tert-butilhinona, §to ukazuje na

vezivanje derivata u malu brazdu (slika 47, tabela 16).

60000 -
—— H/CT-DNA
——143/H/CT-DNA
=—H
50000 -}
=
40000
o ]
S
S ]
8 i
g 30000
o
=
o=
© 20000 -
N
=
5]
£
10000
—
400 425 450 475 500 525 550

Talasna duzina, nm

Slika 47. Istiskivanje Hoechst 33258 vezanog za CT-DNA dejstvom derivata 143:
emisioni spektar samog H (donja linija), H vezan za CT-DNA (gornja linija) i gasenje
fluorescencije H-CT-DNA sistema derivatom 143 (50, 100 and 200 uM rastvor, od

vrha ka nanize).

Tabela 16. Smanjenje fluorescencije kompleksa H-CT-DNA nakon dodatka
derivata tert-butilhinona 136-144 (200 puM rastvor).
Procenat smanjenja je izracunat koriS¢enjem jednacine

100(Irona+H — IronasH+D — IFH) / IFDna+H , Ode se
IFona+Hy IFona+h+D | IER 0dNOSe na intenzitet fluorescencije
kompleksa H-DNA, H-DNA—derivat i H, redom, na 444 nm

Jed. 136 137 138 139 140 141 142 143 144
% -2555 19,52 3583 23,76 550 37,92 31,16 30,44 33,89
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Antitumorska aktivnost jedinjenja se moze dovesti u korelaciju sa vezivanjem u
malu brazdu. Tri derivata (136, 140 i 141) koja ne istiskuju H iz kompleksa spadaju
medu najslabije aktivne derivate, sa ICsy vrednostima iznad 30 puM prema svim
testiranim ¢elijama kancera. Pomenuta jedinjenja indukuju povecanje intenziteta
fluorescencije kompleksa H-DNA. Moguce objasnjenje za ovu pojavu moze da bude
formiranje ternarnog kompleksa DNA-boja—hinon. U literaturi je takvo ponaSanje

zabelezeno za argininamid sa oligonukleotidnim atptatmerom.146

Ovo spoljasnje
vezivanje jedinjenja 136 i 141 indukuje visok hiperhromizam u UV/Vis spektrima, dok

je vezivanje leucinskog derivata 140 slabo zbog voluminoznosti izobutil grupe.

3.2.8.3. Cirkularni dihroizam

Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD) je veoma osetljiva na promene u
sekundarnoj strukturi biomakromolekula. Tehnika je Siroko zastupljena u pracenju
promena u sekundarnoj strukturi DNA koje su nastale kao posledica interakcija sa
malim molekulima, i nekovalentnih interakcija DNA-ligand, §to rezultuje izmenjenim
osobinama CD-spektara.

U CD-spektru CT-DNA uocljiv je pozitivan trbuh oko 275 nm zbog naleganja
baza (“base stacking®) i negativan trbuh oko 245 nm zbog desne spiralnosti forme B-
-DNA. Ukoliko se mali molekul interkalira u molekul DNA, uocavaju se znacajne
promene u intenzitetu oba trbuha usled stabilizacije desno orijentisanog B oblika DNA.
Molekuli koji interakciju sa CT-DNA ostvaruju u maloj brazdi ili elektrostati¢ki
pokazuju vrlo male ili nikakve promene u spektru.

Na slici 48 je prikazan reprezentativan CD-spektar jedinjenja 143 nakon
interakcija sa CT-DNA. Uocljivo je da ne postoje znacajne promene u izgledu krive CT-

-DNA posle interakcija sa razli¢itim koncentracijama izabranog derivata.
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Slika 48. CD spektar CT-DNA (0,50 mM) u bikarbonatnom rastvoru (40 mM, pH 8,4)

sa razli¢itim koncentracijama jedinjenja 143.

Izgled CD-spektra potvrduje da se aminokiselinski derivati hinona vezuju za

molekul DNA u maloj brazdi, i da ne interkaliraju u makromolekul.

3.2.9. Molekulsko modelovanje

Molekulsko modelovanje je izuzetno pogodno za sticanje uvida u interakcije
izmedu malih molekula 1 ciljnih makromolekula, kao Sto su proteini ili DNA. Posebno
je korisno za potvrdivanje eksperimentalnih rezultata i razumevanje mehanizama
interakcija.

Kako bi bili potvrdeni eksperimentalni rezultati koji su ukazali da se

aminokiselinski derivati avarona i tert-butilhinona vezuju u malu brazdu DNA,

pristupljeno je molekulskom modelovanju.
Molekulsko modelovanje aminokiselinskih derivata avarona i tert-butilhinona je

ispitano koris¢enjem 3D DNA sekvencije d(CGCGAATTCGCG), (PBD ID:3U2N)

preuzete iz banke podataka. Najpre su uklonjeni svi molekuli vode iz DNA. Potom su
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strukture derivata ucinjene fleksibilnim kako bi se postigle razli¢ite konformacije 1
orijentacije liganada. Na taj nacin se doslo do energetski najpovoljnijih konformacija
modelovanih struktura koje su naknadno podvrgnute analizi.

Slika 49 jasno ukazuje da se aminokiselinski derivati avarona i tert-butilhinona
uklapaju u zakrivljene konture male brazde DNA. Ustanovljene interakcije izmedu
derivata i baznih parova dodekamera su uglavnom vodoni¢ne veze, sa nekoliko

ugljenik—vodonik veza i n—alkil interakcija.

Slika 49. Vezivanje fenilalaninskih derivata avarona (a) i tert-butilhinona (b) u malu
brazdu DNA

3.2.10. Interakcije derivata sa plazmidom pUC19

U prethodnim radovima proisteklim iz naSih laboratorija je utvrdeno da neki
derivati avarona i tert-butilhinona cepaju plazmide DNA.

Kako bi se utvrdilo da li je isti slucaj i sa aminokiselinskim derivatima ovih
hinona, ispitana je sposobnost obe grupe sintetisanih derivata da izazivaju prekide
nizova nukleinske kiseline. Za model sistem je izabran plazmid pUC19 izolovan iz
Escherichia coli. Cini ga superuvijena DNA gradena od 2686 baznih parova.

Interakcije aminokiselinskih derivata avarona i tert-butilhinona sa plazmidom

pUCI19 su pracene elektroforezom na agaroznom gelu.
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Slika 50. Elektoforetski prikaz plazmida pUC19 bez (P) i u prisustvu
derivata 126-134 (1 mM)

Kako sto se moze videti na slici 50, nisu zabeleZene transformacije na plazmidu
pUC19. Takode, nije doslo ni do gasenja fluorescencije etidijum-bromida pod dejstvom
sintetisanih derivata. | dalje su prisutne superuvijena forma plazmida FI, kao i mnogo
manje intenzivna otvorena cirkularna forma FII, tj. nije doSlo do transformacije FI 1
stvaranja dodatne koli¢ine otvorene cirkularne forme FII.

Kao §to je ve¢ napomenuto, dobijeni rezultati se razlikuju od prethodnih.
Cepanje DNA molekula hinonima in vitro je moguce objasniti prisustvom slobodnih
radikala koji dovode do jednolancanog 1/ili dvolancanog prekida nizova plazmida.
Hinoni imaju sposobnost da generiSu kiseoni¢ne radikale preko semihinonskih
intermedijera koji nastaju ili posle nukleofilnog napada na hinonski ostatak ili posle
redukcije, a zatim reoksidacije hidrohinona ili semihinonskog radikala u hinon. Kako
aminokiselinski derivati podleZzu brzoj tautomerizaciji, nisu podlozni nukleofilnim

napadima, pa se izostanak oSte¢enja plazmida mogao pretpostaviti.
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3.2.11. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti

S obzirom na ¢injenicu da aminokiselinski derivati avarona i tert-butilhinona ne
generiSu slobodnoradikalske vrste in vitro, ispitana je njihova sposobnost da iste
hvataju.

U cilju ispitivanja antioksidativne aktivnosti dobijenih jedinjenja, uraden je
DPPH test koji koristi stabilni slobodni radikal 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH).
Test je baziran na merenju kapaciteta antioksidanta da hvata pomenuti radikal. Azotov
atom iz DPPH koji poseduje nespareni elektron redukuje se tako Sto prima vodonikov
atom iz antioksidanta i tako nagraduje odgovarajuéi hidrazin. DPPH je stabilan slobodni
radikal zahvaljujuéi delokalizaciji nesparenih elektrona iz molekula, tako da se molekuli
ne dimerizuju kao veéina slobodnih radikala. Delokalizacija dovodi i do pojave jake
ljubicaste boje samog rastvora slobodnog radikala DPPH. Pod dejstvom redukujucih
agenasa, dolazi do nastajanja redukovane forme DPPH, te slabljenja ili potpunog
gubitka ljubicaste boje $to zavisi od koli¢ine slobodnog radikala DPPH koja je zaostala.

Stepen promene boje prati se spektrofotomentrijski na talasnoj duzini od 517 nm.

Tabela 17. Antioksidativna aktivnost aminokiselinskih derivate

Jed. IC50 (MM) Jed. ICs50 (MM)
15 0,51 135 0,68
126 0,07 136 1,57
127 0,74 137 2,87
128 0,70 138 1,25
129 2,22 139 8,89
130 0,47 140 1,27
131 0,27 141 0,34
132 0,67 142 1,37
133 0,66 143 1,02
134 0,71 144 2,37
a;ko_rbinska 0,07 a§ko_rbinska 007
kiselina kiselina
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Analizom dobijenih rezultata predstavljenih u tabeli 17, moze se zakljuciti da
pocetna jedinjenja, 15 i 135, i njihovi derivati pokazuju neujednacene antioksidativne
aktivnosti u poredenju sa standardnim antioksidativnim jedinjenjem, askorbinskom
kiselinom.

Glicinski derivat avarona 126 je pokazao izuzetnu aktivnost sa vrednosti 1Cs
koja je istovetna vrednosti za vitamin C. Ostali avaronski derivati su pokazali
antioksidativnu aktivnost sliénu samom avaronu. Svi derivati tert-butilhinona su imali
slabiju antioksidativhu aktivnost od osnovnog jedinjenja, sa izuzetkom prolinskog
derivata 141 koji je imao dvostruko nizu vrednost ICsg. Prolinski derivat avarona je
takode pokazao dvaput jaCu aktivnost nego sam avaron. Ovakvi rezultati prolinskih
derivata se mogu pripisati Cinjenici da se prisustvo aminokiseline prolina generalno
dovodi u korelaciju sa dobrom antioksidativnom aktivnoéu.**’

Ovakve aktivnosti sintetisanih derivata se mogu pripisati aminokiselinskom delu
molekula. Aminokiseline mogu reagovati sa DPPH radikalom na dva nacina; u procesu
oksidativne dekarboksilacije koja je inicirana uzimanjem vodonika iz karboksilne grupe,
ili oksidativnog deaminovanja, gde se apstrahuje vodonik sa NH grupe.**® Na osnovu
rezultata koji su izloZeni, moze se zakljuciti da ne postoje jasne pravilnosti u odnosu
struktura—aktivnost i da se oksidativna dekarboksilacija moze smatrati glavnim

reakcionim putem ove serije jedinjenja, buduci da je prolinski derivat jako aktivan.
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Temperature topljena su odredene na aparatu Boetius PHMK, VEB Analytic,
Dresden, Germany, i nisu korigovane.

Vrednosti opticke rotacija su izmerene na polarimetru Rudolph research
analytical, Autopol 1V, na sobnoj temperaturi.

IR spektri su snimljeni na Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR (Smart orbit)
spektrofotometru, a poloZaj traka je dat u cm™.

'H NMR Spektri su snimljeni na instrumentu Varian Gemini 2000 na 200 MHz,
dok su *C NMR spektri snimljeni na istom aparatu na 50 MHz u deuterisanom
metanolu uz tetrametil-silan kao interni standard. Hemijska pomeranja (6-skala) su
izrazena u ppm vrednostima, dok su konstante kuplovanja J date u Hz. Multiplicitet
signala je oznacen kao s (singlet), brs (proSireni singlet), d (dublet), dd (dublet dubleta) i
m (multiplet).

Maseni spektri visoke rezolucije su snimljeni na spektrometru Agilent 6210
Time of Flight LC-MS system u pozitivnom jon-modu. Uzorci su rastvarani u metanolu
HPLC cistoce.

Cikli¢ni voltamogrami su snimljeni na potenciostatu CHI 760B, Austin, TX,
USA.

UV/Vis spektri su snimljeni na spektrofotometru GBC Cintra 40 i LLG Labware
LLG-uniSPEC 2.

Fuorescentni spektri su snimljeni na Thermo Fisher Scientific Lumina
fluorescentnom spektrometru.

CD Spektri su snimljeni na Jasco J-815 cirkularni dihroizam spektropolarimetru.

Tok reakcija je prac¢en tankoslojnom hromatografijom (TLC) na aluminijumskim
folijama Kieselgel 60 GF;s4 (Merck), uz koris¢enje UV-svetla za vizuelizaciju.

Hromatografska precis¢avanja su radena primenom (i) gravitacione
hromatografije (Kieselgel 60, 0,063-0,200, E. Merck), (ii) ‘dry-flash’ hromatografije
(Kieselgel 60, 0,040-0,063, E. Merck), (iii) “low bar”-a (Kieselgel 60, 0,040-0,063, E.
Merck), (iv) tankoslojne preparativne hromatografije na plo¢ama (20 x 20 cm) na koje

se kao stacionarna faza nanosi Kieselgel 60 GFys4 (1 mm).

95



4. EKSPERIMENTALNI DEO

Ekstrakti su suseni iznad anhidrovaniog natrijum-sulfatom.

Organski rastvaraci su sveze predestilovani pre upotrebe.

Uparavanje rastvaraca je vrSeno na rotacionom vakuum uparivacu pri
temperaturama vodenog kupatila do 40 °C.

Svi reagensi koji su upotrebljavani prilikom dobijanja derivata su nabavljeni od

Sigma Aldrich-a i Merck-a, i nisu dodatno precis¢avani.

4.1. lzolovanje avarola

Avarol je izolovan iz morskog sundera Dysidea avara. Sirovi materijal je
sakupljen izranjanjem u Bokokotorskom zalivu, Crna Gora.

Svez sunder (3 kg) se homogenizuje u Waring blenderu sa 250 ml etanola.
Dobijena masa se ekstrahuje tri puta sa po 500 ml etil-acetata uz mesanje u toku 2 h.
Ekstrakti se spoje i isperu tri puta sa po 500 ml vode. Nakon S§to se organski sloj osusi
iznad anhidrovanog natrijum-sulfata, rastvara¢ se ukloni na vakuum uparivacu. Zaostala
tamno braon smolasta masa (48 g) se parcijalno pre€iS¢ava primenom hromatografije
pod snizenim pritiskom.

Deo ek strakta (7 g) se rastvori u etil-acetatu, doda se silika gel (20 g), pa potom
rastvara¢ upari. Na prethodno pripremljenu kolonu (duzina 46 cm, 380 g SiO,) se
postavi ‘kola¢’. Eluiranje avarola se zapocinje toluen/EtOAc (95:5, 2 h), a nastavlja

toluen/EtOAcC (9:1). Silazak jedinjenja je pracen na UV detektoru, na 249 nm i 291 nm.

4.2.  Dobijanje avarona

Avarol (2 g, 6,36 mmol) se rastvori u 100 ml suvog dietil etra, a potom se
lagano, uz mesanje, u malim porcijama dodaje sveze istalozen srebro-oksid (1,7 g, 7,34
mmol). Smesa se meSa tokom 2 h na sobnoj temperaturi, a potom se doda anhidrovani
natrijum-sulfat i ostavi preko noc¢i. Talog se odvoji cedenjem preko infuzorijske zemlje
(Kieselguhr) i dodatno ispere dietil etrom (3 x 10 ml). Rastvara¢ se ukloni pod snizenim
pritiskom. Zuta uljasta masa (1,85 g) se predisti hromatografijom na koloni (20 g
silikagela, 0,063-0,200 mm), sa toluenom kao eluentom. Odgovarajuce frakcije se upare

1 dobiju se zuti kristali avarona (1,676 g, 84,3%).
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4.3. Sinteze aminokiselinskih derivata avarona

Opsti postupak za dobijanje aminokiselinskih derivata avarona. Aminokiselina
se rastvori u zasi¢enom vodenom rastvoru natrijum-hidrogenkarbonata (100 mL), uz
dodatak nekoliko kapi 10% rastvora natrijum-hidroksida do pH 10. Smesa se zatim
dodaje u porcijama u etanolni rastvor avarona (100 mL). Reakciona smesa se meSa
odredeno vreme na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije, etanol se upari, a zaostali
deo reakcione smese ekstrahuje etil-acetatom. Organski deo se osuSi iznad
anhidrovanog natrijum-sulfata, a potom koncentruje na vakuum uparivacu. Sirovi
proizvod se precisti na TLC plo¢ama ili koloni, te rehromatografiSe u istom sistemu.

Nakon rekristalizacije iz dihlormetana, dobije se €isto jedinjenje.

4.3.1. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-Oktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
nafthalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]glicin (126)

Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih

derivata avarona, jedinjenje la se dobija iz avarona

& OH (200 mg, 0,64 mmol) i glicina (240 mg; 3,20 mmol).
O Reakciona smesa se mesSa tokom 4,5 h. Proizvod 126 je

izolovan  nakon dvostruke hromatografije na

preparativnim  plo¢ama (9:1 CHCIl3/MeOH) i
rekristalizacije, u obliku crvenih kristala (107 mg, 43%).

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 126:

tt 86-88 °C; [a]o® = —16 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (log €) 286
(4,73), 482 (4,20);

IR (KBr, cm™): vimax 3457, 3330, 2959, 2930, 2861, 1725, 1673, 1636, 1593, 1457,
1382, 1352, 1262, 1125, 1073, 739;

'H NMR (200 MHz, CD3;0OD): § 6,33 (d, J = 1,6 Hz, 1 H, C6’-H), 5,32 (d, J = 1,6 Hz, 1
H, C4°-H), 5,09 (brs, 1 H, C3-H), 3,62 (s, 2 H, C7°-H), 2,57 (d, J = 13,4 Hz, 1 H, C11-
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Ha), 2,45 (d, J = 13,4 Hz, 1 H, C11-Hp), 1,49 (s, 3 H, C12-H), 0,98 (s, 3 H, C13-H),
0,93 (d, J = 6,2 Hz, 3 H, C14-H), 0,82 (s, 3 H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CD3;0D): §187,1 (C-5°), 184,5 (C-2°), 174,6 (C-8’), 148,6 (C-3°),
144,9 (C-4), 143,8 (C-1"), 140,8 (C-67), 121,6 (C-3), 97,6 (C-4), signal se preklapa sa
signalom rastvaraca (C-10), 47,0 (C-7°), 43,0 (C-9), 39,4 (C-5), 38,0 (C-8), 37,3 (C-6),
36,1 (C-11), 28,6 (C-7), 27,3 (C-2), 20,5 (C-1), 20,3 (C-13), 18,4 (C-14), 18,1 (C-12),
17,2 (C-15);

HRMS (ESI, MeOH): m/e 386,23150 [M+H]*, izradunato za CpsHgpNOy4: 386,23258;
m/le 408,21374 [M+Na]", izradunato za C23H3:NOsNa: 408,21453.

4.3.2. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(S)alanin (127)

Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata avarona, jedinjenje 127 se dobija iz avarona
~&_OH (200 mg, 0,64 mmol) i L-alanina (179 mg; 2,01 mmol).
0 Rastvor NaOH se ne dodaje. Vreme meSanja smese je

3,5 h. Sirovi proizvod se precisti hromatografijom na

koloni (8:2 hloroform/metanol), a  potom
hromatografijom na TLC plo¢ama u istom sistemu.

Cisto jedinjenje 127 (65 mg, 25%) se izoluje u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 127:

tt 168-171 °C (dek.); [a]p™® = 56 (c 0,125 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (log
€) 290 (4,65), 492 (4,26);

IR (KBr, cm'l): 3363, 2960, 2931, 2855, 1670, 1633, 1583, 1498, 1455, 1416, 1358,
1335;

'H NMR (200 MHz, CD30OD): § 6,24 (d, J = 2,4 Hz, 1 H, C6’-H), 5,27 (d, J = 2,4 Hz, 1
H, C4°-H), 5,02 (brs, 1 H, C3-H), 3,71 (q, J = 6,8 Hz, 1 H, C7°-H), 2,48 (d, J = 6,2Hz, 1
H, C11-H,), 2,41 (d, J = 6,2 Hz, 1 H, C11-Hp), 1,42 (s, 3 H, C12-H), 1,33 (d, J = 6,8
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Hz, 3 H, C9’-H), 0,92 (s, 3 H, C13-H), 0,86 (d, J = 6,0 Hz, 3 H, C14-H), 0,76 (s, 3 H,
C15-H);

3C NMR (50 MHz, CD3;0D): § 187,2 (C-5°), 184,7 (C-2°), 178,7 (C-8°), 148,1 (C-3°),
145,2 (C-4), 144,0 (C-17), 140,7 (C-67), 121,6 (C-3), 97,7 (C-4’), 54,1 (C-7°), signal se
preklapa sa signalom rastvaraca (C-10), 43,1 (C-9), 39,6 (C-5), 38,0 (C-8), 37,4 (C-6),
36,1 (C-11), 28,6 (C-7), 27,4 (C-2), 20,5 (C-1), 20,4 (C-13), 18,3 (C-14), 18,1 (C-12),
17,3 (C-9°), 17,2 (C-15):

HRMS (MeOH): m/e 400,24715 [M+H]*, izradunato za C24H34NO4: 400,24824.

4.3.3. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]p-alanin (128)

Prema opStem postupku za dobijanje
aminokiselinskih derivata avarona, jedinjenje 128 se
dobija u reakciji avarona (100 mg, 0,32 mmol) i B-
alanina (143 mg; 1,61 mmol). Reakciona smesa se

meSa 3 h. Sirovi proizvod se precisti

hromatografijom na preparativnim TLC ploama
(9:1 hloroform/metanol). Dobija se Cisto jedinjenje

128 (43 mg, 34%) u obliku crvenih kristala.
Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 128:

tt 120-122 °C; [a]p?° = 64 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €)
290 (4,75), 490 (4,33);

IR (KBr, cm™): 3386, 2960, 2858, 1671, 1633, 1583, 1513, 1451, 1382, 1254, 1143,
1030;

'H NMR (200 MHz, CDs0D): § 6,32 (d, J = 2,8 Hz, 1 H, C6’-H), 5,46 (d, J = 2,8Hz, 1
H, C4°-H), 5,11 (brs, 1 H, C3-H), 3,34 (t, J = 5,2 Hz, 2 H, C7>-H), 2,60 (d, J = 5,0 Hz, 1
H, C11-H,), 2,53 (d, J = 5,0 Hz, 1 H, C11-Hy), 2,45 (t, = 6,6 Hz, 2 H, C8’-H), 1,51 (s,

99



4. EKSPERIMENTALNI DEO

3 H, C12-H), 1,00 (s, 3 H, C13-H), 0,93 (d, J = 6,2 Hz, 3 H, C14-H), 0,83 (s, 3 H, C15-
H);

¥3C NMR (50 MHz, CD3;0D): §187,1 (C-5°), 184,7 (C-2°), 179,5 (C-9°), 149,4 (C-3°),
145,0 (C-4), 143,9 (C-1"), 140,7 (C-6"), 121,6 (C-3), 97,0 (C-4"), signal se preklapa sa
signalom rastvaraca (C-10), 43,0 (C-9), 40,8 (C-7°), 39,5 (C-5), 38,1 (C-8), 37,4 (C-6),
36,7 (C-8), 36,1 (C-11), 28,6 (C-7), 27,4 (C-2), 20,5 (C-1), 20,3 (C-13), 18,3 (C-14),
18,1 (C-12), 17,2 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 400,24846 [M+H]", izradunato za CqH3sNO4: 400,24824; miz
799,48888 [2M+H]", izratunato za CsgHs7N2Os: 799,48919.

4.3.4. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(R)valin (129)

Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata avarona, jedinjenje 129 se dobija u reakciji
~&.OH avarona (100 mg, 0,32 mmol) i D-valina (113 mg; 0,96
0 mmol). Reakciona smesa se meSa 3 h na sobnoj

temperaturi. Sirovi proizvod se precisti

hromatografijom na preparativnim TLC plocama (9:1
toluen/EtOAc). Nakon rekristalizacije, dobije se Cisto

jedinjenje 129 (55 mg, 40%) u obliku crvenih kristala.
Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 129:

tt 197-200 °C; [a]p?° = —36 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €)
286 (4,68), 498 (4,34);

IR (KBr, cm™): 3356, 2961, 2931, 2875, 1670, 1632, 1580, 1507, 1417, 1384, 1344,
1288, 1124, 1092, 644, 612;

'H NMR (200 MHz, CD30D): § 6,33 (d, J = 2,8 Hz, 1 H, C6°-H), 5,42 (d, J = 2,8 Hz, 1
H, C4’-H), 5,11 (brs, 1 H, C3-H), 3,60 (d, J = 4,6 Hz, 1 H, C7>-H), 2,59 (d, J = 14,0 Hz,
1 H, C11-H,), 2,48 (d, J = 14,0 Hz, 1 H, C11-Hp), 2,19 (m, 1 H, C9*-H), 1,51 (s, 3 H,
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C12-H), 1,07 (d, J = 1,6 Hz, 3 H, C10’-H), 1,01 (s, 3 H, C13-H), 0,99 (d, J = 1,6 Hz, 3
H, C11°-H), 0,96 (d, J = 2,2 Hz, 3 H, C14-H), 0,85 (s, 3 H, C15-H);

¥3C NMR (50 MHz, CD3;0D): § 187,3 (C-5°), 184,7 (C-2°), 177,6 (C-8°), 148,7 (C-3°),
145,0 (C-4), 143,9 (C-17), 140,7 (C-67), 121,7 (C-3), 97,7 (C-4’), 64,7 (C-7°), signal se
preklapa sa signalom rastvaraca (C-10), 43,1 (C-9), 39,6 (C-5), 38,3 (C-8), 37,4 (C-6),
36,3 (C-11), 32,4 (C-9°), 28,6 (C-7), 27,4 (C-2), 20,5 (C-1, C-117), 19,8 (C-13), 19,2
(C-14), 18,3 (C-10°), 18,0 (C-12), 17,2 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 428,27917 [M+H]", izradunato za CsH3sNOy4: 428,27954; m/z
855,55066 [2M+H]", izradunato za CsoH7sN,0g: 855,55179.

4.3.5. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(S)leucin (130)

Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata avarona, jedinjenje 130 se dobija u reakciji
avarona (100 mg, 0,32 mmol) i L-leucina (126 mg;
0,96 mmol). Reakciona smesa se mesSa 5 h. Sirovi

proizvod se precisti na preparativnim TLC plo¢ama

(9:1 toluen/EtOAc), te rehromatografiSe na istima (9:1
CHCI3/MeOH). Izolovano je jedinjenje 130 (42 mg,
30%) u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 130:

tt 148-150 °C; [a]p?° = —24 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €)
286 (4,62), 494 (4,24);

IR (KBr, cm™): 3368, 1670, 1632, 1581, 1512, 1449, 1384, 1343, 1257, 1121, 1029,
737,702, 613;

'H NMR (200 MHz, CD30OD): § 6,32 (d, J = 2,8 Hz, 1 H, C6°-H), 5,39 (d, J = 2,8 Hz, 1
H, C4°-H), 5,10 (brs, 1 H, C3-H), 3,77 (t, J = 5,6 Hz, 1 H, C7°-H), 2,52 (d, J = 14,0 Hz,
1 H, C11-Hy), 2,46 (d, J = 14,0 Hz, 1 H, C11-Hy), 1,71 (m, 3 H, C9’-H, C10°>-H), 1,51

101



4. EKSPERIMENTALNI DEO

(s, 3 H, C12-H), 1,01 (s, 3 H, C13-H), 0,89 (d, J = 6,2 Hz, 3 H, C14-H), 0,96 (s, 3 H,
C11°-H), 0,93 (s, 3 H, C12°-H), 0,84 (s, 3 H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CD3;0D): § 187,2 (C-5°), 184,7 (C-2°), 178,2 (C-8°), 148,6 (C-3°),
145,2 (C-4), 144,0 (C-17), 140,6 (C-67), 121,5 (C-3), 97,5 (C-4’), 58,0 (C-7°), signal se
preklapa sa signalom rastvaraca (C-10), 43,1 (C-9), 42,0 (C-9°), 39,6 (C-5), 37,8 (C-8),
37,4 (C-6), 36,0 (C-11), 28,6 (C-7), 27,4 (C-2), 26,4 (C-10’), 23,5 (C-11"), 22,8 (C-12"),
20,5 (C-1), 20,3 (C-13), 18,3 (C-14), 18,1 (C-12), 17,2 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 442,29476 [M+H]", izradunato za Co7HaoNO4: 442,29519; m/z
883,58178 [2M+H]", izratunato za CssH7gN2Og: 883,58309.

4.3.6. N-[4-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(S)proline (131)

Prema opsStem postupku za dobijanje aminokiselinskih

— . derivata avarona, jedinjenje 131 se dobija u reakciji
, N% avarona (110 mg, 0,35 mmol) i L-prolina (122 mg; 1,06
o7 OH mmol). Reakciona smesa se meSa 1,5 h i dolazi do
promene boje iz Zute u ljubicastu. Sirovi proizvod se

preisti  hromatografijom na TLC ploc¢ama (9:1

toluen/EtOAc), te rehromatografiSe na istima (8:2
CHCI3/MeOH). Izoluje se ¢isto jedinjenje 131 (28 mg, 19%) u obliku crveno-ljubicastih

kristala.
Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 131.:

tt 193-195 °C (dek.); [@]o™® = —120 (c 0,125 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax
(log €) 296 (4,67), 512 (4,34);

IR (KBr, cm™): 3377, 2959, 2925, 2876, 1658, 1629, 1590, 1563, 1452, 1420, 1144;

'H NMR (200 MHz, CD3;0OD): § 6,13 (brs, 1 H, C6°-H), 5,37 (brs, 1 H, C3’-H), 5,00
(bs, 1 H, C3-H), 3,57-3,42 (m, 3 H, C7>-H, C10°>-H), 2,51 (d, J = 13,0 Hz, 1 H, C11-
Ha), 2,38 (d, J = 13,0 Hz, 1 H, C11-Hp), 2,19-2,05 (m, 2 H, C9’-H), 2,05-1,85 (Sirok
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signal, 2 H, C8’-H), 1,41 (s, 3 H, C12-H), 0,91 (s, 3 H, C13-H), 0,85 (d, J = 6,2 Hz, 3
H, C14-H), 0,75 (s, 3 H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CDs0D): § 186,3 (C-2), 185,7 (C-5), 180,0 (C-11°), 150,1 (C-1°),
148,9 (C-4°), 1449 (C-4), 134,5 (C-6"), 121,7 (C-3), 102,5 (C-3°), 66,9 (C-10), signal
se preklapa sa signalom rastvaraca (C-10, C-7°), 43,7 (C-9), 39,5 (C-5), 38,2 (C-8), 37,4
(C-6), 36,1 (C-11), 33,0 (C-9), 30,7 (C-8°), 28,7 (C-7), 27,4 (C-2), 20,5 (C-1), 20,4 (C-
13), 18,3 (C-14), 18,2 (C-12), 17,3 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 426,26373 [M+H]+, izracunato za CosH3sNO4: 426,26389; m/z
851,52046 [2M+H]", izratunato za Cs;H71N»QOg: 851,52049.

4.3.7. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8aS)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(S)metionin (132)

Prema  opStem  postupku za  dobijanje
aminokiselinskih derivata avarona, jedinjenje 132
se dobija u reakciji avarona (200 mg, 0,64 mmol) i
L-metionina (239 mg; 1,60 mmol). Reakciona
smesa se meSa 5 h. Sirovi proizvod se precisti

hromatografijom na preparativnim TLC plocama

(9:1 toluen/EtOAC) uz rehromatografiju u sistemu
CHCI3/MeOH (8:2). Nakon rekristalizacije iz dihlormetana, dobiju se crveni kristali
jedinjenja 132 (45 mg, 15%).

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 132:

tt 164-168 °C; [a]p?® = —12 (¢ 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €)
290 (4,59), 490 (4,20);

IR (KBr, cm™): 3350, 2959, 2931, 2857, 1669, 1632, 1584, 1489, 1442, 1384, 1339,
1284, 1144, 1029, 628;

'H NMR (200 MHz, CD30OD): § 6,33 (d, J = 2,2 Hz, 1 H, C6’-H), 5,45 (d, J = 2,2 Hz, 1
H, C4’-H), 5,10 (brs, 1 H, C3-H), 3,89 (dd, J = 5,6 Hz, J = 9,0 Hz, 1 H, C7’-H),
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2,66-2,37 (m, 4 H, C11-H,, C11-Hy, C10°-H), 2,17-2,10 (m, 2 H, C9’-H), 2,04 (s, 3 H,
C11°-H), 1,50 (s, 3 H, C12-H), 1,00 (s, 3 H, C13-H), 0,94 (d, J = 6,2 Hz, 3 H, C14-H),
0,84 (s, 3 H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CDsOD): § 187,2 (C-5°), 184,6 (C-2°), 176,9 (C-8’), 148,3 (C-3),
145,1 (C-4), 144,1 (C-17), 140,6 (C-67), 121,5 (C-3), 97,7 (C-4’), 57,9 (C-7°), signal se
preklapa sa signalom rastvaraca (C-10), 43,1 (C-9), 39,5 (C-5), 37,8 (C-8), 37,4 (C-6),
35,9 (C-11), 32,1 (C-97), 31,1 (C-107), 28,5 (C-7), 27,4 (C-2), 20,5 (C-1), 20,3 (C-13),
18,3 (C-14), 18,1 (C-12), 17,1 (C-15), 15,4 (C-11°);

HRMS (MeOH): m/z 460,25091 [M+H]", izradunato za CaH3sNO,S: 460,25161; m/z
919,49546 [2M+H]", izradunato za CspH75N,0gS,: 919,49594.

4.3.8. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8a5)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(S)fenilalanin (133)

Prema opstem postupku za dobijanje
aminokiselinskih derivata avarona, jedinjenje 133 se
dobija u reakciji avarona (190 mg, 0,61 mmol) i L-
fenilalanina (100 mg; 0,61 mmol). Reakciona smesa
se meSa Sh. Sirovi proizvod se pre€isti

hromatografijom na preparativnim TLC plocama

(9:1 toluen/EtOAc). Izoluje se Cisto jedinjenje 133
(28 mg, 10%) u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 133:

tt 155-158 °C; [a]p?° = 60 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €)
286 (4,66), 496 (4,26);

IR (KBr, cm™): 3365, 3026, 2957, 2929, 2857, 1670, 1631, 1581, 1514, 1494, 1440,
1409, 1341, 1288, 1127, 1028;

'H NMR (200 MHz, CD;0D): § 7,20-7,08 (Sirok signal, 5 H, Ph-H), 6,26 (d, J = 2,2
Hz, 1 H, C6>-H), 5,21 (d, J = 2,2 Hz, 1 H, C4>-H), 5,13 (brs, 1 H, C3-H), 3,98 (dd, J =
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4.4 Hz, J = 7,8 Hz, 1 H, C7>-H), 3,27 (dd, J = 6,0 Hz, J = 8,0 Hz, 1 H, C9’-H,), 2,99
(dd, J = 8,0 Hz, J = 14,0 Hz, 1 H, C9’-Hy), 2,66 (d, J = 13,4 Hz, 1 H, C11-H,), 2,30 (d,
J=14,0 Hz, 1 H, C11-Hy), 1,54 (5, 3 H, C12-H), 1,01 (s, 3 H, C13-H), 0,92 (d, J = 6.2
Hz, 3 H, C14-H), 0,82 (s, 3 H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CDsOD): § 187,1 (C-5°), 184,3 (C-2°), 176,8 (C-8’), 148,0 (C-3),
145,0 (C-4), 143,8 (C-1°), 140,5 (C-6°), 138,7 (C-10’), 130,5 (C-11°, C-15"), 129,4 (C-
12°, C-14°), 127,6 (C-13°), 121,8 (C-3), 97,5 (C-4’), 59,9 (C-7), signal se preklapa sa
signalom rastvaraca (C-10), 43,0 (C-9), 39,5 (C-5), 39,0 (C-9°), 37,5 (C-8), 37,4 (C-6),
35,6 (C-11), 28,4 (C-7), 27,5 (C-2), 20,5 (C-1), 20,3 (C-13), 18,4 (C-14), 18,1 (C-12),
17,0 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 476,27878 [M+H]", izraunato za C3oHzsNOy: 476,27954.

4.3.9. N-[3-[[(1R,2S,4aS,8a5)-1,2,3,4,4a,7,8,8a-0ktahidro-1,2,4a,5-tetrametil-1-
naftalenil)metil]-2,5-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il]-(S)triptofan (134)

Prema opStem postupku za dobijanje
aminokiselinskih derivata avarona, jedinjenje 134 se
dobija iz avarona (100 mg, 0,32 mmol) i L-triptofana
(98 mg; 0,48 mmol). Reakciona smesa se meSa 3 h i
dolazi do promene boje iz Zute u crvenu-ljubicastu.
Sirovi proizvod se precisti na TLC plo¢ama (9:1
toluen/EtOAC), te rehromatografise na isti nacin u
sistemu CHCI3/MeOH (9:1). Nakon rekristalizacije iz
dihlormetana, dobije se jedinjenje 134 (52 mg, 32%) u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 134:

tt 157-160 °C (dek.); [a]o?® = —32 (c 0,125 g/L, CHsOH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax
(log €) 282 (4,74), 290 (4,71), 396 (3,82), 500 (4,10);

IR (KBr, cm™): 3351, 2956, 2839, 1664, 1632, 1581, 1439, 1412, 1145, 1024, 740, 659,
637, 611,
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'H NMR (200 MHz, CD;OD): § 7,55 (d, J = 7,2 Hz, 1 H, C16’-H), 7,30 (d, J = 8,0 Hz,
1 H, C13>-H), 7,09 (s, 1 H, C11°-H), 7,05-6,92 (m, 2 H, C14’-H, C15°-H), 6,23 (brs, 1
H, C6°-H), 5,27 (brs, 1 H, C4’-H), 5,07 (brs, 1 H, C3-H), 4,09 (brs, 1 H, C7>-H),
3,55-3,40 (brm, 1 H, C9’-H,), 3,30-3,15 (brm, 1 H, C9’-Hy), 2,55 (d, J = 13,4 Hz, 1 H,
C11-Ha), 2,28 (d, J = 13,4 Hz, 1 H, C11-Hy), 1,52 (s, 3 H, C12-H), 0,99 (s, 3 H, C13-
H), 0,88 (d, J = 6,2 Hz, 3 H, C14-H), 0,80 (s, 3 H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CD;0D): § 187,0 (C-5°), 184,1 (C-2°), 179,8 (C-8’), 148,1 (C-3"),
1445 (C-4), 143,4 (C-17), 1404 (C-6"), 137,7 (C-12°), 128,8 (C-17’), 124,3 (C-117),
122,2 (C-16%), 121,7 (C-3), 119,8 (C-15"), 119,2 (C-14"), 112,1 (C-13’), 111,2 (C-107),
97,5 (C-4’), 54,5 (C-7), signal se preklapa sa signalom rastvaraca (C-10), 42,8 (C-9),
39,3 (C-5), 37,4 (C-8), 37,0 (C-6), 35,7 (C-11), 28,8 (C-9), 28,3 (C-7), 27,2 (C-2), 20,4
(C-1), 20,1 (C-13), 18,3 (C-14), 18,1 (C-12), 17,0 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 515,28989 [M+H]+, izracunato za CzoH39N»O4: 515,29043.
4.4.  Dobijanje tert-butilhinona

tert-Butilhidrohinon (125) (2 g, 12,03 mmol) se rastvori u 100 ml suvog dietil
etra. U porcijama se doda sveze pripremljen srebro-oksid (3,2 g, 13,81 mmol) i reakcija
se meSa 2 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smesa se dalje tretira kako je prethodno
navedeno u odeljku za dobijanje avarona (poglavlje 4.2.). tert-Butilhinon (135) se
dobija u obliku zutih kristala (1,658 g, 83,9%).

45. Sinteze aminokiselinskih derivata tert-butilhinona

Opsti  postupak za dobijanje aminokiselinskih derivata tert-butilhinona.
Aminokiselina se rastvori u zasi¢enom rastvoru natrijum-hidrogenkarbonata (100 mL),
te se dokapa 10% rastvor natrijum-hidroksida do pH 10. Smesa se lagano dodaje u
etanolni rastvor avarona (100 mL). Reakciona smesa se meSa odredeno vreme na sobnoj
temperaturi. Po zavrsetku reakcije, etanol se ukloni na vakuum uparivacu, a zaostali deo
reakcione smese ekstrahuje etil-acetatom. Vodeni deo se zakiseli 10% hlorovodoni¢nom

kiselinom, pa se ponovi ekstrakcija etil-acetatom. Organski slojevi se osuse iznad
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anhidrovanog natrijum-sulfata, a potom koncentruju na vakuum uparivacu. Sirovi
proizvod se precisti hromatografijom na TLC plocama, te rehromatografiSe u istom

sistemu. Nakon rekristalizacije iz dihlormetana, dobije se Cisto jedinjenje.
4.5.1. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-glicin (136)
Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih

derivata tert-butilhinona, jedinjenje 136 se dobija iz TBH
N&T/OH (180 mg, 1,10 mmol) i glicina (324 mg; 4,32 mmol).

H o Reakciona smesa se meSa 2,5 h. Sirovi proizvod se precisti
hromatografijom na preparativnim TLC plo¢ama (9:1
CHCI3/MeOH), te rehromatografise na isti nac¢in. Nakon rekristalizacije se dobiju crveni

kristali jedinjenja 136 (31 mg, 12%).
Fizicke konstante 1 spektroskopski podaci za 136:

tt 104-106 °C (dek.); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €) 274 (4,60), 368 (3,90), 476
(3,98);

IR (KBr, cm™): 3356, 2959, 2930, 2871, 1725, 1633, 1591, 1486, 1461, 1393, 1362,
1278, 1124, 1074,

'H NMR (200 MHz, CDs0D): § 6,41 (d, J = 2,2 Hz, 1 H, C6-H), 5,30 (d, J = 2,2 Hz, 1
H, C4-H), 3,64 (brs, 2 H, C11-H), 1,27 (s, 9 H, C8-H, C9-H, C10-H);

3C NMR (50 MHz, CD30D): & 187,8 (C-5), 183,9 (C-2), 174,9 (C-12), 153,1 (C-1),
149,7 (C-3), 135,9 (C-6), 97,0 (C-4), 47,0 (C-11), 35,7 (C-7), 29,4 (C-8, C-9, C-10);

HRMS (MeOH): m/z 238,10636 [M+H]+, izracunato za C1oHigNO4: 238,10738; m/z
255,11225 [M+NH4]+, izraunato za C1oH19N,O4: 255,13393.
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4.5.2. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-L-alanin (137)

o Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih

] , B derivata tert-butilhinona, jedinjenje 137 se dobija iz TBH
N 3N ~2-OH (200 mg, 1,22 mmol) i L-alanina (170 mg; 1,91 mmol).
Jp 0 H 0 Reakciona smesa se meSa 3 h. Sirovi proizvod se precisti

hromatografijom na preparativnim TLC plo¢ama (8:2 CHCl3/MeOH). Hromatografija
se ponovi na isti na¢in. Izoluje se Cisto jedinjenje 137 (73 mg, 24%) u obliku crvenih

kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 137:

tt 159-163 °C (dek.); [a]o® = —32 (c 0,125 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax
(log £) 274 (4,87), 486 (4,40);

IR (KBr, cm™): 3351, 2961, 1673, 1630, 1580, 1488, 1455, 1416, 1365, 1338, 1283,
1171;

'H NMR (200 MHz, CD30D): § 6,40 (d, J = 2,2 Hz, 1 H, C6-H), 5,35 (d, J = 2,2 Hz, 1
H, C4-H), 3,81 (q, J = 6,8 Hz, 1 H, C11-H), 1,43 (d, J = 7,2 Hz, 3 H, C13-H), 1,26 (s, 9
H, C8-H, C9-H, C10-H);

3C NMR (50 MHz, CD30D): & 187,7 (C-5), 184,0 (C-2), 179,3 (C-12), 153,1 (C-1),
148,8 (C-3), 135,9 (C-6), 97,0 (C-4), 54,0 (C-11), 35,7 (C-7), 29,4 (C-8, C-9, C-10),
18,0 (C-13);

HRMS (MeOH): m/z 252,12285 [M+H]", izradunato za C13Hi1gNO4: 252,12303; m/z
503,23881 [2M+H]", izra¢unato za CpsH35N,Og: 503,23879.
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4.5.3. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-p-alanin (138)

Prema opsStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata tert-butilhinona, jedinjenje 138 se dobija iz TBH
/\)113\0H (100 mg, 0,61 mmol) i B-alanina (110 mg; 1,23 mmol).
Reakciona smesa se meSa 3 h. Sirovi proizvod se precisti

hromatograﬁ_]om na preparativnim TLC plo¢ama (9:1 CHCl3/MeOH). Nakon

rekristalizacije iz dihlormetana, izoluju se crveni kristali jedinjenja 138 (74 mg, 48%).
Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 138:

tt 117-120 °C; UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €) 274 (4,92), 484 (4,44);

IR (KBr, cm'l): 3349, 2960, 1673, 1631, 1582, 1509, 1455, 1365, 1256, 1158;

'H NMR (200 MHz, CDs0OD): § 6,41 (brs, 1 H, C6-H), 5,44 (brs, 1 H, C4-H), 3,30 (t, J
= 1,6 Hz, 2 H, C11-H), 2,55 (Sirok signal, 2 H, C12-H), 1,25 (s, 9 H, C8-H, C9-H, C10-
H);

3C NMR (50 MHz, CD;OD): & 187,7 (C-5), 184,0 (C-2), 178,9 (C-13), 153,1 (C-1),
150,1 (C-3), 135,9 (C-6), 96,6 (C-4), 40,4 (C-11), 35,7 (C-7), 30,0 (C-12) 29,4 (C-8, C-
9, C-10);

HRMS (MeOH): m/z 252,12255 [M+H]+, izracunato za C13H1sNOy4: 252,12303.
4.5.4. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-D-valin (139)

0 Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih

6 L\ derivata tert-butilhinona, jedinjenje 139 se dobija u reakciji
-~ OH TBH (130 mg, 0,79 mmol) i D-valina (140 mg; 1,20 mmol).

o H o Reakciona smesa se meSa 2,5 h. Sirovi proizvod se prec€isti
hromatografijom na preparativnim TLC plo¢ama (9:1 toluen/EtOAc) i
rehromatografijom u istom sistemu. Nakon rekristalizacije je izolovano jedinjenje 139

(61 mg, 28%) u obliku crvenih kristala.
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Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 139:

tt 180-183 °C (dek.); [a]o® = =20 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax
(log €) 274 (4,78), 490 (4,34);

IR (KBr, cm™): 3350, 2962, 2873, 1673, 1630, 1578, 1506, 1421, 1340, 1162;

'H NMR (200 MHz, CD30D): & 6,41 (d, J = 2,4 Hz, 1 H, C6-H), 5,40 (d, J = 2,4 Hz, 1
H, C4-H), 3,61 (d, J = 6,2 Hz, 1 H, C11-H), 2,20 (m, 1 H, C13-H), 1,26 (s, 9 H, C8-H,
C9-H, C10-H), 0,98 (d, J = 6,4 Hz, 6 H, C14-H, C15-H);

3C NMR (50 MHz, CD;0D): & 187,8 (C-5), 184,0 (C-2), 177,6 (C-12), 153,0 (C-1),
149,6 (C-3), 135,9 (C-6), 97,2 (C-4), 64,5 (C-11), 35,7 (C-7), 32,5 (C-13) 29,4 (C-8, C-
9, C-10), 20,0 (C-15), 19,1 (C-14);

HRMS (MeOH): m/z 280,15442 [M+H]", izradunato za CisH»NOy4: 280,15433; m/z
302,14251 [M+Na]®, izratunato za C15H,;NO4Na: 302,13628; m/z 559,30101 [2M+H]",
izraunato za CzgHa3N»Og: 559,30139.

4.5.5. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-L-leucin (140)

Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata tert-butilhinona, jedinjenje 140 se dobija u reakciji
TBH (100 mg, 0,61 mmol) i L-leucina (80 mg; 0,61 mmol).

Reakciona smesa se meSa u toku 2 h, te dolazi do promene

boje iz Zute u crveno-ljubicastu. Sirovi proizvod je precisc¢en
hromatografijom na preparativnim TLC ploCama (9:1 toluen/EtOAc), te
rehromatografisan na isti na¢in u sistemu CHCl3/MeOH (9:1). Jedinjenje 140 (32 mg,
18%) je izolovano u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 140:

tt 147-148 °C; [a]p?® = =20 (¢ 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (10g €)
272 (4,72), 488 (4,258);
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IR (KBr, cm'l): 3359, 2958, 2871, 1672, 1630, 1578, 1511, 1419, 1365, 1341, 1264,
1165;

'H NMR (200 MHz, CD;0D): § 6,32 (d, J = 2,2 Hz, 1 H, C6-H), 5,29 (d, J = 2,2 Hz, 1
H, C4-H), 3,68 (m, 1 H, C11-H), 1,64 (m, 3 H, C13-H, C14-H), 1,18 (s, 9 H, C8-H, C9-
H, C10-H), 0,89 (d, J = 6,0 Hz, 3 H, C15-H), 0,83 (d, J = 6,0 Hz, 3 H, C16-H);

3C NMR (50 MHz, CD;OD): & 187,8 (C-5), 184,0 (C-2), 178,4 (C-12), 153,1 (C-1),
149,4 (C-3), 135,9 (C-6), 97,0 (C-4), 58,0 (C-11), 42,3 (C-13), 35,7 (C-7), 29,4 (C-8, C-
9, C-10), 26,4 (C-14), 23,4 (C-15), 22,7 (C-16);

HRMS (MeOH): m/z 294,16991 [M+H]+, izracunato za CiH24NO4: 294,16998; m/z
587,33268 [2M+H]", izratunato za C3;H47N2Og: 587,33269.

4.5.6. N-(4-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-L-prolin (141)

Prema opsStem postupku za dobijanje aminokiselinskih derivata
tert-butilhinona, jedinjenje 141 se dobija u reakciji TBH (200
mg, 1,22 mmol) i L-prolina (280 mg; 2,43 mmol). Reakciona

smesa se meSa 3 h, a boje smese se menja iz Zute u crvenu-

ljubicastu. Sirovi proizvod je preciS¢en hromatografijom na
preparativnim TLC plo€ama (9:1 CHCl3/MeOH), te rehromatografisan na isti nacin u
sistemu toluen/EtOAc (6:4). Nakon rekristalizacije iz dihlormetana, izolovani su
ljubicasti kristali jedinjenja 141 (29 mg, 9%).

Fizicke konstante 1 spektroskopski podaci za 141:

tt 148-152 °C (dek.); [a]o™® = —264 (c 0,125 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax
(log €) 276 (4,62), 498 (4,11);

IR (KBr, cm™): 3377, 2962, 1623, 1581, 1424, 1146;

'H NMR (200 MHz, CD3;0OD): § 6,28 (s, 1 H, C6-H), 5,40 (s, 1 H, C3-H), 3,63 (lose
razdvojen dd, preklopljen sa C15-H, 1 H, C11-H), 3,55-3,40 (m, 2 H, C15-H),
2,24-2.12 (m, 2 H, C13-H), 1,90 (brs, 2 H, C14-H), 1,26 (s, 9 H, C8-H, C9-H, C10-H);
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¥C NMR (50 MHz, CDs0D): & 187,1 (C-2), 187,0 (C-5), 180,1 (C-12), 158,6 (C-1),
148,7 (C-4), 129,8 (C-6), 104,6 (C-3), 66,7 (C-11), 52,2 (C-15), 36,0 (C-7), 33,0 (C-13),
29,9 (C-8, C-9, C-10), 24,0 (C-14);

HRMS (MeOH): m/z 278,13828 [M+H]", izradunato za C15H2NO,: 278,13868.
4.5.7. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-L-metionin (142)
Prema opStem postupku za dobijanje aminokiselinskih

derivata tert-butilhinona, jedinjenje 142 se dobija u
reakciji TBH (130 mg, 0,79 mmol) i L-metionina (118

mg; 0,79 mmol). Reakciona smesa se mesa u toku 2 h.
Sirovi proizvod se pre€isti na preparativnim TLC
plo¢ama (9:1 CHCl3/MeOH), te rehromatografiSe istim postupkom. Dobije se Cisto
jedinjenje 142 (43 mg, 17%) u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 142:

tt 148-152 °C (dek.); [a]o® = —24 (c 0,125 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax
(log £) 274 (4,77), 486 (4,31);

IR (KBr, cm™): 3344, 2961, 1671, 1630, 1580, 1488, 1423, 1339, 1143;

'H NMR (200 MHz, CDs0D): § 6,42 (d, J = 2,2 Hz, 1 H, C6-H), 5,44 (d, J = 2,2 Hz, 1
H, C4-H), 3,88 (dd, J = 6,2 Hz, J = 11,8 Hz, 1 H, C11-H), 2,52 (m, 2 H, C14-H),
2,15-2,01 (m, 2 H, C13-H), 1,98 (s, 3 H, C15-H), 1,27 (s, 9 H, C8-H, C9-H, C10-H);

13C NMR (50 MHz, CD;OD): & 187,8 (C-5), 184,0 (C-2), 177,0 (C-12), 153,2 (C-1),
149,2 (C-3), 135,8 (C-6), 97,2 (C-4), 58,0 (C-11), 35,7 (C-7), 32,5 (C-13), 31,2 (C-14),
29,4 (C-8, C-9, C-10), 15,3 (C-15);

HRMS (MeOH): m/z 312,12628 [M+H]", izracunato za CisH2sNO,S: 312,12641; m/z
623,24469 [2M+H]+, 1zracunato za CzgHa3N20gS,: 623,24553.
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4.5.8. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-L-fenilalanin (143)

Prema opsStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata tert-butilhinona, jedinjenje 143 se dobija u
reakciji TBH (230 mg, 1,40 mmol) i L-fenilalanina (232

mg; 1,40 mmol). Reakciona smesa se mesa 3 h. Sirovi

proizvod se precisti hromatografijom na preparativnim
TLC plo¢ama (9:1 hloroform/metanol), te rehromatografiSe na isti nacin u sistemu
toluen/etil-acetat (9:1). Nakon rekristalizacije, dobije se Cisto jedinjenje 143 (186 mg,
41%) u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 143:

tt 143-146 °C; [a]p?° = 16 (c 0,250 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH, nm): Amax (l0g €)
274 (4,71), 488 (4,29);

IR (KBr, cm™): 3353, 3060, 3027, 2960, 2870, 1672, 1627, 1573, 1502, 1449, 1400,
1365, 1340, 1256;

'H NMR (200 MHz, CD30D): § 7,22-7,14 (m, 5 H, C15-H, C16-H, C17-H, C18-H,
C19-H), 6,35 (d, J = 2,5 Hz, 1 H, C6-H), 5,26 (d, J = 2,5 Hz, 1 H, C4-H), 3,99 (dd, J =
50 Hz, J = 7,4 Hz, 1 H, C11-H), 3,23 (m, 1 H, C13-H,), 3,05 (dd, J = 7,2 Hz, J = 13,4
Hz, 1 H, C13-Hy), 1,22 (s, 9 H, C8-H, C9-H, C10-H);

3C NMR (50 MHz, CD;OD): & 187,8 (C-5), 183,8 (C-2), 177,0 (C-12), 153,0 (C-1),
149,0 (C-3), 138,8 (C-14), 135,7 (C-6), 130,5 (C-15, C-19), 129,4 (C-16, C-18), 127,7
(C-17), 97,2 (C-4), 60,1 (C-11), 38,8 (C-13), 35,6 (C-7), 29,4 (C-8, C-9, C-10);

HRMS (MeOH): m/z 328,15398 [M+H]+, izra¢unato za Ci9H2oNO,: 328,15433; m/z
655,30056 [2M+H]", izracunato za C3gH43N,Og: 655,30139
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4.5.9. N-(5-tert-Butil-3,6-diokso-1,4-cikloheksadien-1-il)-L-triptofan (144)

Prema opsStem postupku za dobijanje aminokiselinskih
derivata tert-butilhinona, jedinjenje 144 se dobija u reakciji
TBH (100 mg, 0,61 mmol) i L-triptofana (125 mg; 0,61
mmol). Reakciona smesa se meSa u toku 1 h. Sirovi

proizvod se precisti hromatografski na preparativnim TLC

ploc¢ama (9:1 toluen/etil-acetat), te rehromatografiSe u
sistemu hloroform/metanol (9:1). Nakon rekristalizacije se izoluje jedinjenje 144 (42
mg, 18%) u obliku crvenih kristala.

Fizicke konstante i spektroskopski podaci za 144:

tt 156-159 °C (dek.); [0]o® = —24 (c 0,125 g/L, CH3OH); UV/Vis (MeOH,nm): Amax
(log £) 278 (4,90), 496 (4,27);

IR (KBr, cm™): 3349, 3001, 2960, 2871, 1671, 1630, 1574, 1501, 1421, 1363, 1341,
1151,

'H NMR (200 MHz, CD30D): & 7,56 (d, J = 8,0 Hz, 1 H, C20-H), 7,30 (d, J = 8,0 Hz, 1
H, C17-H), 7,13 (s, 1 H, C15-H), 7,08-6,90 (m, 2 H, C18-H, C19-H), 6,34 (d, J = 2,0
Hz, 1 H, C6-H), 5,31 (loSe razdvojen d, 1 H, C4-H), 4,11 (loSe razdvojen dd, 1 H, C11-
H), 3,49 (dd, J=4,2 Hz, J = 14,4 Hz, 1 H, C13-H,), 3,27 (dd,J=7,2 Hz, J =144 Hz, 1
H, C13-Hy), 1,18 (s, 9 H, C8-H, C9-H, C10-H);

3C NMR (50 MHz, CD30D): & 187,7 (C-5), 183,6 (C-2), 177,6 (C-12), 152,8 (C-1),
149,1 (C-3), 138,0 (C-16), 135,7 (C-6), 129,1 (C-21), 124,5 (C-15), 122,2 (C-20), 119,7
(C-19), 119,4 (C-18), 112,2 (C-17), 111,4 (C-14), 96,9 (C-4), 59,8 (C-11), 35,5 (C-7),
29,3 (C-8, C-9, C-10), 28,8 (C-13);

HRMS (MeOH): m/z 367,16471 [M+H]", izradunato za CyH,3N,04: 367,16523; m/z
733,32271 [2M+H]", izraunato za C4oH45N4Og: 733,32319.
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4.6. Cikli¢na voltametrija

Za voltametrijska merenja je koriS¢ena elektrohemijska celija sa tri elektrode.
Kao radna elektroda je upotrebljen disk od staklastog ugljenika (pre¢nik 2 mm), dok je
kao pomocna elektroda koriS¢ena platinska zica. Referentna elektroda je bila srebrna
zica uronjena u rastvor elektrolita. Rastvor referentne elektrode se sastojao od 0,1 M
tetrabutilamonijum-perhlorata i 0,01 M srebro-nitrata rastvorenih u dimetilsulfoksidu
koji je prethodno predestilovan pod snizenim pritiskom. Aminokiselinski derivati su
rastvoreni u DMSO, u koncentraciji od 2 mM. Vrednosti potencijala su dati u odnosu na

ferocen. Sva merenja su radena na sobnoj temperaturi u prisustvu azota.

4.7. Ispitivanje citotoksi¢nosti sintetisanih aminokiselinskih derivata hinona

Eksperimenti sa tumorskim celijskim linijama su uradeni na Institutu za
onkologiju i radiologiju Srbije u Beogradu.

U radu je koris¢en BD FACSCalibur™ proto¢ni citometar i BD CellQuest Pro
softver koji su proizvod BD Biosciences, SAD. KoriS¢eni Elisa rider je tipa Multiskan
EX Thermo Labsystems. Celijske linije su poruene iz ATCC kataloga. Hemikalije i
reagensi su pribavljeni od Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka. Inhibitori kaspaza

su proizvodi R&D Systems, Inc., SAD.

4.7.1. Celijske linije

Potencijalno antitumorsko dejstvo dobijenih aminokiselinskih derivata hinona
ispitano je prema humanim malignim delijskim linijjama: adenokarcinom cerviksa
(HeLa), melanom (Fem-X), hroni¢na mijeloidna leukemija (K562), adenokarcinom
dojke (MDA-MB-453) i adenokarcinom pluca (A549). Pored toga, antiproliferativna
aktivnost sintetisanih jedinjenja je ispitana i prema zdravim fetalnim fibroblastima pluc¢a
(MRC-5).

Kao medijum u kom su ¢elije kultivisane koriS¢ena je hranljiva podloga RPMI-
1640 koja je obogacena 10% serumom fetalnog goveceta (FBS) termicki inaktivisanog

na 56 °C tokom 30 minuta, zatim L-glutaminom (3 mM), penicilinom (100 IU/mL),
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streptomicinom (100 pg/mL) i HEPES-om (25 mM). Vrednost pH 7,2 je podeSena
bikarbonatnim rastvorom. MDA-MB-453 ¢elije su gajene u istom medijumu uz dodatak
glukoze (1,11 g/L podloge). Celijske kulture su gajene na 37 °C, u vlaznoj atmosferi
obogacenoj 5% COs.

4.7.2. Tretman Celijskih linija

Stok rastvori (10 mM) ispitivanih jedinjenja u DMSO-u se razblaze
odgovaraju¢im hranljivim medijumom kako bi se dobile Zeljene radne koncentracije.
Neoplasticne ¢elije HeLa (2000 ¢elija u 100 pl podloge po bunaru), A549 (5000 ¢elija u
100 pl podloge po bunaru), Fem-X (5000 ¢elija u 100 ul podloge po bunaru), MDA-
MB-453 (3000 ¢elija u 100 pl podloge po bunaru), kao i netumorske celije MRC-5
(5000 ¢elija u 100 pl podloge po bunaru) se zaseju u mikrotitar ploce sa 96 bunara sa
ravnim dnom. Kao sleba proba se koristi hranljivi medijum. Sve ¢elijske linije, osim
K562, se inkubiraju 24 sati u toku ¢ega dode do adhezije ¢elija. Kako ¢elije K562 (5000
¢elija u 100 pl podloge po bunaru) rastu u suspenziji, zaseju se 2 sata pre dodavanja
ispitivanih derivata i inkubiraju na 37 °C. Prilikom pripreme celijskih suspenzija, kao 1
rasvora ispitivanih jedinjenja koristi se kompletni hranljivi medijum RPMI 1640
prethodno opisan, bez fenol crvenog, pH 7,2. Nakon toga se u odgovaraju¢e bunare
doda 50 pl prethodno pripremljenih rastvora ispitivanih jedinjenja, tako da finalna
koncentracija jedinjenja bude 200, 100, 50, 25 1 12,5 uM. U kontrolne uzorke se doda
samo ista zapremina hranljivog medijuma. Nakon dodavanja jedinjenja, ¢elijske kulture

se inkubiraju tokom 72 sata na 37 °C.
4.7.3. Odredivanje prezivljavanja ¢elija

Efekat sintetisanih jedinjenja na prezivljavanje ¢elija kancera je odreden MTT
kolorimetrijskim testom po Mosmann-u uz izvesne modifikacije.*

Nakon 72 sata inkubacije, u svaki bunar sa tumorskim celijama 1 ispitivanim
jedinjenjima se doda po 20 ul MTT reagensa (5 mg/mL, PBS). Uzorci se potom

inkubiraju naredna 4 sata na 37 °C, u atmosferi koja je zasi¢ena vodenim parama uz
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dodat 5% CO,. Nakon toga se doda po 100 ul SDS-a (100 mg/mL) i nastavi se sa
inkubiranjem tokom naredna 24 sata.

Apsorbancija (A) nagradenog formazana se ocita na talasnoj duzinu od 570 nm
na ELISA ¢itacu. Kako bi se dobio procenat prezivelih ¢elija S, izmerene apsorbancije
uzoraka u kojima ¢elije rastu pod uticajem razlicitih koncentracija testiranih jedinjenja
(A;) se dele sa apsorbancijom kontrolnog uzorka gde celije rastu same u hranljivom
medijumu (Ax), te pomnoze sa 100 (jednacina 1). Potrebno je naglasiti da se
apsorbancija slepe probe (As) uvek oduzima od apsorbancije koja se odnosi na uzorke

odgovarajucih ¢elijskih uzoraka.

A-A . g
S (%) =——-=x100 ednacina 1
9= G )

ICso vrednost je definisana kao koncentracija ispitivanog jedinjenja koja inhibira
prezivljavanje Celija kancera za 50% u odnosu na kontrolu. Kao pozitivna kontrola

koriS¢en je cisplatin. Svi eksperimenti se rade u triplikatu.
4.7.4. Analiza faza ¢elijskog ciklusa

HeLa celjje su zaseju u 2 mL hranljivog medijuma koji se izlije u ploce sa 6
bunara. Nakon 24 sata inkubacije na temperaturi od 37 °C, medijum se ukloni. HeLa
éelije (3 x 10° po bunaru) se tretiraju ispitivanim jedinjenjima u kompletnom hranljivom
medijumu, sa izuzetkom kontrolnih ¢elija u koje se doda samo svez hranljivi medijum.
Inkubiranje se nastavlja u naredna 24 sata pod istim uslovima. Finalne koncentracije
jedinjenjenja odgovaraju ICso vrednostima koje su dobijene tokom njihovog dejstva u
toku 72 sata. Nakon zavrSetka inkubiranja, svi uzorci HeLa celija se sakupe
tripsinizacijom isperu PBS-om. Celije se resuspenduju u 200 pL PBS-a ohladenog na
ledu. Potom se u uzorke ¢elija doda kap po kap 2 mL prethodno ohladenog 70% etanola
uz meSanje na vorteksu, te se ¢uvaju na —20 °C najmanje nedelju dana. Nakon ispiranja
HeLa ¢elija PBS-om radi uklanjanja ostatka etanola, uzorci se inkubiraju u prisustvu
RNaze (100 pg/mL) na 37 °C u toku 30 min, a potom PI (40 pg/mL). Prisustvo

ribonukleaza A je vrlo bitno pri analizi celijskog ciklusa jer se razgradivanjem
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postoje¢ih molekula RNA sprecavaju njene interakcija sa fluorescentnom bojom
propidijum jodidom, koji inace interkalira u molekul DNA.
Nakon inkubacije, uzorci HeLa celijske linije se analiziraju na proto¢nom

citometru. DNA histogram se analizira koriS¢enjem CELLQuest softvera.

4.7.5. Odredivanje ciljnih kaspaza

U cilju identifikacije kaspaza ukljuc¢enih u apoptotsku celijsku smrt indukovanu
ispitivanim komponentama, odreden je procenat HelLa ¢elija u sub-G1 fazi ¢éelijskog
ciklusa prethodno tretiranim inhibitorima kaspaza.

U eksperimentima su koriS¢eni slede¢i inhibitori kaspaza: Z-DEVD-FMK
(inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-FMK (inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor
kaspaze 9). Inhibitori kaspaza se rastvore u DMSO-u (10 mM rastvor), te ¢uvaju na —20
°C do upotrebe.

HeLa celije se zaseju u 2 mL hranljivog medijuma u plo€ama sa 6 bunara.
Nakon inkubacije od 24 sata na 37 °C, medijum se ukloni, te se u bunare sa kontrolnim i
referentnim uzorkom doda po 1,5 mL svezeg medijuma, dok se u ostatak bunara doda
ista zapremina hranljivog medijuma sa inhibitorom odredene kaspaze (finalna
koncentracija 40 uM). Svi uzorci se inkubiraju u trajanju od 2 sata na 37 °C. Nakon
toga se u uzorke HeLa celija doda 0,5 mL hranljivog medijum sa ispitivanim
jedinjenjima u koncentracijama koje odgovaraju 21Cso vrednostima dobijenim dejstvom
tokom 72 sata. U kontrolni i referentni uzorak se doda ista zapremina svezeg hranljivog
medijuma. Inkubacija svih uzoraka traje 24 sata. Potom se HeLa celije sakupe
tripsinizacijom, isperu PBS-om i fiksiraju u hladnom etanolu (70%). Fiksirane Celije se
¢uvaju na —20 °C najmanje 7 dana. Nakon toga se ¢elije centrifugiraju (10 min na 2000
rpm), isperu PBS-om, a zatim se inkubiraju sa PBS-om u kome je rastvorena Rnaza
(100 pg/mL), 30 min na 37 °C. Na kraju se HeLa ¢elije boje propidijum jodidom (40
ug/mL). Podaci za odredivanje procenta ¢elija u sub-G1 fazi se prikupljaju koris¢enjem

proto¢nog citometra, a obraduju softverskim paketom CellQuest.
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4.8. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti dobijenih derivata hinona

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti sintetisanih jedinjenja, koriS¢eno je Sest
sojeva Gram-pozitivnih bakterija: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Micrococcus
flavus (ATCC 10240), Micrococcus luteus (ATCC 4698), Clostridium sporogenes
(ATCC 19404), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Bacillus subtilis (ATCC 6633), i
Cetiri soja Gram-negativnih: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus hauseri (ATCC
13315), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). U cilju odredivanja antifungalne aktivnosti,
aminokiselinski derivati hinona ispitivani su na tri soja gljivica: Candida albicans
(ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) i Aspergillus brasiliensis
(ATCC 16404). Kao medijum za gajenje bakterija koris¢en je Mueller-Hinton bujon
(Biolab, Madarska), dok je za gajenje kultura gljivica koris¢en Sabouraud maltozni

bujon (Torlak, Srbija). Pripremljeni su po uputstvu proizvodaca.

Mueller-Hinton bujon (MHB)
MHB prah 22 ¢

destilovana voda 1000 mL

Sabouraud maltozni bujon (SMB)
SMB prah 50¢g
destilovana voda 1000 mL

Podloge se zagrevaju do potpunog rastvaranja praha, a zatim autoklaviraju na
121 °C u toku 15 min.

U epruvetu sa mikrobima se doda po 5 mL fizioloskog rastvora.

Stok rastvor ispitivanih jedinjenja napravljen je rastvaranjem u DMSO-u,
koncentracije 10 mg/mL. Kao kontrolni antibiotik Sirokog spektra koris¢en je amikacin,

dok je kao kontrolni antifungalni agens koriS¢en nistatin.
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4.8.1. Odredivanje minimalne inhibitorne aktivnosti

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) sintetisanih jedinjenja odredena je
mikrodilucionom metodom, dvostrukim razblaZenjem derivata u mikrotitar plo¢ama.
Mikrotitar ploc¢a sadrzi 96 bunara, zapremine 300 pL, koji su poredani u 8 redova i 12
kolona.

U svaki bunar se doda po 100 pL sveze podloge. Zatim se u svaki prvi bunar u
redu doda po 100 pL $tok rastvora (10 mg/mL) ispitivanog jedinjenja. Nakon meSanja
sa prethodno dodatom podlogom, 100 pL rastvora iz prvog bunara se prebaci u drugi
bunar u istom redu, pa iz drugog u treci, i tako do poslednjeg, odakle se izbaci ista
zapremina rastvora. Dakle, napravi se serija dvostrukih razblaZzenja u svakom redu za
jedno ispitivano jedinjenje. Kao pozitivna kontrola za rast bakterija koriS¢en je
amikacin, dok je rast gljivica koriS¢en nistatin (1 mg/100 pL). S obzirom da su
jedinjenja rastvorena u DMSO-u, rasvarac je kori$¢en kao negativna kontrola.

U svaki bunar se doda po 10 pL bakterija (10° ¢elija po bunaru) ili gljivica (10°
spora po bunaru). Mikrotitar ploce sa bakterijama se inkubiraju na 37 °C u toku 24 sata,
dok se one sa gljivicama inkubiraju na 28 °C u toku 48 sati. Najniza koncentracija
jedinjenja koja inhibira rast mikroba definisana je kao minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK), odnosno minimalna koncentracija koja ne dovodi do vidljivog

rasta ¢elija u bunaru.
4.9. Brine shrimp test toksi¢nosti

Kesica (18 g) sa liofilizovanim jajaScima Artemia salina dodata je u 500 mL
Cesmenske vode, uz dodatak nekoliko zrnaca suvog kvasca. Kroz suspenziju je
produvavan vazduh pomocu pumpe tokom 48 h, uz konstantno osvetljavanje 1
temperaturu u rasponu od 18-20 °C. Sveze izlegnuti racici koriS¢eni su u daljim
eksperimentima.

Svi derivati su rastvoreni u DMSO-u (1 mg/mL). Razlidite koli¢ine jedinjenja (1—
0.01 mg) dodate su u 950 pL vestacke morske vode sa 10—20 razvijenih raci¢a. Finalna
koncentracija DMSO-a u svakom uzorku bila je 5%. Posle 24 h osvetljavanja na sobnoj

temperaturi, izbrojani su preziveli i uginuli raci¢i. Rezultat je izraZen kao procenat
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uginulih ra¢ica. Daljom statistickom analizom, definisana je LCsy vrednost kao

koncentracija koja je letalna za 50% raci¢a. Sve probe su radene u triplikatu.
4.10. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti DPPH testom

Dobijeni derivati hinona rastvoreni su u metanolu, u koncentracijama 1 mg/100
uL. U istom rastavaracu rastvoreno je 1 komercijalno jedinjenje DPPH (6,58 x 10° M).
Test je raden u mikrotitar plo€ama sa 96 bunara. U svaki bunar je dodato po 100 pL
DPPH rastvora i 50 pL metanolnog rastvora ispitivanog jedinjenja prethodno
pripremljenog u deset razlic¢itih koncentracija, ili samo 50 pL cistog metanola, kao
kontrola. Nakon mesSanja, rastvori su ostavljeni na sobnoj temperaturi u toku 30 min na
tamnom mestu, nakon ¢ega je mereno smanjenje apsorbancije na talasnoj duzini od 517
nm. S obzirom na to da metanolni rastvori ispitivanih jedinjenja imaju jaku boju,
snimljene su apsorbance samih jedinjenja istih koncentracija koje su koriS¢enje sa
DPPH. Askorbinska kiselina rastvorena u vodi sa koncentracijama u intervalu od 50 to
500 pg/mL, koriS¢ena je kao pozitivna kontrola. Svi uzorci su radeni u triplikatu.

Procenat antioksidativne aktivnosti ispitivanih jedinjenja, racunat je prema
slede¢oj jednacini 2:
ADPPH - Aslepaproba_ AJzorka

Aoppr

I (%) = x100 (jednacina 2)

Apppr 1 Asiepa proba Predstavljaju vrednost apsorbancije samog slobodnog radikala,
odnosno rastvora samih ispitivanih derivata, dok Ayzrka Odgovara apsorbanciji DPPH
nakon reakcije sa hinonskim derivatima.

Rezultat je dat kao 1Csg, koncentracija koja smanjuje koli¢inu pocetnog DPPH
radikala za 50%. IzraCunat je sa grafika zavisnosti procenta antioksidativne aktivnosti

jedinjenja i njihovih koncentracija.
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4.11. Hemijske modifikacije lizozima aminokiselinskim derivatima hinona

4.11.1. Uslovi modifikacija

Modifikacije lizozima iz belanceta jajeta u prisustvu aminokiselinskih derivata
hinona pracene su pod razliCitim uslovima, odnosno u razli¢itim medijumima i pri
razli¢itim pH vrednostima.

Prvobitno su postavljeni eksperimenti u kojima je lizozim rastvoren u 960 pL
destilovane vodi, dok su hinonski derivati rastvoreni u 240 uL DMSO-a, metanola ili
vode. Finalna koncentracija proteina je iznosila 5 mg/mL, a hinona 2 mg/mL u 20%
rastvaracu ili ¢istoj vodi. Sve reakcione smese su sadrzale ili 50 mM rastvor NH4sHCO3
(pH 8) ili NaHCOg3 (pH 8,5), u zavisnosti od eksperimenta. Reakcije su se odigravale na
sobnoj temperaturi tokom 48 sati uz konstantno mesanje na sejkeru, tokom cega je doslo
do pojave taloga. Reakcije modifikacije se prekidaju centrifugiranjem 5 min na 14000
rpm. Supernatanti su odvojeni, te je izvrSeno njihovo rasoljavanje dijalizom prema
destilovanoj vodi. Talozi su obradeni tako Sto je svakom dodata trostuka zapremina
vode, nakon Cega su odvojeni rastvori podvrgnuti istom tretmanu kao i prethodno
pomenuti supernatanti.

U drugoj SarZi su postavljeni eksperimenti sa istim koncentracijama jedinjenja i
lizozima, ali u razli¢itim medijumima i bez dodatka baze: i) fosfatnom puferu (100 mM,
pH 7,4), ii) acetatnom puferu (100 mM, pH 4,5) i iii) amonija¢nom puferu (100 mM, pH

10). Sirove reakcione smese su obradene na isti na¢in kao u prethodnim slu¢ajevima.
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4.11.2. SDS elektroforeza
Priprema rastvora™’:

1. AA: Monomerni rastvor (30% T, 2,7% C)
(T je masa (g) akrilamida plus masa (g) bisalkilamida u 100 mL rastvora, dok je C
masa (g) bisakrilamida u odnosu na zbirnu masu akrilamida i bisakrilamida. Obe

vrednosti se izraZzavaju u procentima.)

akrilamid 58,49
bisakrilamid 164¢g
destilovana voda do 200,0 mL

2. tris pH 8.,8: Pufer za razdvajaju¢i gel (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

tris 36,3 ¢g
destilovana voda do 200,0 mL
4 M HCl do pH 8,8

3. tris pH 6,8: Pufer za koncentrujuci gel (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)

tris 6,09
destilovana voda do 100,0 mL
4 M HCl do pH 6,8

4. SDS: Rastvor detergenta 10% (m/V) SDS
SDS 10,09
destilovana voda do 100,0 mL

5. APS: Inicijator (amonijum-persulfat) 10% m/V
APS 0,29

destilovana voda do 20mL
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6. Rastvor za nadslojavanje (2-butanol ili n-butanol zasi¢en vodom)
n-butanol ili 2-butanol 100 mL

destilovana voda do postojanog donjeg sloja vode
Rastvor se pre upotrebe promucka i ostavi da se slojevi razdvoje.

Koristi se gornji sloj.

7. PUZ: Pufer za obradu uzoraka

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 9,38 mL
85% glicerol 9,0 mL
¢vrst SDS 159
0,1% bromfenol-plavo 1,5mL
komercijalni p-merkaptoetanol 3,75 mL
destilovana voda do 25,0 mL

8. Pufer za elektroforezu (0,025 M tris, 0,192 M glicin, pH 8,3)

tris 300
glicin 144 ¢
destilovana voda do 1L

9. Rastvor za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje (50% (V/V) metanol, 10% (V/V)

sir¢etna kiselina)

metanol 500 mL
siréetna kiselina 100 mL
destilovana voda do 1L

10. Rastvor boje (0,1% CBB, 50% metanol, 10% siréetna kiselina)
CBB Gili R 250 0549
rastvor 9 500 mL

11. Rastvor za obezbojavanje (5% metanol, 7% sircetna kiselina)

metanol 50 mL
sir¢etna kiselina 70 mL
voda do 1L
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Priprema gelova:

Rastvori gel za razdvajanje, 10%  gel za koncentrovanje, 4%

AA 10 mL 400 pL

tris pH 8,8 7,5mL -

tris pH 6,8 - 750 pL

destilovana voda 12,05 mL 1,8 mL

TEMED 10 pL 8 UL
dezaeracija 5-10 minuta

SDS 300 pL 30 pL

APS 150 pL 15 pL

finalna zapremina 30 mL 3mL

Dezaerisani rastvor gela za razdvajanje se sipa izmedu dve staklene plo¢e nakon
Cega se nadsloji rastvorom 6. Nakon Sto gel za razdvajanje polimerizuje, na njega se
izlije rastvor gela za koncentrovanje u koji se odmah potom postavi ¢eSalj. Nakon
njegove polimerizacije, ¢eSalj se paZzljivo izvadi, a nastali bunari se isperu vodom. U

svaki bunar se unese prethodno pripremljen uzorak.

Priprema uzoraka:

uzorak 0,5mL
pufer za uzorke (PUZ) 0,5mL

Rastvor se zagreva u toku 3 min na klju¢alom vodenom kupatilu.
U bunare se nanesu uzorci zapremine 25 pL. Napon struje se drzi na konstantnoj
vrednosti od 80 V dok uzorci ne udu u gel za razdvajanje, a zatim se voltaza povecava

od 150 do 400 V sve do zavrsetka elektroforeze.
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Obrada gela nakon elektroforeze:

faza rastvor, broj trajanje, min
ispiranje voda 1

fiksiranje 9 20

bojenje 10 20
obezbojavanje 9 20
obezbojavanje 11 preko noci

4.11.3. Masena spektrometrija

Maseni spektri nemodifikovanog lizozima i lizozima nakon tretmana hinonima su
snimani na hibridnom masenom spektrometru LTQ Orbitrap XL sa Acella UHPLC i
easyLC II nanoLC sistemima. Uzorci su uvodeni direktnom injekcijom u aparat. Uzorci
su jonizovani koris¢enjem HESI (eng. Heated ElectroSpray lonization) (napon
jonizujuceg zracenja 4.5 kV, temperature isparivaca 50 °C, protok gasa 12.00 pL/min,
protok prate¢eg gasa 3.00 pL/min, elektri¢ni napon kapilare 42 V, temperatura kapilare
250 °C, napon jonske optike 110 V). Snimanje je radeno u pozitivnom modu u opsegu
masa od 800-2200 m/z. Podaci su skupljen i obradeni koris¢enjem softverskih paketa
Xcalibur software i ToxID Automated Screening Software.

4.12. Dejstvo dobijenih derivata na DNA

4.12.1. Hemikalije i reagensi

Priprema rastvora:

1. Pufer za rastvaranje DNA
Tris 2429

destilovana voda dolL

Finalno pH 7,5 se podesi osetljivom elektrodom na pH-metru pomoc¢u 1M HCL.
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2. 05 MEDTA
EDTA 93,059
destilovana voda 400 mL
10% NaOH do pH 8,0

Rastvor se zatim razblazi destilovanom vodom do konac¢ne zapremine od 500 mL.

3. 25X TAE (osnhovni rastvor)

tris 30,259
glacijalna sircetna kiselina 7,13 mL
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 12,5 mL

Dobijeni rastvor se zatim razblazi destilovanom vodom do konaéne zapremine od

250 mL.

4. 1X TAE (radni rastvor)
25X TAE 4 mL

destilovana voda do 100 mL

5. Pufer za nanoSenje uzoraka:

bromfenol plavo 10 mg
ksilen-cijanol 10 mg
glicerol (88%) 10 mL

6. Rastvor etidijum-bromida
etidijum-bromid (10%) 3 uL
1X TAE do 30 mL

Svi puferski rastvori su pripremljeni u dejonizovanoj vodi i filtrirani preko
filtera (0,2 um, Nalgene, USA). Liofilizovana, veoma polimerizovana DNA iz govedeg
timusa (CT-DNA, Serva, Heidelberg) rastvorena je u Tris-u (20 mM Tris-HCI, pH 7,5) i
ostavljena preko noé¢i na 4 °C. Stok rastvor je ¢uvan na istoj temperaturi i ostao je
stabilan nekoliko dana. Odnos UV apsorbancije na 260 i 280 nm (Azeo/Azso 1,94)
ukazuje da je vodeni rastvor CT-DNA sa dovoljno niskom koncentracijom proteina.

Koncentracija CT-DNA (3,12 mg/mL) odredena je iz vrednosti UV apsorbancije na 260
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nm koriSéenjem ekstinkcionog koeficijenta 269 = 6600 M™ cm™. Rastvor CT-DNA je
¢uvan u frizideru.
Stok rastvori ispitivanih jedinjenja pripremljeni su njihovim rastvaranjem u

DMSO-u (10 mM).

4.12.2. Snimanje UV/Vis apsorpcionih spektara

Reakciona smesa finalne zapremine 1 mL sadrzala je 40 mM bikarbonatni
rastvor, razliite zapremine ispitivanih jedinjenja (5, 10 ili 20 uL Stok rastvora) i 10 puL
rastvora CT-DNA. Inkubiranje je izvodeno na 37 °C tokom 90 minuta sa povremenim
mesSanjem. UV-Vis spektri su snimljeni na spektrofotometru na talasnim duzinama u
opsegu od 200 do 800 nm u kvarcnoj kiveti (1,0 cm). Snimljeni su takode i spektri
samih jedinjenja u istim koncentracijama, kao i spektar same CT-DNA.

4.12.3. Snimanje fluorescentnih spektara

Kompetitivne interakcije hinona i fluorescentnih jedinjenja, etidijum bromida
(EB) i Hoechst 33258 (H), sa CT-DNA ispitivane su praéenjem promena u intenzitetu
fluorescencije slobodne CT-DNA u rastvoru i u kompleksima sa ispitivanim
jedinjenjima. U 1 mL ukupne zapremine reakcione smese se nalazilo 10 uL. CT-DNA i
razli¢ite koncentracije aminokiselinskih derivata (5, 10 ili 20 pL $tok rastvora). Dodato
je bikarbonatnog rastvora do ukupne zapremine od 1 mL. Reakciona smesa je
inkubirana na 37 °C tokom 90 minuta uz povremeno mesanje. U svaku reakcionu smesu
je dodat rastvor fluorescentnih jedinjenja, tako da je njihova finalna koncentracija
iznosila 25 uM za EB ili 28 uM za H. Inkubiranje je produzeno za narednih 20 minuta.
Promene u intenzitetu fluorescencije merene su ekscitacijom na 500 nm u opsegu od
520-700 nm za EB i ekscitacijom na 350 nm u opsegu od 400-550 nm za H. Rastvori u
kojima su se nalazili EB-CT-DNA i H-CT-DNA kori$¢eni su kao kontrola. Potrebno je
naglasiti da rastvori samih hinona nisu pokazali sposobnost fluorescencije pri

primenjenim uslovima.
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4.12.4. Snimanje CD spektara

CD spektri same CT-DNA (0,5 mM) i reakcione smese sa dve koncentracije
izabranih derivata (0,25 i 0,50 mM) su snimani u bliskoj UV/VIS spektralnoj oblasti.
Reakcione smese su inkubirane na 37 °C tokom 90 minuta uz povremeno mesanje.
Nakon toga je temperatura uzoraka odrzavana na konstantnih 25 °C. Svi spektri su
snimani u rasponu od 220 do 320 nm, u kivetama $irine 1 mm. Podaci su prikupljani u
intervalu od 0,1 nm, pri brzini od 200 nm/min. Spekri su snimani sa tri akumulacije,
nakon Cega je od spektra uzorka oduzet referentni spektar bikarbonatnog pufera (40
mM, pH 8,4).

4.12.5. Elektroforeza na agaroznom gelu

Plazmid pUC19 (2686 bp) je pripremljen transformacijama u hemijski
kompetentnim ¢éelijama Escherichia coli soj XL1 blue. Amplifikacija klona je uradena
prema protokolu za rast kultura E. coli preko no¢i u LB medijumu na 37 °C.
PreciS¢avanje je uradeno koriS¢enjem kita Qiagen Plasmid plus Maxi. DNA je
rastvorena u 10 mM Tris-HCI puferu (pH 7,9) i skladiStena na —20 °C. Koncentracija
plazmidne DNA (460 ng/uL) je odredena merenjem apsorbancije rastvora DNA na 260
nm. Jedna opticka jedinica odgovara koncentraciji od 50 pg/mL dvolan¢ane DNA.

Reakcije cepanja superuvijenog plazmida pUCI19 razli¢itim jedinjenjima
(finalne koncentracije 1 mM) ispitana je inkubacijom 460 ng plazmida u 20 pL
reakcione smese u 40 mM rastvoru bikarbonata (pH 8,4) na 37 °C u toku 90 minuta.
Reakciona smesa je meSana na vorteksu s vremena na vreme. Reakcija je prekinuta
kratkim centrifugiranjem na 10000 rpm 1 dodatkom 5 pL pufera za nanoSenje uzorka.
Uzorci (20 pL) su analizirani pomocu elektroforeze na 1% gelu pripremljenom u TAE
puferu pH 8,24. Elektroforeza je izvedena pri konstantnoj voltazi (80 V) dok bromfenol
plavo nije preslo preko 75% gela. Posle elektroforeze, gel je bojen tokom 30 minuta

tako §to je potopljen u vodeni rastvor etidijum bromida (0,5 pg/mL).
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4.13. Molekulsko modelovanje

Za simulaciju DNA dokinga, koriS¢ena je kristalna struktura dodekamera
d(CGCGAATTCGCG),, PDB ID: 3U2N*" koja je pribavljena iz Banke proteinskih
podataka®2. Svi molekuli vode i joni, kao i ligandi su uklonjeni kori§¢enjem Autodock
Tools 1.5.6.*°

Hinonski molekuli su pripremljeni koriS¢enjem Maestro 10.4 iz Schrodinger
Suite 2015-4."* Sve postoje¢e tautomerne forme na pH 7.00 + 2.00 su generisane
upotrebom Epik 3.4 iz Schrodinger Suite 2015-420™°, a njihova naelektrisanja su
odredena u Jaguar 9.0™° koriiéenjem metode HF/6-31g*. Ova naelektrisanja su
upotrebljena u daljim doking simulacijama. Doking simulacije su realizovane u
Autodock Vina 1.1.2."" Veli¢ina prostora za simulaciju vezivanja (grid box) je
podeSena na 25x28x45 A3, a parametar exhautiveness na 500. Za vizuelizaciju

interakcija upotrebljen je Discovery Studio Visualizer 4.5.1%
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U okviru ove doktorske disertacije je sintetisano devet aminokiselinskih
derivata prirodnog hinona avarona, kao i devet aminokiselinskih derivata avaronskog
mimetika tert-butilhinona.

Utvrdeno je da aminokiselinski derivati avarona u veéini slucajeva pokazuju jace
antitumorsko dejstvo u poredenju sa polaznim jedinjenjem avaronom. Jedinjenja koja su
pokazala aktivnost istog reda veli¢ine kao i cisplatin jesu B-alaninski derivat prema
MDA-MB-453 (ICso 3,31 £ 0,71 uM) i valinski derivat prema K562 (ICso 7,78 + 0,20
uM), s tim da su oko Sest puta slabije aktivna prema zdravim c¢elijama plué¢a nego on
sam.

Aminokiselinski derivati tert-butilhinona su pokazali slabiju antitumorsku
aktivnost u poredenju sa osnovnim jedinjenjem (izuzetak je dejstvo skoro svih
jedinjenja prema tumorskim ¢elijama Fem-X) i cisplatinom, ali i avaronskim derivatima
istih aminokiselina.

Prilikom ispitivanja mehanizma dejstva aminokiselinskih jedinjenja prema
tumorskim c¢elijama grli¢a materice (HeLa), utvrdeno je da je zaustavljanje Celijskog
ciklusa i indukovanje apoptoze moguc¢i mehanizam dejstva, 1 to aktivacijom odredenih
kaspaza (3,819).

Aminokiselinski derivati avarona su pokazali znacajno antibiotsko dejstvo,
posebno prema M. luteus i E. coli u poredenju sa osnovnim jedinjenjem. Derivati sa
aromaticnim aminokiselinama u bo¢nom nizu, kao i valinski derivat su pokazali jace
dejstvo prema nekim bakterijskim sojevima nego antibiotik amikacin. Najjace dejstvo je
zabelezeno za leucinski derivat (130, MIK 5,55 puM) prema S. aureus i E.coli.

Aminokiselinski derivati tert-butilhinona su se pokazali kao neaktivni prema
svim bakterijskim sojevima.

Antifungalno dejstvo dobijenih derivata avarona je izuzetno ako se uzme u obzir
da avaron nije aktivan prema testiranim sojevima gljivica, dok su neki derivati i preko
hiljadu puta aktivniji u odnosu na Siroko primenjeni antifungalni agens nistatin. Najjacu

aktivnost su pokazali valinski (129, MIK < 2,88 uM) i metioninski (132, MIK < 2,67
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pHM) derivat prema C. albicans, dok je triptofanski derivat (134, MIK < 2,39 uM)
pokazao najbolju aktivnost prema soju S. cerevisiae.

Aminokiselinski derivati tert-butilhinona su pokazali ja¢e antifungalno dejstvo u
poredenju sa nistatinom, ali uglavnom slabije od polaznog jedinjenja.

Brine shrimp testom je pokazano da postoji dobra korelacija sa
antileukemijskom aktivnosti kod derivata avarona, dok je ista korelacija kod derivata
tert-butilhinona znacajno slabija.

Aminokiselinski derivati nijednog hinona nisu pokazali moguénost da
modifikuju lizozim §to je potvrdeno SDS elektroforezom i masenom spektrometrijom.

Apsorpcioni spektri derivata avarona, odnosto tert-butilhinona ukazuju na
prisustvo interakcija izmedu njih i CT-DNA. Zabelezena je pojava pomeranja
apsorpcionih maksimuma nastalih kompleksa ka crvenom delu spektra uz pojavu
hiperhromizma, $to ukazuje na to da derivati interaguju sa dvostrukim lancem CT-DNA
nekovalentnim interakcijama, i to pre vezivanjem u brazde i/ili elektrostatiCkim
interakcijama nego interkalacijom.

Fluorescentni spektri jedinjenja i CT-DNA u prisustvu fluorescentnih boja
potvrduju da jedinjenja smanjuju intenzitet fluorescencije etidijum-bromida (EB) i
Hoechsta 33258 (H). Uzimaju¢i u obzir rezultate 1 apsorpcionth i fluorescentnih
spektara moze se pretpostaviti da dolazi do indirektnog istiskivanja EB jer jedinjenja
indukuju strukturne promene u DNA 1 na taj nacin se smanjuje afinititet vezivanja EB
za DNA. Spektralni podaci ukazuju da ispitivana jedinjenja gase intenzitet
fluorescencije kompleksa H-CT-DNA, §to ukazuje na to da se derivati umecu u malu
brazdu DNA.

Spektri cirkularnog dihroizma potvrduju da se aminokiselinski derivati hinona
vezuju u malu brazdu DNA, odnosno da nema interkalacije.

Molekulskim modelovanjem je potvrdeno da se aminokiselinski derivati
hinonskih jedinjenja uklapaju u malu brazdu DNA.

Dobijeni aminokiselinski derivati hinona nemaju sposobnost da interaguju sa
plazmidom pUC19, odnosno ne dovode do prekida nizova DNA.

Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti derivata ukazuju na to da su
jedinjenja hvata¢i slobodnih radikala. Derivati avarona imaju jacu antioksidativnu

aktivnost nego Sto je to sluCaj sa aktivnostima istih aminokiselinskih derivata tert-
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butilhinona. Najjacu aktivnost je pokazao glicinski derivat avarona (126) cija je jacina

dejstva jednaka dejstvu vitamina C.
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