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Naslov doktorske disertacije:
Antiradikalska aktivnost avarola: teorijski i eksperimentalni pristup
Rezime

Avarol je sekundarni metabolit izolovan iz morskog sundera Dysidea avara.
Smatra se da hidrohinonski segment molekula avarola ima klju¢nu ulogu u njegovoj
bioloskoj aktivnosti, dok je uloga terpenoidnog dela manje znacajna. Avarol ima nisku
toksi¢nost i Sirok dijapazon bioloSkih aktivnosti, izmedu ostalog antioksidativnu,
antiinflamatornu, antitumorsku, antipsorijaticnu i anti-HIV. Imajué¢i u vidu ove
¢injenice, kao i to da avarol moze pro¢i kroz krvno-mozdanu barijeru, on predstavlja
dobrog kandidata za razvoj novih terapija za neurodegenerativne bolesti, posebno
Alchajmerovu bolest. Medutim, problem primene avarola u terapijske svrhe ogleda se u

njegovoj nerastvorljivosti u vodi.

Posto se smatra da su jedan od uzroc¢nika Alchajmerove bolesti slobodni
radikali, potrebno je detaljno ispitati prirodu interakcija avarola sa njima. U ovoj
doktorskoj disertaciji, interakcije avarola sa slobodnim radikalima proucavane su
primenom metoda teorijske hemije i elektronske paramagnetne rezonantne (EPR)
spektroskopije. Zbog kompleksnosti sistema, kod teorijskih proracuna upotrebljen je
hidrohinon kao model molekul. Osim toga, primenom cikliéne voltametrije i
ultraljubicaste i vidljive spektroskopije ispitana je interakcija avarola sa -dopom,

prekursorom kateholaminskih neurotransmitera.

Teorijskim proraunima zasnovanim na teoriji funkcionala gustine (DFT),
odnosno kvantnoj teoriji atoma u molekulima (QTAIM), ispitano je do kakvih
interakcija dolazi izmedu hidrohinona i tri radikala: hidroksilnog, hidroperoksilnog i
metoksi radikala. Na osnovu rezultata teorijskih prorac¢una, ustanovljeno je da je
energijska barijera za reakciju hidrohinona sa hidroperoksilnim radikalom znatno visa
od barijere za reakciju hidrohinona sa hidroksilnim radikalom. Sem toga, reakcija
apstrakcije vodonikovog atoma sa hidroksilne grupe hidrohinona od strane sva tri
posmatrana radikala odvija se mehanizmom poznatim kao PCET (spregnuti prenos
protona i elektrona, od eng. proton-coupled electron transfer). Takode, primenom

modela implicitnog rastvaraca, ustanovljeno je i da (u slucaju hidroksilnog i



hidroperoksilnog radikala) prisustvo rastvara¢a ne utice na mehanizam po kom se

apstrakcija atoma vodonika odvija.

Kako bi se zaobiSao problem nerastvorljivosti avarola u vodi, izvrSena je
njegova ugradnja u zid DPPC lipozoma. U cilju ispitivanja njegove interakcije sa
kratkozive¢im slobodnoradikalskim vrstama za koje se smatra da ucestvuju u razvoju
Alchajmerove bolesti  (hidroksilni, superoksidni i azot-monoksidni radikal),
upotrebljena je EPR tehnika hvatanja spinova (,,spin-trap® tehnika). Zbog svoje
selektivnosti i vremena polu-zivota spinskih adukata, kao trap je upotrebljen DEPMPO
(5-(dietoksifosforil)-5-metil-1-pirolin-N-oksid). Od znacaja je bilo ispitati i njegovu
interakciju sa askorbil radikalom, poznatim prirodnim indikatorom oksidativnog stresa.
Posto je on stabilan u fizioloSkim uslovima, ova analiza radena je bez upotrebe spin-
trapa. Medutim, poSto je poznato da u vodenoj sredini postoje problemi u njegovoj
stabilnosti, ova analiza uradena je u rastvoru avarola u dimetil-sulfoksidu. Na osnovu
dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da avarol poseduje izvanrednu antiradikalsku
aktivnost prema gotovo svim ispitivanim slobodnoradikalskim vrstama, ¢ime se
dodatno potvrduje opravdanost njegove upotrebe u terapeutske svrhe. Osim toga, ovo je
prvi  slu¢aj upotrebe EPR metode u kombinaciji sa lipozomskom
enkapsulacijom/inkorporacijom u cilju proucavanja vodonerastvornih jedinjenja. Na
osnovu rezultata prikazanih u ovoj disertaciji, moze se zakljuciti da ovakav pristup ima
izuzetnu perspektivu u budu¢im EPR istraZivanjima. Rezultati EPR merenja slazu se sa

rezultatima dobijenim teorijskim proraCunima.

Ciklovoltametrijskim ispitivanjima zakljueno je da modifikacijom povrSine
elektrode od staklastog ugljenika rastvorom avarola dolazi do poboljSanja prenosa
elektrona izmedu neurotransmitera i1 avarola, u odredenom opsegu koncentracija. U
kombinaciji sa rezultatima dobijenim primenom ultraljubicaste i vidljive spektroskopije,
moze se zaklju€iti da do interakcija izmedu avarola i -dope zaista dolazi, ali da su one
slabijeg intenziteta nego interakcije izmedu hidrohinona i -dope, ¢ime se potvrduje

uloga hidrohinonskog segmenta avarola kao nosioca njegovih razli€itih aktivnosti.

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj tezi, potvrduje se da je moguce koristiti
hidrohinon kao model-molekul pri teorijskom proucavanju antiradikalske aktivnosti

avarola, kao i da je hidrohinonski segment odgovoran za aktivnost molekula avarola.



Osim toga ustanovljeno je i da je kombinacijom EPR spektrometrije i lipozomske
enkapsulacije/integracije moguce proucavati antiradikalsku aktivnost vodonerastvornih

jedinjenja.

Kljuéne reci: avarol, DFT, QTAIM, EPR spektroskopija, antiradikalska aktivnost,

cikli¢na voltametrija
Naucéna oblast: Fizicka hemija
UZa nauéna oblast: Biofizicka hemija, teorijska hemija

UDK broj: 577.35(043.3)



Title of doctoral dissertation:
Antiradical activity of avarol: Theoretical and experimental approach
Abstract

Avarol is a secondary metabolite isolated from the marine sponge Dysidea
avara. The hydroquinone moiety of avarol is supposed to play a key role in its
biological activity, while the role of its terpenoid moiety is merely marginal. Avarol is
known for its low toxicity and a wide range of biological activities, antioxidative,
antiinflamatoric, antitumour, antipsoriatic and anti-HIV being some of the most
important ones. Having this in mind, as well as the fact that avarol can cross through the
blood-brain barrier, it could serve as a good candidate for the development of the new
therapies for neurodegenerative diseases, principally Alzheimer’s disease. However, its

poor solubility in water hampers its application in therapeutical purposes.

Since free radicals are presumed to be one of the causes of Alzheimer’s disease,
the nature of interactions of avarol with these species should be explored more
elaborately. In this doctoral dissertation, interactios of avarol with free radicals have
been studied by the means of computational chemistry and electron paramagnetic
resonance (EPR) spectroscopy. Due to the complexity of the systems, hydroquinone
was used as a model molecule for computational studies. The interaction of avarol with
L-dopa (precursor for catecholamine neurotransmitters) was studied using cyclic

voltammetry and ultraviolet-visible spectroscopy.

Theoretical computations based on density functional theory (DFT), and
quantum theory of atoms in molecules (QTAIM) were employed in order to study
interactions between hydroquinone and three radical species: hydroxyl, hydroperoxyl
and metoxy radicals. Based on the results of theoretical computations, it was found that
the energy barrier for the reaction of hydroquinone with hydroperoxyl radical is
significantly higher compared to its reaction with hydroxyl radical. The reaction of
hydrogen atom abstraction from the hydroxyl group of hydroquinone by all three
radicals follows PCET (proton coupled electron transfer) mechanism. By using the

implicite solvent method, it was determined that (in the reactions with hydroxyl and



hydroperoxyl radical), the presence of solvent does not affect the mechanism of

hydrogen atom transfer.

In order to overcome the problem of poor solubility in water, avarol was
incorporated into the bilayer of DPPC liposomes. Spin-trap EPR technique was
employed to test its interaction with short-lived free radical species related to the
patogenesis of Alzheimer's disease (hydroxyl, superoxide and nitrogen-monoxide
radicals). Due to its selectivity and the half-life of its spin-adducts, DEPMPO (5-
(diethoxyphosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide) was used as spin-trap. It was also
important to study the interaction of avarol with ascorbyl radical, known as a natural
oxidative stress indicator. Since this radical is stable under physiological conditions,
these experiments were performed without the spin-trap. However, due to the problems
with its stability in aqueous solutions, dimethyl sulfoxide was used for the preparation
of avarol solutions. The obtained results indicate that avarol posseses remarkable
antiradical activity toward almost all free radical species tested, which additionaly
confirms its therapeutical potential. Also, this is the first time that EPR method was
employed, together with liposomal encapsulation/incorporation, in order to study
compounds which are poorly soluble in water. In reference to the results presented in
this doctoral dissertation, it can be concluded that this approach has a significant
perspective in the future EPR studies. Results of the EPR measurements are in good

corelation with the results obtained by theoretical computations.

Cyclovoltammetric experiments indicated that by modification of the glassy
carbon electrode surface by avarol solution, electron transfer between neurotransmitters
and avarol is enhanced (in a certain concentration range). Taking the results of
ultraviolet-visible spectroscopy experiments into account, it is evident that interactions
between avarol and |-dopa do occur, but their intensity is weaker compaired to the
interactions between hydroquinone and -dopa, thus confirming the main role of

avarol's hydroquinone moiety in its various biological activities.

Based on the results presented in this dissertation, application of hydroquinone
as model molecule for theoretical studies of antiradical activity of avarol can be
confirmed, as well as the central role of its hydroquinone moiety in its biological
activities. It is also determined that antiradical activity of compounds poorly soluble in



water can be studied by the means of combining EPR spectrometry and liposomal

encapsulation/integration.

Keywords: avarol, DFT, QTAIM, EPR spectroscopy, antiradical activity, cyclic

voltammetry
Scientific field: Physical chemistry
Scientific subfield: Biophysical chemistry, theoretical chemistry

UDC number: 577.35(043.3)



Skracenice

5-DS — 5-doksil-stearinska kiselina

AChE — acetilholinesteraza

AB — Alchajmerova bolest

ABTS - 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

ALS — amiotrofi¢na lateralna skleroza

a.u. — atomska jedinica

BCP — kriti¢na tacka veze

CCP — kriti¢na tacka kaveza

CNS — centralni nervni sistem

Cu, Zn-SOD - Cu, Zn superoksid-dismutaza

CW - continuous wave (EPR spektrometri sa fiksnom frekvencijom mikrotalasnog
zracenja)

DCE-MRI — dinamicki magnetno-rezonantni imidzing

DEPMPO - 5-(dietoksifosforil)-5-metil-1-pirolin-N-oksid

DMPO - 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksid

DFT - teorija funkcionala gustine

DMSO - dimetil-sulfoksid

DPPC - 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin

DPPH — 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

DTCS - N-(ditiokarboksi)sarkozin, diamonijumova so

DTPA — dietilentriaminpentasircetna kiselina

ECE - elektrohemijski-hemijski-elektrohemijski mehanizam

EPR — elektronska paramagnetna rezonancija

EPST — sekvencijalni elektron-proton prenos

FT — Furijeova transformacija

HAT - transfer atoma vodonika

HOMO - najvisa zauzeta molekulska orbitala

HQ — hidrohinon

IC — Infracrvena oblast

L-dopa — levodopa



LUMO — najniza zauzeta molekulska orbitala

MS — multipla skleroza

NCP — kriti¢na tacka jezgra

NMR - nuklearna magnetna rezonancija

PB — Parkinsonova bolest

PCET - spregnuti prenos protona i elektrona

PEST - sekvencijalni proton-elektron prenos

RCP — kriti¢na tacka prstena

RNS — reaktivne azotne vrste

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

SAPT — rastvaratem potpomognuti prenos protona
SPGET - sekvencijalni zahvat protona i prenos elektrona
SPLET - sekvencijalni gubitak protona i transfer elektrona
QTAIM — kvantna teorija atoma u molekulu

UV-Vis — ultraljubi¢asta-vidljiva oblast
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1. Uvod

Hinoni 1 hidrohinoni morskog porekla ve¢ decenijama privlace paznju naucnika
zbog svoje raznolike strukture (takve da Cesto nemaju analoge kopnenog porekla), i
Sirokog spektra bioloskih aktivnosti. Avarol je seskviterpenoidni hidrohinon izolovan iz
morskog sundera Dysidea avara, zajedno sa manjom koli¢inom svog oksidovanog
oblika, avarona.*? Pretpostavlja se da ovaj sunder proizvodi avarol kao sekundarni

metabolit koji ima ulogu da ga zastiti od predatora.

Ustanovljeno je da avarol poseduje mnoStvo razli¢itih bioloskih aktivnosti,
medu kojima se posebno isticu antipsorijatina, antioksidativna, anti-HIV,
antiinflamatorna, antitumorska i antimikrobna aktivnost.>® Pretpostavlja se da je nosilac
bioloske aktivnosti avarola njegov hidrohinonski deo, dok terpenoidni igra marginalnu

210 Zbog ¢&injenice da avarol moze proéi kroz krvno-mozdanu barijeru, njegove

ulogu.
antioksidativne aktivnosti i niske toksi¢nosti, ovaj molekul pogodan je kandidat za dalja
istrazivanja u svrhu razvoja novih terapeutika za le¢enje neurodegenerativnih bolesti,
uzrokovanih slobodnim radikalima, poput Alchajmerove bolesti (AB), Parkinsonove
bolesti (PB), amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS), i multiple skleroze (MS).>*2*°
Medutim, da bi se avarol mogao koristiti u terapijske svrhe, potrebno je prevazici
kljuc¢ni problem — ¢injenicu da je on nerastvoran u vodi. Upravo zbog toga, trenutno se
preparati na bazi avarola koriste jedino dermalno, pri lecenju psorijaze, dok drugih
terapeutskih primena u praksi za sada nema.!” Osim toga, iako Dysidea avara nije na
listi ugroZenih vrsta, postavlja se pitanje koliki uticaj bi prikupljanje ovog sundera radi
ekstrakcije avarola imalo na biodiverzitet mora. U cilju prevazilaZzenja ovog problema,
pokusana je sinteza avarola, koja se pokazala skupom i kompleksnom, kao i gajenje

. o ve g . . 18.1
ovog sundera bilo u moru ili u laboratorijskim uslovima.*®*°

Imaju¢i u vidu izuzetan terapijski potencijal avarola u lecenju
neurodegenerativnih bolesti, potrebno je ustanoviti u kojoj meri i na koji na¢in avarol
interaguje sa slobodnim radikalima, posebno onih koji se navode kao jedan od
uzro¢nika ovih bolesti. U svrhu ispitivanja antiradikalskih interakcija, moguce je
primeniti metode teorijske hemije, ali i eksperimentalne metode, pri ¢emu se zbog
svojih karakteristika posebno istice elektronska paramagnetna rezonantna (EPR)

spektroskopija.



1.1. Predmet i cilj disertacije

Interakcije avarola sa slobodnim radikalima prethodno nisu bile dovoljno
istrazivane. U tu svrhu posebno je pogodno primeniti metode teorijske hemije.
Prora¢unima zasnovanim na teoriji funkcionala gustine (eng. density functional theory,
DFT) moguce je izvrSiti predvidanje reaktivnosti razliCitih organskih molekula sa
mnogim radikalskim vrstama. Ranijim istrazivanjima ustanovljena je korelacija izmedu
teorijskih 1 eksperimentalnih rezultata izucavanja slobodnoradikalskih reakcija. Sem
toga, mehanizmi ovih reakcija se mogu detaljnije opisati primenom kvantne teorije
atoma u molekulima (eng. quantum theory of atoms in molecules, QTAIM). Koriste¢i
ovu metodu moguce je pratiti promenu razli¢itih svojstava svakog pojedinac¢nog atoma
u molekulu, na osnovu promene elektronske gustine. Na osnovu QTAIM analize
moguée je ustanoviti do kakvih promena dolazi pri prenosu atoma vodonika sa
molekula hidrohinona na molekul odabrane radikalske vrste. Sem toga, moguce je
odrediti i tip mehanizma kojim se ovaj prenos odvija. Rezultati QTAIM analize imaju
sustinski znacaj u predvidanju reaktivnosti avarola sa odabranim radikalskim vrstama.
Zbog veli¢ine 1 kompleksnosti sistema, ali i1 racunarskih mogucénosti, teorijski su
izu¢avane interakcije hidrohinona sa radikalskim vrstama malih dimenzija (hidroksilni,
hidroperoksilni i metoksi radikal). Hidrohinon je odabran jer je pretpostavljeni aktivni
deo molekula avarola, pa bi bilo zanimljivo ustanoviti i u kakvoj su korelaciji rezultati
dobijeni teorijskom analizom sa eksperimentalnim rezultatima dobijenim tokom

izugavanja aktivnosti avarola.?

U cilju eksperimentalnog proucavanja antiradikalske aktivnosti avarola, kao
najbolji metodoloski izbor upotrebljena je elektronska paramagnetna rezonantna (EPR)
spektroskopija.”> Ova metoda pogodna je ne samo zbog izuzetno visoke osetljivosti,
selektivnosti i mogucnosti precizne kvantitativne analize, ve¢ i zbog toga $to dobijeni
rezultati ne zavise od optickih karakteristika samog uzorka. Medutim, problem je $to je
pojedine bioloski relevantne radikalske vrste neophodno generisati u vodenim
rastvorima. Do sada su proucavanja vodonerastvornih jedinjenja EPR spektroskopijom
vrSena njihovim rastvaranjem u pogodnom rastvara¢u, nakon c¢ega bi deo takvog
rastvora bio suspendovan u vodi. Veéina organskih rastvaraca tokom svoje interakcije

sa slobodnoradikalskim vrstama formira ugljeni¢no centrirane radikale, $to dovodi do



smetnji tokom EPR analiza. Nasuprot tome, avarol je nerastvoran u vodi. Kako bi se
prevazi$ao problem rastvorljivosti avarola u vodenoj sredini, on je integrisan u zid
lipozoma.* U tu svrhu upotrebljeni su lipozomi od DPPC-a (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-fosfatidilholin), kao pogodnog modela zbog svoje stabilnosti, biokompatibilnosti i
jednostavnosti pravljenja. Posto su slobodnoradikalske vrste sa kojima je ispitivana
aktivnost avarola kratkozivece, upotrebljena je EPR tehnika hvatanja spinova (,,spin-
trap* tehnika).?>** Kod ove tehnike, generisanjem slobodnih radikala u sistemu u kome
se nalazi spin-trap, dijamagnetik koji nije EPR-aktivan, moguée je formirati
paramagnetni spinski adukt sa datom radikalskom vrstom, koji ima znatno duzi polu-
zivot. Na taj nacin, ispitivana je antiradikalska aktivnost avarola sa hidroksilnim,
superoksidnim i azot-monoksidnim radikalom. Ovi radikali odabrani su zbog svoje
povezanosti sa patogenezom Alchajmerove bolesti i amiotrofi¢ne lateralne skleroze.
Zanimljivo je ispitati i aktivnost avarola sa askorbil radikalom, prirodnim indikatorom
oksidativnog stresa.?* Posto je njegova stabilnost u vodenoj sredini problemati¢na,

ispitivanja su vrena u rastvoru avarola u dimetil-sulfoksidu (DMSO).

Posto je avarol potencijalno moguce koristiti u terapiji Alchajmerove bolesti,
zanimljivo je ispitati 1 da li 1 na koji nacin on interaguje sa neurotransmiterima. U tu
svrhu, upotrebljena je -dopa, poznata kao prekursor kateholaminskih
neurotransmitera.® Ova ispitivanja vrSena su primenom ciklicne voltametrije i
ultraljubicaste 1 vidljive spektroskopije. Ciklicna voltametrija upotrebljena je zbog toga
Sto se Cesto koristi za analize elektrohemijskog ponaSanja neurotransmitera, kako

pojedinacno, tako i u smesi.”®



2. Pregled literature
2.1. Slobodni radikali i antioksidansi

Slobodni radikali su atomske, molekulske ili jonske vrste sa nesparenim
elektronima u spoljasnjoj ljuski. Mogu biti naelektrisani (pozitivno ili negativno) i
nenaelektrisani.?”*® Atom vodonika je najjednostavniji slobodni radikal.?* U normalnim
okolnostima, elektroni kruze oko jezgra u parovima, pri ¢emu imaju suprotne spinove.
Kada atom sadrzi jedan nespareni elektron, njegova reaktivnost biva primetno
povecéana; takav atom naziva se slobodni radikal.?® U stru¢noj literaturi, termin slobodni
radikal upotrebljava se u Sirem smislu; pored reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta,
podrazumeva 1 srodne reaktivne vrste poput pobudenih stanja koja dovode do
formiranja slobodnih radikala ili, pak, one vrste koje nastaju kao rezultat slobodno-
radikalskih reakcija. Generalno, to su kratkozivece vrste €ija se vremena poluZivota
mere mili, mikro ili nanosekundama.®® Trifenilmetil radikal proucavan 1900. godine je
prvi organski slobodni radikal ikada otkriven.** Prisustvo slobodnih radikala u
bioloskim sistemima prvi put je zabeleZeno pre viSe od Sezdeset godina.32 Nedugo
potom, slobodni radikali su smatrani nezeljenim, ali nepozeljnim proizvodima

postojanja aerobnih organizama.*

Sa fizioloskog aspekta, slobodni radikali potencijalno su opasni, zbog reakcije sa
susednim molekulima, u cilju sparivanja nesparenog elektrona. Molekul koji je u ovom
procesu ostao bez elektrona sam postaje slobodni radikal. Dati proces ,,krade elektrona”
dovodi do oksidacije, a time ¢esto i inaktivacije ciljnog molekula. Pod uslovom da su
ucestale, ove reakcije mogu dovesti do znaCajnog oStecenja celije. Stepen datog
ostecenja povezan je sa sposobnoscu neutralizacije slobodnih radikala antioksidansima
koji u reakciji sa njima daju manje stetne proizvode.>* Zbog pomenutih karakteristika,
nekontrolisana proizvodnja slobodnih radikala dovodi se u vezu sa razli¢itim
patofizioloskim stanjima. Do kraja Sezdesetih godina proslog veka, naucnici su
pretpostavljali da ako slobodni radikali postoje u Zivim bi¢ima, njihov organizam bi
trebalo da poseduje i sistem za odbranu od Stetnog dejstva ovih hemijskih vrsta. To je i
potvrdeno otkriéem superoksid dismutaze.?” Sedamdesetih i osamdesetih godina, nauka

je zauzela novi pristup izu€avanju slobodnih radikala. Uprkos njihovom S$tetnom



dejstvu, vazno je naglasiti da imaju klju¢nu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju
homeostaze na ¢elijskom nivou, imedu ostalog, i kao signalni molekuli.””*** Na
osnovu mnostva sprovedenih istrazivanja, danas je postalo jasno da ziva bi¢a ne samo
da su naviknuta na koegzistenciju sa slobodnim radikalima, ve¢ 1 da su razvila
mehanizme putem kojih ove reaktivne vrste mogu Koristiti kao oksidoredukcione
prekidace za regulisanje genske ekspresije, enzimske aktivnosti i za Celijsku

signalizaciju.®®*" Danas se moze re¢i da delikatna ravnoteZa izmedu dva sasvim

suprotstavljena efekta slobodnih radikala ¢ini vazan aspekt funkcionisanja zivog sveta.®

Medu slobodnim radikalima posebno se izdvajaju reaktivne kiseoni¢ne vrste
(ROS, od eng. reactive oxygen species). Sam molekul kiseonika na izvestan nacin je
biradikal. Prema Hundovom pravilu, on sadrzi dva elektrona istog spina, od kojih se
svaki nalazi u zasebnoj orbitali. 1z tog razloga, termodinamicki gledano, kiseonik tezi
primanju dodatnih elektrona (dva po atomu, cCetiri po molekulu) da bi formirao
molekule koji imaju nizu vrednost slobodne energije. Medutim, spinski spareni
elektroni iz okoline ne mogu spontano pre¢i na kiseonik, dok jedan od njegovih
nesparenih elektrona ne izvrsi promenu spina, ¢ime bi ovo sparivanje postalo moguce.
Vreme kontakta sa okolinom je previse kratko da bi se ovaj proces spontano dogodio,
pa se formira kineti¢ka barijera (visoka energija aktivacije), koja cuva Zivi svet od

eksplozivne reakcije u atmosferi visoke oksidacione mo¢i.?"*

Nisu sve ROS radikali, ve¢ samo one koje sadrze nespareni elektron.*® Ove
hemijske vrste konstantno nastaju u ljudskom telu pri normalnim metaboli¢kim
procesima, usled redukcije kiseonika do vode u elektronskom transporthom lancu u
mitohondrijama.** Smatra se da od ukupne koligine kiseonika koju ovek udahne, oko
98% biva preradeno u mitohondrijama posredstvom jednog jedinog enzima — citohrom
oksidaze, koja prenosi Cetiri elektrona na kiseonik tako da kao proizvod nastaju dva
molekula vode.* Ipak, oko 2 do 5% kiseonika biva upotrebljeno za formiranje ROS.*
Sekvencijalna redukcija molekulskog kiseonika dovodi do formiranja vise ROS:
superoksidnog radikal anjona (Og’_), vodonik-peroksida (H20,) i hidroksilnog radikala
(OH) (slika 1). Singletni kiseonik (*O,) takode se ubraja u ROS i predstavlja
ekscitovani oblik kiseonika kod koga je jedan elektron preSao u orbitalu vece
energije.?”*® Pored ROS, od znacaja su i reaktivne azotne vrste (RNS, od eng. reactive

nitrogen species), pri ¢emu se deo RNS moze podvesti i pod ROS. Primeri RNS su:



azot-monoksid (NO°), peroksinitrit (ONOOO ), nitroksil (HNO), nitrozonijum katjon
(NO™), S-nitrozotioli (RSNO, gde je R ugljovodoni¢ni ostatak), visi oksidi azota.*

G | |

2:0- «01H

singletni kiseonik | superoksidni anjon | peroksidni anjon | hidroksilni radikal

0, 03" 0;" "OH

Slika 1. Reaktivne kiseoni¢ne vrste. Crvenom bojom oznaceni su nespareni elektroni.

Prilagodeno iz literature.

Superoksidni anjon je prvi radikal koji nastaje u toku transfera elektrona na
molekulski kiseonik u mitohondrijama. On dalje mozZe da formira vodonik-peroksid,
hidroksilni radikal i singletni kiseonik. U reakciji superoksidnog anjona sa enzimom
speroksid dizmutazom nastaje vodonik-peroksid. On je najmanje reaktivna od svih
pomenutih kiseoni¢nih vrsta. Stabilan je na fizioloSkom pH u odsustvu jona metala. Sa
velikom lako¢om difunduje kroz bioloske membrane. U prisustvu jona metala
(Fentonova reakcija) i superoksidnog anjona (Haber-Vajsova reakcija) moze da formira

hidroksilni radikal®**:
Fe?* + H,0, — Fe** + OH + "OH (Fentonova reakcija)
0, +H,0, — "OH + OH + O, (Haber-Vajsova reakcija)

Hidroksilni radikal ima vrlo visoku reaktivnost i vrlo kratko vreme polu—zivota
od svega 10 s. Zbog toga ovaj radikal reaguje u neposrednoj blizini mesta na kome je
nastao.?® Hidroksilni radikal moZe izazvati lipidnu peroksidaciju, prekidati DNK lance i

oksidovati gotovo svaki organski molekul sa kojim dode u kontakt, 34

Superoksidni anjon moze reagovati i sa azot-monoksidom (NO°), formiraju¢i
peroksinitrit (ONOO ), koji dalje moze da proizvede hidroksilni radikal i azot-dioksid
(.NOZ):

0, + NO' — ONOO

ONOO +H" — "OH + 'NO,



Peroksinitrit je citotoksican, izaziva oSteéenje tkiva, a formira se na mestima
zahvacenim upalnim procesima. Sem toga, ukljuen je u razvoj pojedinih
neurodegenerativnih bolesti, a moze da dovede i1 do oStecenja nukleinskih baza u DNK.

Poznato je i da veoma lako difunduje kroz celijske membrane.?

Azot-dioksid ('NO;) nastaje u reakciji peroksil radikala sa NO, a prisutan je i u

duvanskom dimu.

Azot-monoksid ('NO) nastaje dejstvom enzima azot-oksid sintaza u tkivima.
Ovo je signalni molekul koji u organizmu reguliSe fizioloske funkcije, posebno na
neuroloskom 1 kardiovaskularnom nivou. Medutim, pri patoloSkim stanjima povecan
nivo azot-monoksida predstavlja problem, jer je visoko reaktivan, pa moze da oStecuje
okolno tkivo, ili da formira drugu reaktivnu vrstu, peroksinitrit, koji je snazno

oksidaciono sredstvo.*

Veliki broj endogenih i egzogenih procesa moze dovesti do nastanka slobodnih
radikala u bioloskim sistemima. Oni mogu nastati namerno, kao deo katalitickog ciklusa
enzima, pri eliminaciji patogena, ili u svrhu celijske signalizacije. Endogeni nastanak
radikalskih vrsta moze biti i neZeljena posledica upotrebe kiseonika kao krajnjeg
akceptora elektrona, ili prisustva redoks-aktivnih enzima koji supstrat oksiduju do
radikala. Spoljasnji (egzogeni) faktori takode dovode do formiranja radikalskih vrsta.
Neki od tih faktora su dejstvo zraenja visoke energije, atmosfersko zagadenje,
nastajanje radikala pri metabolisanju lekova, izloZenost hemikalijama u domacinstvu 1
industriji.** 4246

Posto je organizam opremljen mehanizmima za borbu sa slobodnim radikalima,
oni ne predstavljaju nuZzno pretnju pri normalnim fiziolo§kim uslovima. Medutim, ako
se dogodi povecani nastanak slobodnih radikala ili oni nastaju na netipicnim mestima,
balans izmedu njihovog nastajanja 1 eliminacije iz organizma biva narusen. Reaktivne
vrste tada mogu da nanose Stetu tkivima i ¢elijama bez moguénosti organizma da tu
stetu dovoljno efikasno sanira. Ova pojava naziva se stanje oksidativnog stresa.*’

Oksidativni stres ima veliki udeo u razvoju hroni¢nih i neurodegenerativnih bolesti,

raka, autoimunih poremecaja, kardiovaskularnih bolesti, ali 1 staren; a.®



Antioksidansi ucestvuju u odbrani od slobodnih radikala. Oni nastaju u samom
organizmu, ali se unose i putem hrane. U organizmu postoji balans izmedu koli¢ine
slobodnih radikala i koli¢ine proizvedenih antioksidanasa. Antioksidans se moze
definisati kao bilo koja supstanca koja u niskoj koncentraciji (u odnosu na supstrat)
znacajno umanjuje ili sprecava oksidaciju datog supstrata. Ova definicija odnosi se na
sve procese oksidacije, i radikalske i neradikalske.* Zbog toga je vazno preciznije
definisati posmatrani proces, budu¢i da izvan ovog konteksta podatak da je neko
jedinjenje antioksidans ne predstavlja bioloski znafajnu informaciju. Antioksidansi

mogu biti prirodnog ili vestatkog porekla (sintetisani u laboratoriji).*’

Antioksidansi deluju protiv slobodnih radikala na nivou prevencije, presretanja i
popravke nastale Stete. Antioksidansi koji deluju preventivno nastoje da zaustave
formiranje ROS, dok oni koji presre¢u slobodne radikale obavljaju njihovu eliminaciju.

U procesu popravke nastale $tete u¢estvuju mnogi enzimi.*

PoSto se ROS kontinuirano proizvode u maloj koli¢ini tokom normalnih
metabolickih procesa, ¢elije su se tome prilagodile iznalaze¢i nacine da ublaze njihove
potencijalno Stetne efekte. Sastav antioksidanasa koji ¢elije koriste za ,,odbranu” varira
od tkiva do tkiva, od jednog do drugog tipa celija, pa ¢ak i kod istog tipa celija u

vy . . 48
razli¢itim organizmima.

Antioksidantni odbrambeni sistem moze se podeliti na enzimski i neenzimski.
Enzimski ukljuuje enzime poput superoksid dismutaze, katalaze, peroksiredoksina i
glutation peroksidaze. Katalaza, peroksiredoksini i glutation peroksidaza eliminiSu
H20, iz organizma, ¢ime se spreCava formiranje hidroksilnog radikala, posto protiv
njega ne postoji adekvatna enzimska zastita.”*° Peroksiredoksini su relativno skoro

otkrivena jedinjenja, i predstavljaju mozda najmoénije eliminatore H,O, u organizmu.>

Neenzimski odbrambeni sistem ukljucuje jedinjenja koja proizvodi covekov
organizam, kao $to su bilirubin, melatonin, polni hormoni, ceruloplazmin, koenzim Q,
urinska kiselina i druga jedinjenja. Sem toga, ovom tipu odbrambenog mehanizma
pripadaju 1 supstance unete putem ishrane, kao Sto su askorbinska kiselina (vitamin C),
a-tokoferol (vitamin E), B-karoten (prekursor vitamina A) i fenolna jedinjenja poreklom

iz biljaka (flavonoidi).*®*°



Antioksidantni sistem moze spreciti oksidativni stres samo kontroliSuéi nivo
slobodnih radikala, umesto da ih u potpunosti eliminiSe. Zbog znacajnih fizioloSkih
funkcija koje slobodni radikali imaju, njihova potpuna eliminacija dovela bi do

poremecaja u normalnom funkcionisanju orgamizma.51

Vazno je naglasiti da postoji znaCajna razlika izmedu antiradikalske i
antioksidativne aktivnosti. Antiradikalska aktivnost definiSe sposobnost jedinjenja da
reaguje sa slobodnim radikalima (u samo jednoj reakciji). S druge strane,
antioksidativna aktivnost predstavlja sposobnost inhibicije procesa oksidacije (koji
obi¢no ukljucuje set razlicitih reakcija). Zbog toga se u velikom broju slucajeva
informacija o antiradikalskoj aktivnosti nekog jedinjenja moze razlikovati od
informacije o njegovoj antioksidativnoj aktivnosti.>® Sa povecanim interesovanjem za
antioksidanse tokom proteklih decenija rastao je i broj publikacija na ovu temu. U
javnosti je neretko ¢injenica da je nesto bogato antioksidansima olako shvaéena. Cesto
se to predstavlja tako da ako su neki antioksidansi dobri, onda je njihov unos u velikim
koli¢inama veoma koristan. Ipak, iako je poznato da urin i feces pokazuju znacajnu in
vitro antioksidativnu aktivnost, njihova konzumacija sigurno nije preporu¢ljiva.’>>*

Vazno je pre iznoSenja tvrdnji da je neka hrana bogata antioksidansima ustanoviti najpre

da li se in vitro odredena aktivnost zapravo ispoljava i u in vivo uslovima.*

Promenljiva efikasnost razli¢itih antioksidanasa moZe se pripisati znacajnim
razlikama u njihovoj hemijskoj strukturi. Molekuli mnogih antioksidanasa su
nerastvorni ili slabo rastvorni u vodi, pa je zbog toga njihovu antioksidativnu aktivnost

sa biologki zna&ajnim radikalima tesko proudavati.”

Opsti postupci za odredivanje antiradikalske 1 antioksidativne aktivnosti
navedeni su u mnogim nau¢nim radovima; isti se prevashodno odnose na prirodne
proizvode i dodatke ishrani, zbog njihovog prakti¢nog znacaja.”® Jedan od standardnih
postupaka za odredivanje antiradikalske aktivnosti EPR spektroskopijom zasniva se na
primeni 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (DPPH), stabilnog slobodnog radikala. Isto
jedinjenje moze se upotrebiti i za UV-Vis merenja, poSto nakon prihvatanja atoma
vodonika od odgovarajuceg donora, rastvor DPPH gubi karakteristicnu tamnoljubicastu
boju. Sem DPPH, moze se Kkoristiti i 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska

kiselina) (ABTS). U reakciji ovog jedinjenja sa jakim oksidacionim sredstvima (poput



kalijum-permanganata) nastaje ABTS'® radikal koji je moguée detektovati EPR
spektroskopijom, ali i UV-Vis spektroskopijom, posto daje rastvorima plavo-zelenu

boju.>

Antioksidativna aktivnost supstanci moze se odredivati i elektrohemijski.
Elektrohemijske metode su pogodne zbog visoke osetljivosti, brzine i jednostavnosti
aparature, Cesto 1 izbegavanja slozene pripreme uzoraka. Antioksidativna aktivnost
moze se  odredivati  voltametrijski, = amperometrijski, = biamperometrijski,
potenciometrijski i kulometrijski.”® Ciklovoltametrijska merenja mogu pruziti
informaciju o broju redoks stanja datog antioksidansa, njihovoj stabilnosti i kinetici
reakcija prenosa elektrona u kojima uéestvuju. Ova merenja podrazumevaju skeniranje
napona radne elektrode u zadatom opsegu potencijala, uz merenje jac¢ine anodne Struje

tokom oksidacije antioksidansa na povrSini radne elektrode. Izmerena vrednost struje

proporcionalna je koncentraciji datog antioksidansa.™
2.2. Alchajmerova bolest — patogeneza i terapija

Alchajmerova bolest (AB) progresivno je i ireverzibilno neurodegenerativno
oboljenje koje karakteriSe poremecaj funkcije intracelularnih 1 ekstracelularnih
biohemijskih procesa, odgovornih za neuronsku smrt. AB otkrio je 1906. godine Alojz
Alchajmer (Alois Alzheimer) i definisao ju je kao neuropsihijatrijski poremecaj koji
pogada stariju populaciju. Svoja istraZivanja sproveo je na mozgu 51-godiSnje Zene koja
je preminula Cetiri i po godine nakon $to su uoceni prvi simptomi ubrzanog gubitka
pamcenja i dezorijentisanosti u vremenu i prostoru. Analizom je uocena atrofija mozga,
pracena izrazenom neurofibrilarnom patologijom i izdvajanjem netipi¢nih naslaga u
mozgu.60 Definitivna dijagnoza AB i danas se, izmedu ostalog, postavlja na osnovu
autopsije mozga pacijenta, mikroskopskim pregledom onih mesta na kojima je
verovatno¢a pojave mozdane atrofije najveca, kao znak gubitka neurona. Data mesta
obi¢no su frontalni i temporalni reznjevi mozga, na kojima se uocava veliki broj

ekstracelularnih naslaga i intracelularnih neurofibrilarnih petlji (slika 2).%*

Najces¢i simptomi AB su gubitak pamcenja, potesSkoce u odabiru odgovarajuc¢ih
re€l 1 razumevanju izre¢enog, poteSkoce u obavljanju rutinskih operacija 1 aktivnosti,
kao i promene raspoloZenja i li¢nosti.®*®® Ova bolest najéeséi je oblik demencije od
koga, u svetu, prema procenama boluje oko 24 miliona ljudi. Oc¢ekuje se da ¢e broj

obolelih biti udvostruc¢ivan na svakih 20 godina, zbog ocekivanog starenja ljudske
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populacije. Sa trenutnog stanovista (dostupnost i efikasnost postojece terapije), ovako
visok broj obolelih od AB predstavljace ozbiljan zdravstveni problem na svetskom
planu. Trenutno dostupna farmakoloska terapija AB mahom je simptomatska, bez
trajnih pozitivnih efekata tj. izleenja.?? S druge strane, razvoj lekova za njen tretman
pokazao se kao izuzetno komplikovan. Do sada je za leCenje AB odobreno svega pet

lekova u svetu, od toga Cetiri na bazi inhibicije enzima acetilholinesteraze (AChE) i

jedan antagonist receptora N-metil-D-aspartata. Od 2003. godine, medutim, nijedan
63,64

novi lek nije odobren u ovu svrhu.

Slika 2. Elektronska mikrografija ise¢ka mozdanog tkiva pacijenta obolelog od
Alchajmerove bolesti. Strelicom je oznacena intracelularna neurofibrilarna petlja, a

trouglom ekstracelularne naslage. Prilagodeno iz literature.”*

Iako uloga mozdanih naslaga i petlji u razvoju AB nije detaljno poznata, u
najvecoj meri zastupljene su upravo u onim delovima mozga koje je bolest najvise
zahvatila — oba hipokampusa. Date strukture, smestene u temporalnim reznjevima,
imaju centralnu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju pamcenja kod ¢oveka, a kao takve

najranije ukazuju na ovu bolest.®®°

Patogeneza AB je slozena i uklju¢uje citav niz molekulskih, ¢elijskih,
biohemijskih i fizioloskih patoloskih promena. Kod obolelih, svi ovi procesi
kontinualno se deSavaju tokom normalnog procesa starenja. Sem toga, patogenezi

doprinose i1 genetski faktori, kao 1 faktori Zivotnog okruzenja. Oko 5% svih slu¢ajeva
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AB posledica je naslednih genetskih mutacija.®®®

Do sada je identifikovano vise gena
koji u€estvuju u nastanku AB i, drugim rec¢ima, poznato je da ne postoji jedinstveni gen
odgovoran za nastanak ove bolesti. U prethodnom periodu postavljeno je nekoliko
razli¢itih hipoteza o pojavi 1 razvoju AB. Dve najprihvadenije jesu hipoteze o
amiloidnoj kaskadi i neuronskoj citoskeletnoj degradaciji. U stvari, hipoteza o

amiloidnoj kaskadi smatra se centralnim mehanizmom razvoja AB.%

Hipoteza o amiloidnoj kaskadi zasniva se na povecanoj agregaciji amiloid 3
peptida. Ovaj kratki peptid (izmedu 36 i 43 aminokiselinska ostatka) abnormalni je
proizvod proteolize transmembranskog proteina koji se naziva amiloidni prekursorski
protein. Njegova funkcija jo$ uvek je nedovoljno poznata, ali se smatra da ucestvuje u

razvoj u neurona.

Tokom  neuronske aktivnosti dolazi do otpuStanja vezikula sa
neurotransmiterima, a paralelno sa tim procesom, nastupa sekrecija amiloid [
monomera. Ovi monomeri sadrze kratke regione sa beta nabranom strukturom koji,
zbog neravnoteze izmedu njihovog nastajanja i eliminacije, podlezu konformacionoj
promeni — formiraju tercijarne strukture ¢ijom agregacijom nastaju amiloidna vlakna.
Data vlakna mogu imati koncasti i prstenasti oblik. Opisanom procesu posebno su
skloni amiloid B monomeri sadinjeni od 42 aminokiselinska ostatka. Pomenuta vlakna
taloze se izvan neurona, u gustim formacijama — senilnim (neuritickim) naslagama.
Tokom ovog procesa dolazi do gubitka sinapti¢kih veza i neurodegeneracije, Sto za

posledicu ima demenciju. Ovo je, zapravo, kljuéni korak u razvoju AB.%®

Eksperimentalno je ustanovljeno da je agregacija 2 do 14 amiloid B monomera u
oligomere zavisna od koncentracije, te da je efikasnija u oksidacionoj sredini, kao i u
prisustvu katjona dvovalentnih metala (slika 3). Neurotoksi¢nost dimera i trimera
amiloid B monomera izdvaja se u poredenju sa drugim formama amiloid B proteina.
Intenzitet defekata kod AB proporcionalan je broju (koli¢ini) amiloid B oligomera u

mozdanom tkivu, a ne broju (kolicini) svih njegovih oblika.®’
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koncentracije monomera, raste njithova sposobnost agregacije, Sto se moZe videti na
elektroforegramu u trakama 1-5, gde su uzorci poredani po rastucoj koncentraciji
monomer (B). Formiranje polimera pospeseno je dodatkom oksidacionog sredstva, kao i

katjona dvovalentnih metala (trake 2 i 3) (C). Prilagodeno iz literature.®’

Hipoteza o neuronskoj citoskeletnoj degradaciji zasniva se na pojavi abnormalne
agregacije tau proteina — proteina prisutnog u mikrotubulama, sa ekspresijom u
neuronima. Tau je u normalnim uslovima protein rastvoran u vodi, koji deluje tako Sto
stabilizuje mikrotubule u C¢elijskom citoskeletu, a njegova funkcija regulisana je
fosforilacijom. Kod pacijenata sa AB, tau protein je hiperfosforilovan i nerastvoran, bez
afiniteta prema mikrotubulama. Akumulira se u formi uparenih helikoidnih filamenata
koji se unutar nervnih celija dalje agregiraju u obliku neurofibrilarnih petlji, Cesto u
pratnji amiloidnih naslaga (slika 4). Broj ovih petlji patoloski je marker i od znacaja u

proceni stadijuma AB.®°

Poput amiloid P oligomera, abnormalni agregati tau proteina takode su
neurotoksi¢ni. Povecani nivo fosforilovanog, kao i ukupnog tau proteina u
cerebrospinalnoj te¢nosti u korelaciji je sa loSim rezultatima kognitivnih testova
pacijenata obolelih od AB. Upravo ovi molekuli sastavni su deo biomarkerskog testa
kojim je moguée predvideti pojavu date bolesti kod osoba sa blagim poremecajem

pamdéenja.®®®’

Eksperimentalni dokazi ukazuju na to da agregacija amiloid B monomera

prethodi i pospesuje agregaciju tau proteina. Stoga je moguée konstatovati da su

13



hipoteza o amiloidnoj kaskadi i hipoteza o neuronskoj citoskeletnoj degradaciji usko

povezane.®’
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Slika 4. Proces formiranja neurofibrilarnih petlji. Prilagodeno iz literature.®’

Dosadasnjim istrazivanjima ustanovljeno je da tokom razvoja AB dolazi do
promene koli¢ine amiloid B monomera i fosforilovanog oblika tau proteina u
cerebrospinalnoj tecnosti. Mehanizmi koji dovode do formiranja neurofibrilarnih petlji 1
neuritickih naslaga jo§ uvek nisu dovoljno istrazeni. Formiranje ovih struktura dovodi
do oSte¢enja 1 smrti neurona, Sto za posledicu ima gubitak pamcenja i simptomatske
promene u ponasanju. Takode, prema aktuelnim hipotezama, i cirkuliSu¢i oligomeri (a
ne isklju¢ivo neuriticke naslage) potencijalno su neurotoksi¢ni. Naime, povecano
otpustanje neurotransmitera poput glutamata doprinosi inflamaciji i neuronskoj smrti.
Neuronska smrt najpre zahvata regije mozga odgovorne za pamcenje i govor, a

vremenom i &itav mozak.®®
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Ipak, najnovijim istrazivanjima ustanovljeno je da amiloidna hipoteza zaista
jeste glavni mehanizam razvoja genetski naslednog oblika AB, ali ne i oblika koji nije
nasledan. Zapravo, smatra se da je u datom slucaju ista igra sekundarnu ulogu, kao deo
jednog znatno slozenijeg, a prakticno u celosti nepoznatog procesa u centralnom
nervnom sistemu (CNS). Povod za ovakvu pretpostavku ¢ini nedostatak dokaza da
dosadasnji lekovi za tretman Alchajmerove bolesti mogu biti upotrebljeni kod svakog
njenog oblika. Kako je ve¢ pomenuto, aktuelne terapije u tretmanu AB mahom se

baziraju na uklanjanju simptoma bolesti, radi usporavanja njene progresije.®®

Klini¢ka ispitivanja pokazala su pozitivne efekte inhibitora acetilholinesteraze
(AChE) u terapiji blagih i umerenih oblika AB. Tokom rane faze bolesti, gubitak
neurona dovodi do smanjenja nivoa holin acetil-transferaze u mozdanom tkivu, ¢ime se
smanjuje sposobnost sinteze acetilholina. Ovakav deficit moguce je prevazici
spreCavanjem degradacije postojecih molekula acetilholina. Jedan od do sada ispitivanih
inhibitora AChE jeste donepezil.®® S druge strane, memantin blokira glutamat (inace
prisutan u ve¢im koncentracijama kod osoba obolelih od AB) da se veze za
odgovaraju¢i receptor, Sto bi omogucéilo transport kalcijuma do mozga i uslovilo
ostecenje mozdanog tkiva. Do sada, medutim, nisu bili ispitivani efekti donepezila u

kombinaciji sa memantinom, antagonistom N-metil-D-aspartat receptora.®*®®

U klini¢koj studiji od godinu dana, koja je obuhvatila pacijente sa umerenim
oblikom AB, testirana su oba leka.®® Prva grupa pacijenata konstantno je uzimala
donepezil, druga ga je po isteku 3 meseca zamenila memantinom, dok je tre¢a grupa
pacijenata istovremeno Koristila oba leka. Pacijenti u svim grupama postigli su blagi
napredak u mentalnim sposobnostima, s tim da je isti bio najizrazeniji kod grupe koja je
koristila samo donepezil. Osim toga, doslo se do zakljucka da grupa koja je uzimala oba
leka nije postigla bolje rezultate od grupa koje su koristile samo jedan lek. Potrebno je,
medutim, sprovesti dalja istrazivanja, kako bi se utvrdilo da li se pozitivni terapijski
efekti ovih lekova javljaju i kod pacijenata sa AB u poznom stadijumu, tj. kod teskih

slucajeva.

Terapija mati¢nim ¢elijama predstavlja jedan od najnovijih i1 potencijalno krajnje
efikasnih nacina u tretmanu AB. Poznato je da ove ¢elije pokazuju pozitivne terapijske

efekte na nivou regeneracije 1 supstitucije Celija 1 razli¢itih tkiva. Terapija mati¢nim
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¢elijama razvija se u dva smera. Jedan je indukovanje aktivacije endogenih mati¢nih
¢elija, a drugi je regeneracija oStecenog tkiva putem transplantacije maticnih ¢elija na
oStecena mesta. Na miSjem modelu AB uoceno je znacCajno poboljSanje pamcenja,
nakon transplantacije maticnih ¢elija poreklom iz pupcane vrpce ¢oveka. Istovremeno je
zapazeno da proizvodnja amiloid B proteina nije snizena. Stoga se moze re¢i da su u
cilju optimizacije uslova transplantacije neophodne dalje studije koje bi rezultovale

povecanim terapeutskim efektom maticnih ¢elija u tretmanu AB.%

Patologija AB nije ograni¢ena samo na formiranje amiloidnih naslaga i1
neurofibrilarnih petlji. Naime, novijim istrazivanjima ustanovljeno je da je u vise od
30% slucajeva ove bolesti ispoljena 1 cerebrovaskularna patologija koja ukljucuje 1
¢elijske elemente od kojih je sazdana krvno-moZzdana barijera. Klinickim studijama
dokazano je i da se poremecaj funkcije ove barijere kod pacijenata obolelih od AB
javlja ukoliko oni ispoljavaju simptome periferalnin vaskularnih anomalija, poput
hipertenzije, kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa. Pri tome, uoceno je i da je
agregacija amiloid B proteina u mozdanoj vaskulaturi usko povezana sa opadanjem
mentalnih sposobnosti kod ljudi, te da poremecena funkcija krvno-mozdane barijere ima
isti efekat.”

lako je datom hipotezom prvobitno pretpostavljeno da se akumulacija amiloid 8
proteina 1 prate¢i poremecaj funkcije barijere javljaju kao posledica neadekvatne
eliminacije amiloid f proteina iz mozga, vec¢i broj novijih istrazivanja namece potrebu
za njenom modifikacijom. Prema ovoj hipotezi, agregacija amiloid B proteina dovodi do
naglog formiranja novih krvnih sudova u mozgu i povecane vaskularne permeabilnosti
(slika 5). Smanjeni protok krvi kroz mozdano tkivo, prekid ¢vrstih veza u datoj barijeri i
poremecaj nivoa proteina koji reguliSu koli¢inu amiloid B proteina u mozgu faktori su
koji doprinose povecanju nivoa amiloid B proteina, a time i formiranju novih krvnih
sudova. Zapaljenski procesi dalje doprinose vaskularnim promenama u mozgu osoba
obolelih od AB, pri ¢emu dolazi i do lu€enja trombina. Ovaj protein, pak, dovodi do
izgradnje krvnih sudova i povecane sekrecije amiloid B proteina, S§to za posledicu ima

formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, endotelnih oste¢enja i neurotoksi¢nost.”
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Slika 5. Mikrovaskularna mreZa u mozdanom tkivu pacijenata obolelih od

Alchajmerove bolesti (A) i zdravih osoba (B). Prilagodeno iz literature.”

Pojava amiloid B proteina u krvnoj plazmi predstavlja jo$ jedan od indikatora da
kod pacijenata obolelih od AB dolazi do naruSavanja strukture i funkcije krvno-
mozdane barijere. Isto je zapazeno i na odgovaraju¢em misjem modelu. Prethodnim
istrazivanjima date pojave ustanovljeno je da sa porastom nivoa amiloid B proteina u
organizmu dolazi do veéeg dopremanja kalcijuma u mozdano tkivo, pri ¢emu poviseni
nivo kalcijuma dovodi do strukturnih promena &vrstih veza krvno-mozdane barijere.*"
Postmortalne analize mozdanog tkiva pacijenata obolelih od AB zaista ukazuju na

oStecenje ove barijere. Jo$ uvek, medutim, nije sasvim poznato u kojoj fazi bolesti

dolazi do navedenog oStecenja.

Primenom dinamickog magnetno-rezonantnog imidzinga (DCE-MRI) u prac¢enju
permeabilnosti razlicitih delova mozga Zivih pacijenata, utvrdeno je da oSte¢enje krvno-
mozdane barijere u regionu hipokampusa zavisi od zivotnog doba pacijenata (slika 6).
Konstanta regionalne permeabilnosti ove barijere (Kyans) Uzeta je kao merilo njenog
oStec¢enja. Kod mladih osoba bez poremecaja pamcenja ova konstanta imala je izuzetno
nisku vrednost, dok je kod starijih osoba bez naznacenih zdravstvenih problema bila tek
neznatno poviSena. Kod pacijenata sa blagim simptomima gubitka pamc¢enja, medutim,
vrednost konstante bila je znacajno poviSena. Niska vrednost izmerena je 1 kod mladih
pacijenata obolelih od multiple skleroze, bez poremecaja pamcenja. Ova grupa

pacijenata posluzila je za validaciju metode, budu¢i da je kod njih nedvosmisleno
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dijagnostifikovano ostecenje krvno-mozdane barijere, ali ne u regionu hipokampusa.
Utvrdeno je i to da se ova oSteéenja javljaju u ranoj fazi razvoja bolesti, kao i da upravo

ona doprinose problemima pacijenata obolelih od AB u razmisljanju i paméenju.”

Mladi bez Stari bez Blagi Multipla
poremecaja pamcenja poremecaja pamcenja  poremecaj pamcenja skleroza

R e
s B

Slika 6. Dinamic¢ki MRI snimci i reprezentativne Kyans mape za mlade i starije osobe
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bez poremecaja pamcenja, pacijente sa blagim simptomima poremecaja pamcenja i

mlade pacijente obolele od multiple skleroze. Prilagodeno iz literature.”

Prilikom formiranja amiloidnih naslaga, u njih se ugraduju bakar i cink, dok u
mozdanom tkivu dolazi do porasta nivoa gvozda. U stvari, joni cinka i1 bakra ubrzavaju
proces formiranja amiloidnih naslaga. Osim toga, bakar i1 gvozde povecavaju
neurotoksi¢nu aktivnost amiloid B proteina i oksidativno umrezavanje peptida u stabilne
oligomerne forme. Ovakve interakcije amiloid B proteina sa metalima doprinose
patologiji AB i predstavljaju osnov za svojevrsnu metalnu hipotezu njenog razvoja.
Poznato je da amiloid B protein poseduje selektivna vezujuc¢a mesta visokog i niskog
afiniteta za metale, koja su histidinski regulisana. Amiloid B protein direktno koordinuje
cink i bakar, ali ne i gvozde i neke druge jone metala. Ipak, uo¢eno gvozde na periferiji
naslaga kompleksirano je feritinom tako da formira neuriticku komponentu naslaga.
Prilikom vezivanja Cu?* (direktno za amiloid B protein) i Fe** (u formi neuriticke
komponente) dolazi do njihove redukcije i nastanka H,O,, zbog dvostrukog transfera
elektrona na kiseonik. Ova reakcija vise puta eksperimentalno je dokazana. Pomenuti

proces odgovoran je za oksidativno oSte¢enje mozdanog tkiva (posredovano H,0,) kod



pacijenata obolelih od AB, §to je dokumentovano u aktuelnoj literaturi. Molekul H,0;
u stanju je da prode kroz krvno-mozdanu barijeru i reaguje sa redukovanim jonima Cu”
i Fe?* stvaraju¢i pri tome visokoreaktivne hidroksilne radikale. Nastali radikali zatim
dovode do oSteenja mozdanog tkiva, kroz razliCite interakcije sa prisutnim

molekulima.*?

Na bazi istrazivanja u poslednjih 15 godina zakljuceno je da imunizacija protiv
amiloid B proteina moze dovesti do uklanjanja ovog proteina iz mozdanog tkiva, kao 1
da se time moze spreciti dalja progresija bolesti. Naime, amiloid B dimeri izolovani su
iz mozdanog tkiva ljudi obolelih od AB, a pretpostavlja se da njihovo prisustvo u stvari
uzrokuje poremecaje u paméenju. Takode, in vitro eksperimentima pokazano je da
nagomilavanje ovih dimera indukuje hiperfosforilaciju tau proteina. Imunoterapija
relevantnih pacijenata podrazumeva dva tipa vakcinacije: aktivnu (kojom pacijenti
primaju odgovarajuéi antigen) i pasivnu (kojom pacijenti primaju antitela koja deluju
protiv amiloid B dimera). Efikasni agens za aktivnu terapiju nosi oznaku CAD106. On
predstavlja agregaciju sastavljenu od jednog do Sest amiloid B monomera, povezanih sa
nosacem u kome se nalazi ovojni protein bakteriofaga. Injektovanjem datog molekula u
organizam pacijenata obolelih od AB dolazi do stvaranja specifi¢nih antitela koja
umanjuju agregiranje amiloidnih naslaga (slika 7). Kod pasivne imunizacije, smatra se
da se antitela vezuju za amiloid  dimere. Mikroglije potom prepoznaju novonastale
agregacije, Sto za posledicu ima njihovu eliminaciju. Imunoterapija fokusirana na tau

protein jos uvek je u povoju.”

Slika 7. Efekat aktivne imunizacije tkiva u kom su prisutne amiloidne naslage. Isecak
tkiva bez dodatka CAD106 (A) i nakon njegovog dodavanja (B). Fibrilarne forme

. . v . . .. 74
amiloid B proteina oznacene su strelicama. Prilagodeno iz literature.
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Posebno zanimljivo istrazivanje na miSjem modelu AB ukazuje da je
nefarmakoloskim putem tj. primenom skenirajuée ultrazvucne tehnike moguce ukloniti
amiloid B segmente 1 povratiti pamcéenje. Pomoc¢u ponovljenih skenirajucih ultrazvucnih
tretmana, amiloid B uklonjen je iz segmenata misjeg mozga, bez potrebe za dodatnim
terapeutskim agensima (slika 8). Zapravo, konfokalnom mikroskopijom i
trodimenzionalnom rekonstrukcijom utvrdeno je znacajno povlacenje amiloid f
segmenata u lizozime aktiviranih mikroglija, ¢elija odgovornih za oCuvanje imuniteta
CNS. Kod 75% miSeva podvrgnutih ultrazvuénom tretmanu doslo je do uklanjanja
amiloidnih naslaga; isti su imali poboljSani u€inak na sva tri testa memorije. Ovi
rezultati ukazuju na perspektivu ultrazvuéne terapije kao blage i nedestruktivne metode

za eliminaciju amiloidnih naslaga.”

Striatalni region Region hipokampusa A B
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Slika 8. (A) Isecci razli¢itih regiona mozdanog tkiva miSeva bez izlaganja ultrazvuénom
tretmanu, odnosno nakon izlaganja istom. (B) Crvenom bojom markirane su
kompaktne, zrele amiloidne naslage, dok su difuznije naslage markirane crnom bojom.
(C) Efekat ultrazvuka uocava se poredenjem tretiranog i netretiranog tkiva (amiloidne

naslage obojene su tioflavinom). Prilagodeno iz literature.”

Princip ove metode zasniva se na intravenskom injektovanju (u miseve) mikro-

mehurica inertnog gasa okruzenih lipidnom membranom. Ovi mehuriéi, zatim, bivaju

akustiéno aktivirani dejstvom ultrazvuka, Sto uslovljava njihovu ekspanziju i
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kontrakcije. Opisani procesi dovode do privremenog poremecaja strukture krvnih
zidova S§to, u stvari, otvara krvno-mozdanu barijeru, slabljenjem ¢vrstih veza
karakteristi¢nih za datu strukturu. Sam mehanizam kojim dolazi do transporta amiloid 3
segmenata joS uvek nije poznat, baS kao ni mehanizam apsorpcije od strane

mikroglija.”

Iako direktna povezanost Alchajmerove bolesti sa amiotroficnom lateralnom
sklerozom jo$ uvek nije potvrdena, zanimljivo je da kod pacijenata koji boluju od AB
postoji izvesna prevalenca ka oboljevanju i od ALS. Ne iskljucuje se ni mogucnost da
obe ove neurodegenerativne bolesti imaju iste uzro¢nike.”® ALS je neurodegenerativna
bolest sa neizbeZzno smrtnim ishodom. Obi¢no pogada ljude srednje zivotne dobi i
razvija se u obliku progresivne paralize (usled degeneracije motornih neurona), pri
¢emu smrt nastupa za oko pet godina. Patogeneza ove bolesti nije dovoljno poznata, a
trenutno ne postoji efikasna terapija.’® Kod 15 — 20 % pacijenata obolelih od ALS
uocena je mutacija gena za proizvodnju Cu, Zn superoksid-dismutaze (Cu, Zn-SOD),
zbog Cega se ova bolest povezuje sa slobodnim radikalima.**”’ Cu, Zn-SOD u
organizmu konvertuje superoksidni radikal-anjon do kiseonika i vodonik-peroksida.
Posto je aktivnost ovog enzima kod ALS pacijenata umanjena, dolazi do povecanja
nivoa slobodnih radikala u organizmu, §to dovodi do ostecenja motornih neurona. Ne
samo da mutiranjem Cu, Zn-SOD preostaju male koli¢ine funkcionalnog enzima, vec¢
mutirani dobija novu ulogu. Prema ne sasvim utvrdenom mehanizmu, mutirana Cu, Zn-
SOD ponasa se kao katalizator u procesima kojima nastaju slobodni radikali.® Pored
opisanih procesa, poznato je i da na mestima oSteCenja neurona dolazi do povecanja

koncentracije NO' radikala.””
2.3. Bioloska aktivnost i terapijski potencijal avarola

Prirodni proizvodi morskog porekla ve¢ decenijama privlace paznju biologa i
hemicara. Mora su stanista bogate bioloske raznolikosti, posto u njima zive predstavnici
¢ak 34 od ukupno 36 filuma Zivog sveta nase planete, sa priblizno 300 000 razlicitih
morskih vrsta do sada poznatih Coveku. Ipak, ograni¢ena dostupnost organizama
otezavala je sistemati¢ni pristup izucavanju morskog sveta. Sa razvojem opreme za
njihovo prikupljanje, doslo je do konstantnog napretka u razumevanju evolutivne

istorije 1 prilagodljivosti stanovnika mora na razli¢ite uslove svog zivotnog okruienja.78
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Tokom proteklih Sest i po decenija objavljen je znaCajan broj radova u kojima su
okarakterisana mnoga prirodna organska jedinjenja izolovana iz morskih organizama.
Procenjuje se da je iz morskih organizama izolovano vise od 10 000 jedinjenja sa
potencijalnim farmakoloskim dejstvom.” Po svojoj hemijskoj strukturi, ne mogu se

uporediti sa prirodnim proizvodima kopnenog porekla.

Premda se ova jedinjenja trenutno ne koriste u leCenju AB, znacajan broj
bazi¢nih (fundamentalnih) istrazivanja ukazuje na njihovu mogucu primenu u tretmanu
ove bolesti. Do sada ispitivana jedinjenja poreklom iz morskih organizama (kao i
njihovi derivati) uglavnom su pokazali potencijal u inhibiciji enzima acetilholinesteraze
(AChE), poput seskviterpenskih acetata, plastohinona, farnezilacetona, derivata pirola i
bromotirozina.® S druge strane, alkaloid himenialdisin u stanju je da inhibira
fosforilaciju tau proteina, $to predstavlja jedan od mogucih nacina leCenja AB koji je jo$

uvek nedovoljno ispitan.®*

Jedna od najSire zastupljenih grupa organskih jedinjenja kod organizama
morskog dna su terpenoidni hinoni i hidrohinoni. Broj novootkrivenih struktura
pomenutog tipa konstantno raste. Hinoni i hidrohinoni morskog porekla privukli su
paznju naucnika zbog toga Sto pored svoje specificne i raznolike strukture, poseduju i
znaajnu bioloSku aktivnost, izmedu ostalog, antioksidativnu, citotoksi¢nu,
antibakterijsku, insekticidnu i anti-HIV.#® Eksperimentalno je ustanovljena visoka
antioksidativna aktivnost pojedinih hidrohinona poreklom iz morskih organizama.®*#
Morski sunderi posebno su bogat izvor datih supstanci. Pretpostavlja se da postoje ve¢
oko 700-800 miliona godina, i predstavljaju najrasprostranjeniji filum morskih
organizama, sa oko 15 000 vrsta.®® Sunderi se mogu podeliti u tri glavne klase: Calcarea
(imaju karbonatni skelet), Hexactinellideae (sazdani od silikatnih iglicastih niti) 1
Demospongiae (sazdani od iglicastih struktura proteinskog porekla). Oni su
najprimitivniji visecelijski organizmi bez organizovanih sistema tkiva i organa.
Predstavljaju deo faune morskog dna, i mogu se na¢i u svim delovima morskog sveta,
od plitkog priobalja do velikih dubina okeana.®” Zive u simbiozi sa razli¢itim
bakterijama, koja do danas nije detaljnije proucena. Hrane¢i se sistemom filtracije, oni
vare organsku materiju radi proizvodnje metabolicke energije. PoSto morski sunderi
poseduju Sirok spektar biosintetskih sposobnosti, oni predstavljaju vrlo zanimljiv izvor

molekula (ili modela za sintezu strukturnih analoga) sa potencijalnom primenom u

22



terapiji razli¢itih bolesti.® S obzirom na to da su nepokretni, bez fizickih moguénosti za
odbranu, sunderi su evoluirali tako da su iznaSli alternativne nacine za samoodbranu. "
Poznato je da ovi organizmi proizvode bioloski aktivna jedinjenja ¢ija je uloga, po svoj
prilici, zaStitna, tj. u odbrani od predatora.l’2 Razliciti faktori reguliSu proizvodnju
sekundarnih metabolita kod sundera — abioticki (temperatura, svetlost, salinitet vode,
zagadujuce materije) i bioticki (nacin rasta, prostorna kompeticija, predatori, bakterijski
simbionti). Zanimljivo je da je koncentracija sekundarnih metabolita najve¢a u
perifernim delovima sundera. Uprkos znacajnom broju hinona i hidrohinona poreklom

iz mora, od kojih mnogi pokazuju antiinflamatorna svojstva, mali je broj objavljenih

radova o njihovom potencijalnom terapeutskom efektu u leenju AB.#%°

Avarol predstavlja seskviterpenoidni hidrohinon izolovan iz morskog sundera
Dysidea avara (Schmidt, 1862) (slika 9), zajedno sa manjim koli¢inama njegovog
oksidovanog oblika, avarona.'?® Koli¢ina avarola izolovana iz pomenutog sundera
iznosi 18% njegove suve mase. Taksonomski, sunder Dysidea avara pripada filumu
Porifera, a u okviru njega klasi obi¢nih sundera (Demospongiae), te redu
Dyctioceratida, familiji Dysideidae. Ima telo ruziaste boje, mestimi¢no koncaste
strukture, i u stanju je da apsorbuje velike koli¢ine vode. Zivi u vodama Sredozemlja i
Atlantskog okeana, posebno u priobalju Brazila i saharske Afrike, na dubinama do 80
metara. Zanimljivo je da iz filuma Porifera potice ¢ak oko 50% svih prirodnih
proizvoda izolovanih iz morskih beski¢menjaka, a da je klasa Demospongiae najbogatiji
izvor sekundarnih metabolita. Avarol je uspesno izolovan i iz nekoliko drugih sundera

iste familije, ali ga najvide ima u sunderu Dysidea avara.*

Slika 9. Mediteranski sunder Dysidea avara fotografisan kod Starigrada (Republika
Hrvatska). Fotografiju ustupio Dalibor Andres, vlasnik autorskih prava.
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Hemijska reaktivnost i bioloska aktivnost avarola i avarona (slika 10) trenutno je
najvise izu¢avana u odnosu na ostale hinone i hidrohinone poreklom iz morskih
organizama, uprkos relativno malom broju dostupnih publikacija.”® Avarol i avaron
(kao 1 njihovi derivati) spadaju medu najznacajnije sekundarne metabolite morskih
organizama, zbog toga Sto poseduju Sirok spektar bioloske aktivnosti i nisku
toksi¢nost.®® Konkretno, avarol odlikuju brojna farmakologka svojstva, ukljudujuéi
antioksidativnu, antiinflamatornu, antipsorijaticnu, antitumorsku, antibakterijsku,
antimikrobnu i anti-HIV aktivnost.>*** Ovaj redoks par (avarol i avaron) ispoljava i
antimutageni efekat.>** Pored ostalih, isti¢e se znadajna anti-DPPH radikalska
aktivnost.” Avarol i avaron podlezu vremenski i pH-zavisnoj oksido-reduktivnoj
interkonverziji (redoks potencijal ovog para molekula iznosi -0.53 V), tako da se u
svakom posmatranom sistemu moze ocekivati prisustvo oba molekula u razli¢itom
odnosu, premda je avarol znatno stabilniji oblik.”® Avarol i avaron in vitro dovode do
inhibicije agregacije trombocita.”® Poznato je i da avarol poseduje anesteticki efekat i
nisku toksi¢nost.”” Eksperimentalno je ustanovljeno da se in vitro avarol vezuje za
molekule DNK i modifikuje nukleinske baze.”® Takode, otkriveno je i da avaron i

njegovi metilamino derivati dovode do oste¢enja DNK.*

A B

HO. 0

OH 0

Slika 10. Struktura avarola (A) i njegovog oksidovanog oblika, avarona (B).

Pretpostavlja se da je hidrohinonski segment avarola i avarona odgovoran za
njihovu biolosku aktivnost, dok ostatak molekula u ovim procesima igra marginalnu
ulogu.™® Ova pretpostavka izvedena je na osnovu istrazivanja kojima je ustanovljeno da
pri reakcijama izmedu avarola s jedne, 1 proteina i nukleinskih kiselina s druge strane,

dolazi do nukleofilne adicije pomenutih vrsta na hidrohinonsko jezgro. Pri ovim
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reakcijama moguée je umrezavanje proteina i nukleinskih kiselina, ali i stvaranje

. . . . . 100
monoadukata. Ovakvi mehanizmi eksperimentalno su potvrdeni.

Avarol, avaron i njihovi derivati pokazuju specificnu aktivnost za celije
leukemije, Cak za red veliine vecu nego prema bilo kojim drugim tumorskim ¢elijama,
a ujedno i veéu od njemu srodnih prirodnih molekula.*™*% Ovo je potvrdeno kako u in
vitro, tako i u in vivo eksperimentima, $to pomenuta jedinjenja ¢ini pogodnim vode¢im
strukturama za razvoj novih lekova u tretmanu leukemije. Pretpostavljeni mehanizam
antitumorske aktivnosti uklju€uje sposobnost redoks para hinon/hidrohinon da
reverzibilno formira intermedijerne radikale koji ¢elijske komponente oSte¢uju direktno
ili indirektno, formiranjem toksi¢nih kiseoni¢nih radikala. Eksperimentalno je,
medutim, utvrdeno da avarol ne dovodi do smrti zdravih éelija.78 Novijim istrazivanjem
ustanovljeno je da ovo jedinjenje selektivno indukuje i smrt tumorskih ¢elija

pankreasa.'®

In vitro eksperimentima potvrdeno je svojstvo avarola i avarona da uspes$no
inhibiraju replikaciju HIV virusa. Uporedo su testirani i razliiti derivati avarona, ali
nisu pokazali vecu aktivnost od avarola 1 avarona. Pretpostavlja se da je za inhibiciju
aktivnosti HIV-1 reverzne transkriptaze potrebno prisustvo hidroksilne grupe na
hidrohinonskom segmentu molekula. Ipak, ova dva jedinjenja nisu se pokazala klinicki
primenljivim kod pacijenata obolelih od AIDS-a.> Verovatni mehanizam dejstva avarola
ne odnosi se na inhibiciju transkriptaze, ve¢ na inhibiciju njene biosinteze, koja
zapocinje neposredno nakon infekcije HIV-1 virusom. S druge strane, vecina jedinjenja
pokazala je sposobnost inhibicije multiplikacije polio virusa (koji je takode RNK

virus).’®1%

Pojedini  tio derivati avarola imaju sposobnost inhibicije enzima
acetilholinesteraze.'® Abnormalna aktivnost ovog enzima jedan je od faktora koji
doprinose razvoju senilne demencije i AB.? Za razliku od avarola i avarona, izvesni 3' i
4' tio derivati avarola umereno su inhibirali dati enzim. Poredenja radi, alkaloid
galantamin, jedan od tri terapeutika koji se koriste u klinickom tretmanu AB, inhibira
AChE pri 0.01 pg. Generalno posmatrano, alkaloidi jesu dobri inhibitori datog enzima;
medutim, istovremeno ispoljavaju niz sporednih (neZeljenih) efekata, Sto ih ne Cini

idealnim lekovima u tretmanu AB. Zapravo, do sada koriS¢ena jedinjenja sa
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holinergi¢kim dejstvom efikasna su jedino na nivou otklanjanja simptoma AB, uz
ograni¢eno dejstvo na progresiju bolesti. Shodno tome, danas ne postoje efikasni
terapeutici sposobni da sprece ili uspore razvoj AB. Upravo u pomenutoj ¢injenici lezi
mogucnost primene semi-sintetickih tio 1 amino derivata avarola i avarona u lecenju
pomenute bolesti, po§to avarol ne spada u grupu alkaloida, ve¢ terpenoida.’®%” Osim
toga, studija na mozgu pacova u uslovima in vivo ukazala je da avarol nije
neurotoksi¢an.’® Od izuzetne vaznosti je i podatak da ovaj Seskviterpenoidni
hidrohinon moze da prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru, s obzirom da je ba$ ta
barijera Gesta prepreka u razvoju novih efikasnih lekova za tretman AB.'* Do danas, u
literaturi ne postoji dovoljno podataka o tome da li avarol i njegovi derivati imaju
uticaja na agregaciju amiloid B proteina i strukturnih promena tau proteina, klju¢nih
procesa pri razvoju ove bolesti, pa bi nova istrazivanja u tom smeru mogla biti od
farmakoloskog znacaja.’ Pojedini tio-derivati avarola poseduju i antipsorijati¢no

dejstvo. 109110

Inhibitorska aktivnost avarola 1 avarona, zajedno sa jo$ devet njihovih derivata,
ispitivana je za reakcije u kojima ugestvuju enzimi (citohromi P450).*! Ustanovljeno je
da avarol i avaron najbolje inhibiraju enzimske aktivnosti pomenutih citohroma, inace
odgovornih za oksidaciju steroida, masnih kiselina i ksenobiotika. Sem toga, poznato je

i da avarol inhibira aktivnost Cu, Zn-SOD, koja ucestvuje u razvoju ALS.**?

Avarol je potencijalni antimitotski agens, poSto je ustanovljeno da inhibira
tubulin, molekul odgovoran za polimerizaciju/depolimerizaciju ¢elijskih mikrotubula,
potrebnu za formiranje deobnog vretena. SpreCavanje ovog procesa je znacajno za
uspesnost hemoterapije kod razli¢itih oblika kancera. Avarol snazno in vitro inhibira
polimerizaciju tubulina od kog su sazdane mikrotubule mozdanih celija. Ova pojava
potvrdena je viskozimetrijskim analizama i elektronskom mikroskopijom. Ustanovljeno

je 1 da avarol deluje citostati¢ki tako $to inhibira mitozu ¢elija limfoma in vitro™* 5 jin

vivo aktivnije nego citostatik bleomicin koji ima klini¢ku primenu.”®

Otkriveno je i da avarol poseduje znaCajnu citotoksicnu aktivnost prema
humanom karcinomu plazma celija (Kalerova bolest). Ove c¢elije u normalnim
fizioloSkim uslovima imaju ulogu u proizvodnji antitela. Karcinom plazma ¢elija ogleda

se u agregaciji abnormalnih ¢elija ovog tipa u kostanoj srzi. U takvim uslovima, dolazi
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do smanjenja proizvodnje normalnih krvnih zrnaca. U in vitro uslovima, avarol se
pokazao citotoksi¢nim prema pomenutim ¢éelijama sa ICsp = 3.16 uM, $to je poredbeno

sa rokaglamidom upotrebljenim kao kontrolna proba (ICso = 3.94 uM).*®

Usled niske citotoksi¢nosti i antioksidativne sposobnosti, avarol i avaron su i
potencijalni UV-B fotoprotektivni agensi. Preparati razli¢itog sastava, sa visokim
sadrzajem avarola, koriste se u prevenciji psorijaze, dermatitisa i raka koze. Sem toga,
njihova primena isprobava se 1 kod tumora gastrointestinalnog i urinarnog trakta, ¢ak i
virusnih infekcija. Antitumorsko dejstvo avarola i avarona ispoljava se posredstvom
reaktivnih kiseoni¢nih radikala, ali i putem arilovanja pojedinih biomolekula ukljucenih
u proces razvoja tumora.*'” Pojedini tiosalicilni derivati avarola pokazali su se kao

snazni inhibitori nastanka superoksidnog radikala u humanim neutrofilima.

Citostaticka aktivnost avarola i avarona, niska toksi¢nost potvrdena u
eksperimentima sa miSevima, sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru i
stimulacije sinteze interferona, ¢ine ova jedinjenja pogodnim za dalje sinteticke

transformacije, u cilju pobolj$anja njihovog dejstva.*’

Istrazivanjem koje se odnosilo na antiradikalsku aktivnost metanolnih ekstrakata
razli¢itih vrsta sundera sa podrucja Mediterana ustanovljeno je da ekstrakt sundera
Dysidea avara deluje antiradikalski prema NO radikalu. Sem toga, ovaj ekstrakt ispoljio
je najsnaznije dejstvo prema DPPH i superoksidnom radikalu. Ovakav rezultat je
posebno zanimljiv zbog toga Sto je poznato da kada superoksidni radikal reaguje sa NO
radikalom, kao proizvod nastaje znatno reaktivnije i oksidativnije jedinjenje,
peroksinitritni  jon (ONOO ), koji dovodi do fragmentacije DNK i lipidne
peroksidacije.’®”” Sem toga, ustanovljeno je da su uzorci istog sundera prikupljeni sa
razlicitih lokaliteta pokazali razli¢itu antiradikalsku aktivnost. To ukazuje na postojanje
uticaja Zivotnog okruZenja na hemijski sastav strukture koja €ini sunder, i proizvodnju
njegovih metabolita. Pored toga, na razli¢itu antiradikalsku aktivnost mozda su uticali i
mikroorganizmi koji Zive na sunderima, ili karakteristike vode u njthovom okruZenju

(temperatura, pH vrednost, salinitet i drugo).®

Iz uzoraka sundera Dysidea avara prikupljenih sa razli¢itih lokaliteta
(Solomonska ostrva, Japan i drugi), pored avarola izolovani su i njegovi strukturni

analozi. Sem toga, iz razli¢itih sundera koji pripadaju istoj familiji, izolovana su
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jedinjenja Ciji je biosintetski prekursor avarol. Vecina ovih jedinjenja podvrgnuta je
razli¢itim analizama u cilju ispitivanja njihove citotoksicnosti i bioloske aktivnosti.
Pojedina jedinjenja poput diacetilavarola i melemeleona B pokazala su citotoksi¢nost i

inhibitorska svojstva koja po intenzitetu odgovaraju vrednostima dobijenim za avarol.®

Avarol, avaron i njihovi derivati ispoljavaju antigljivicno i antibakterijsko
dejstvo prema razli¢itim sojevima Gram-pozitivnih bakterija.*** *** Posebno se istice
antibakterijsko dejstvo avarola na Streptococcus pneumoniae, Erysipelotrix

rhusiopathiae i Salmonella typhimurium.

Lizozim je enzim Koji se koristi u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, a
poznato je da u obliku dimera ispoljava antiviralna i antiinflamatorna svojstva.
Modifikacijom ovog enzima pomocu avarona dobijaju se biokonjugati Ccija
antibakterijska dejstva su snaznija u odnosu na dejstva lizozima i avarona

poj edina¢no.'??

Sa aspekta razvoja novih lekova protiv AB, potrebno je istaci i nedavnu in vitro
proveru antimikrobne aktivnosti avarola na odredene sojeve streptokoka i1 kandida.
Naime, poznato je da su bakterije i gljivice u dentalnim naslagama uklju¢ene u razvoj
periodontalne bolesti — stanja koje dovodi do zapaljenskih procesa i oSteCenja desni i
struktura koje daju potporu zubima. Ovi procesi mogu se iz usne duplje preneti na
krvotok, a odatle Sirom organizma, izmedu ostalog i do mozdanog tkiva. S druge strane,
u sprovedenim istraZivanjima ustanovljeno je prisustvo bakterija i gljivica u mozgu
pacijenata obolelih od AB. SnaZzno dejstvo avarola na testirane sojeve streptokoka i

kandide dodatno potkrepljuje terapeutski potencijal hemije avarola u terapiji AB.'?®

Na osnovu podataka u literaturi moze se zakljuciti da bi avarol mogao da
inspiriSe novu ili unapredi postojecu terapiju AB koja bi, pre svega, bila zasnovana na

njegovoj antiradikalskoj aktivnosti.

Pomalo neocekivana primena avarola i njegovih derivata izu€avana je za potrebe
brodograditeljske industrije. Naime, poznato je da kada se bilo koji objekat postavi u
morsku vodu, na njegovoj povrsini dolazi do akumulacije organske materije rastvorene
u vodi, a potom i do kolonizacije takve povrSine bakterijama i jednocelijskim

organizmima. Ovakav mikrobni film postepeno dovodi do naseljavanja drugih morskih
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organizama poput algi, briozoa i Skoljki. Njihovo prisustvo dovodi do oSteéenja
povrsinske zasStite i ubrzanog propadanja materijala. Dosadasnji biocidni agensi koji se
koriste za izradu zaStitnih premaza pokazali su se Stetnim sa ekoloskog stanovista.
Uoceno je da su morski sunderi relativno nenaseljeni ovakvim organizmima, verovatno
usled proizvodnje metabolita koji sprecavaju njihov razvoj. Iz tog razloga, ovakvi
molekuli mogli bi biti upotrebljeni za zastitu struktura koje se nalaze pod vodom. Od
posebnog su znacaja molekuli koji su slabo rastvorni u vodi, zbog produzene bioloske
aktivnosti premaza u koje bi bili dodati. Avarol i njegovi derivati su upravo zbog toga
idealni kandidati za izradu zastitnih premaza. Avarol je pokazao znaCajnu aktivnost
protiv odredenih sojeva bakterija, algi, ali i umerenu toksi¢nost prema larvama
rakova.'**'?® Pojedini derivati avarola pokazali su jednak nivo aktivnosti, bez
toksi¢nosti prema pomenutim larvama, pa predstavljaju jedinjenja pogodna za zastitu

materijala u brodogradnji.*?®

Kritiéni problem pri razvoju novih terapeutika na bazi morskih proizvoda jeste
iznalazenje nafina za adekvatno snabdevanje ovim prirodnim molekulima, uz
istovremeno ocuvanje stanista organizama iz kojih se dobijaju, kao i1 brojnosti jedinki.
Koncentracije mnogih bioloSki aktivnih jedinjenja u organizmima morskih
beski¢menjaka su neretko veoma niske. Primera radi, iz jedne tone sundera
Lissodendoryx sp. moze se dobiti svega 300 mg smeSe dva molekula sa snaznim
citostatickim dej stvom.'?’ Zbog toga, prikupljanje velikih koli¢ina biomase iz mora radi
dobijanja ovakvih jedinjenja moZze potencijalno dovesti i do izumiranja pojedinih vrsta.
Mogucéa resenja ovog problema ogledaju se u dobijanju molekula sintetiCkim putem, ili
uzgoju organizama koji ih proizvode u kontrolisanim uslovima, bilo u laboratoriji ili u
posebnim uzgajaliStima u moru. Premda je avarol moguce sintetisati u laboratorijskim
uslovima, pokazalo se da je postojeci postupak za njegovu sintezu slozen. Prvi put,
avarol je laboratorijski sintetisan pre oko tri decenije, u formi racemske smese. U
narednom periodu pokusani su razli¢iti postupci njegove sinteze, ali je problem uvek
bio veliki broj koraka i nizak prinos avarola. Do sada je razvijena visokoefikasna totalna
sinteza ovog molekula polazeéi od (+)-5-metil-Wieland-Miescher ketona. Sinteza se
vrsi u 16 koraka, a prinos avarola iznosi 84%.'® Ipak, postavlja se pitanje ekonomske
isplativosti ovakvih postupaka nad ekstrakcijom avarola iz prirodnih izvora. Jo§ uvek

nema ni dostupnih informacija o tome da li je moguce uzgajati morski sunder Dysidea
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avara u cilju dobijanja avarola prirodnim putem. Trenutno, ovaj sunder se ne nalazi na

listi ugrozenih vrsta.

Za sada, postoji jedan alternativni nacin za in vitro dobijanje avarola, koji ujedno
predstavlja i potvrdu pretpostavke da avarol sintetiSe sunder Dysidea avara, a ne

mikroorganizmi koji Zive na njemu.'?®

Postupak je razvijen po analogiji sa postojecim
procedurama za uzgoj bakterija i gljivica. Kada se izolovane (pojedinacne) ¢elije ovog
sundera prenesu u sud sa morskom vodom obogacenom jonima kalcijuma i
magnezijuma, nakon dva do tri dana one spontano formiraju okruglaste agregate nalik
tkivu (nazvane primorfi), u kojima dolazi do sinteze DNK i proliferacije. Nakon duze
inkubacije, ovi agregati formiraju mrezaste strukture koje prekrivaju dno posude za
inkubaciju ili slobodno plutaju po povrsini. Iz takvih struktura nije izolovan bakterijski
RNK materijal, pa se sa sigurno$¢u moze reci da je avarol isklju¢ivo metabolit sundera.
Prinos avarola na ovaj nacin iznosi 1.4 pug na svakih 100 ug pomenutih agregata, $to je
poredbeno sa koli¢inom avarola koju Dysidea avara proizvodi u prirodnom okruZzenju
(1.8 pg/100 pg). Ustanovljeno je da pojedinacne Celije sundera nemaju sposobnost
sinteze avarola. Tek kada formiraju agregate, ispoljava se njihova telomerazna aktivnost
(zapocinje sinteza molekula DNK). Pomenuti postupak potencijalno se moze primeniti

za komercijalnu proizvodnju avarola.**®

Uprkos svim potencijalno korisnim bioloSkim aktivnostima avarola, njegova
primenljivost u terapeutske svrhe mozda se mora posmatrati sa izvesnom rezervom.
Zbog svoje strukture, avarol potencijalno spada u grupu jedinjenja sklonih davanju

130 |spitivanjem povezanosti

laznih pozitivnih rezultata pri razli¢itim analizama.
strukture i aktivnosti razli¢itih jedinjenja, ustanovljeno je da ona koja sadrze kateholnu i
hinonsku grupu imaju sklonost ka neselektivnoj redoks reaktivnosti, heliranju jona
metala i interakciji sa nukleofilnim grupama prisutnim u bo¢nim lancima proteina.
Cesto je nepoznat pravi mehanizam reakcija ovih jedinjenja, a veliki broj njih u praksi
ne uspeva da pokaze teorijski predvidenu aktivnost. Ipak, vazno je napomenuti da se
medu jedinjenjima koja daju laZzne pozitivne rezultate pri razli¢itim analizama nalaze
mahom hinoni, ali ne i hidrohinoni. Osim toga, poznato je i da jedinjenja koja se
strukturno uklapaju u ovu grupu ipak vrlo efikasno interaguju sa bioloskim metama, i

uveliko se koriste kao lekovi. Takode, iako avarol sadrzi terpenoidnu grupu za koju se
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smatra da nije nosilac bioloSke aktivnosti, to ne znaci da nije modulator iste. Ovo je

posebno zanimljivo ako se zna da je hidrohinon toksi¢an, kancerogen i mutagen. "%

2.4. Rac¢unarske metode

2.4.1. Osnove teorijske hemije

Teorijska hemija bavi se prou¢avanjem strukture i dinamike hemijskih sistema i
predvidanjem njihovih termodinamickih 1 kineti¢kih svojstava primenom kvantne,
klasi¢ne 1 statisticke mehanike. Onda kada su matematicke metode dovoljno razvijene
da se na proucavanje hemijskih procesa mogu primeniti putem rafunara, teorijska
hemija postaje raCunarska hemija (nazvana joS i molekulsko modelovanje)lgg.
Molekulsko modelovanje zasniva se na primeni zakona fizike, hemije, kao i
kompjuterske tehnologije za proucavanje molekula i struktura koje oni grade.
Molekulskim modelovanjem mogu se dobiti informacije o geometriji molekula, energiji
molekula i prelaznih stanja, reaktivnosti, izgledu UV-Vis, IC, NMR i EPR spektara
posmatranih molekula, nainu interakcije supstrata i enzima, fizickim svojstvima
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supstanci 1 drugim znaCajnim parametrima. Modeli u matematiCkom smislu

predstavljaju pojednostavljeni, idealizovani opis datog sistema, u cilju lakSeg
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izraCunavanja i predvidanja njegovih svojstava.”™ Razli¢iti modeli koriste razliCite

aproksimacije. Modele mozemo podeliti u dve grupe: klasi¢ne i kvantno-hemijske.

Klasi¢ni modeli su oni kod kojih se za modelovanje molekulskih sistema koriste
principi Njutnovske mehanike. Kod ovih modela, molekuli su aproksimirani kao skup
lopti povezanih oprugama. Takav pristup naziva se molekulska mehanika.
Aproksimacije primenjene kod molekulsko-mehanickih modela ¢ine proracune brzim,

ali nedovoljno dobro opisuju procese poput formiranja i raskidanja hemijskih veza.***

Kvantno-hemijski modeli zasnivaju se na odredivanju energije i drugih svojstava

o . c e ey . . & . . v.  136.
molekula re§avanjem nerelativisti¢ne, vremenski nezavisne Sredingerove jednacine™®:

HY=E¥ (1)

gde je A hamiltonijan sistema, odnosno operator ukupne energije, ¥ talasna funkcija

sistema, a E ukupna energija sistema.
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Hamiltonijan za sistem koji se sastoji od N elektrona i M jezgara moze se

zapisati u slede¢em obliku™*®:

N M N M )
ZA Z W 1 ZZZAG 1 ZZ ZEZAZBe
2me £ e 2m Aa- 4re i £ Tip 4re < rij  4mey Rap

gde je T, operator kineti¢ke energije svih elektrona, 7, operator kineti¢ke energije svih
jezgara, 7., Kulonova sila privladenja elektrona i jezgara, V.. interelektronsko
odbijanje, 7,,, internuklearno odbijanje. ;5 predstavlja rastojanje izmedu i-tog elektrona
I A-tog jezgra, r;; predstavlja rastojanje i-tog i j-tog elektrona, R, predstavlja rastojanje
izmedu A-tog i B-tog jezgra, m, i m, predstavljaju mase elektrona i jezgra, a Z, i Zg su

atomski brojevi posmatranih jezgara.

Resavanjem Sredingerove jednadine za odredeni molekul, moguée je dobiti
podatke o energiji i talasnoj funkciji koja opisuje taj molekul. Na osnovu talasne
funkcije moguce je izraCunati raspodelu elektronske gustine, odakle je mogucée saznati
mnoge korisne informacije, poput polarnosti datog molekula i lokaciji mesta na kojima
moze do¢i do interakcije sa nukleofilnim ili elektrofilnim hemijskim vrstama. Ipak,
nalaZenje egzaktnog resenja Sredingerove jednacine za hemijski sistem koji ima vise od

. . . 137,138
jednog elektrona nije moguce.

Da bi se ovo prevaziSlo, koriste se odredene
aproksimacije. U zavisnosti od vrste i nivoa upotrebljenih aproksimacija, postoje tri
grupe metoda koje se koriste za reSavanje Sredingerove jednadine: ab initio,
semiempirijske 1 metode zasnovane na teoriji funkcionala gustine (eng. density

functional theory, DFT).**®

Ab initio (lat. od pocetka, u prenesenom znacenju ,,0d prvih principa”) metode
zasnivaju se na refavanju Sredingerove jednadine uz primenu, mozda najvaznije, Born-
Openhajmerove  (Born-Oppenheimer)  aproksimacije.”®®  Born-Openhajmerova
aproksimacija se odnosi na to da se zbog znatno vece mase atomskih jezgara u odnosu
na elektrone, ona krecu sporije, pa se moze smatrati da se elektroni krecu u polju
jezgara koja su trenutno fiksirana u odredenim polozajima.**® Time se proraduni

pojednostavljuju i ubrzavaju. Najjednostavnija ab initio metoda je Hartri-Fokova
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(Hartree-Fock) metoda. Njen nedostatak ogleda se u tome §to se umesto direktne
interakcije izmedu elektrona posmatra kretanje svakog elektrona u usrednjenom polju
ostalih elektrona.’®’ 1z tog razloga, razvijene su metode koje ove interakcije uzimaju u
obzir (post-Hartri-Fokove metode). Ab initio metode relativno su ,,skupe” (spore,
zahtevaju viSe raCunarskih resursa), ali i znatno preciznije od semiempirijskih

metoda.!*®

Semiempirijske metode se, kao i ab initio metode, zasnivaju na reSavanju

® Medutim, semiempirijske metode koriste veéi broj

Sredingerove jednacine.™®
aproksimacija. Izmedu ostalog, racunanje pojedinih vrlo slozenih integrala izbegnuto je
uvodenjem parametara koji su odredeni uporedivanjem odabranih izra¢unatih svojstava

sa eksperimentalnim (empirijskim) vrednostima.'*®

Te vrednosti najceSée su
termohemijske i spektroskopske prirode. Ovaj postupak se naziva parametrizacija. Na
taj nacin, postize se da su semiempirijski proracuni ,,jeftiniji”” od ab initio, ali jo§ uvek
,skuplji” od molekulsko-mehanickih.™*® Nedostatak semiempirijskih metoda je u
njihovoj otezanoj primenljivosti kod novih sistema, koji prethodno nisu

parametrizovani.

Odabir odgovaraju¢e metode za proucavanje hemijskih vrsta zavisi u mnogome
od njihove prirode, Zeljenog nivoa aproksimacija i brzine proracuna, kao i potrebnog
kvaliteta dobijenih rezultata."*® Ab initio i, brze, DET metode korisne su za prou¢avanje
potpuno novih sistema, ukoliko oni nisu previse veliki. Semiempirijske metode, koje su
brze od DFT, mogu se primeniti 1 na vece sisteme.**” Molekulska