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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
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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
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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

28



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 mehanika moZe se
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upotrebiti za proucavanje znatno slozenijih sistema. Medutim, ona ne daje

informacije o elektronskim svojstvima.
Zbog znacaja DFT metoda za izradu ove teze, one ¢e biti detaljnije opisane.
2.4.2. Teorija funkcionala gustine

Teorija funkcionala gustine (DFT) se, kao i ab initio i semiempirijske metode,
zasniva na resavanju Sredingerove jednacdine. Medutim, za razliku od metoda navedenih
u prethodnom poglavlju pomocu kojih se konstruiSe 1 analizira talasna funkcija, pomocu

teorije funkcionala gustine se analizira elektronska gustina sistema.***
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DFT se, izmedu ostalog, zasniva na Hoenberg-Konovoj (Hohenberg-Kohn)

teoremi.*#?

Prema njoj, elektronska energija osnovnog stanja viseelektronskih sistema u
potpunosti je odredena elektronskom gustinom. Drugim re€ima, talasna funkcija, koja je
za sistem od N elektrona funkcija 4N koordinata (3N prostornih i N spinskih), moze se
zameniti elektronskom gustinom, koja je funkcija samo tri prostorne koordinate,

p0(><,y,z).143’144 Na osnovu elektronske gustine se izraCunavaju ostala svojstva atoma i

molekula. Za datu funkciju p (x,y,z) moguce je izraCunati bilo koje svojstvo osnovnog

stanja, poput energije (Ey):**

p() (X,y,Z)—> EO (3)

Iz ovog izraza vidi se da je E, funkcional p,(x,y,z). Funkcional je obrazac putem

kog se neka funkcija transformise u broj. Prema prvoj Hoenberg-Konovoj teoremi, bilo
koje svojstvo molekula u osnovnom stanju je funkcional elektronske gustine u

142

osnovnom stanju.”"* Medutim, iako prema teoremi funkcional postoji, ona ne objas$njava

kog je on oblika.**

Prema drugoj Hoenberg-Konovoj teoremi, bilo koja navedena funkcija
elektronske gustine dace vrednost energije koja je veca ili jednaka pravoj vrednosti

energije sistema u osnovnom stanju.*?

Medutim, ta vrednost bi bila jednaka stvarnoj
vrednosti jedino u slucaju da je poznat egzaktan oblik funkcionala elektronske gustine.
Upravo nepostojanje egzaktnog oblika funkcionala dovelo je do razvoja razliitih
metoda kojima se on aproksimira. Do sada razvijeni funkcionali su zasnovani na
aproksimaciji lokalne elektronske gustine (LDA), lokalne gustine elektrona i spina
elektrona (LSDA), lokalne gustine elektrona i njenog izvoda (GDA), lokalne gustine

elektrona, njenog izvoda i Laplasijana (meta-GGA), a postoje i hibridni funkcionali.***

DFT proracuni su brzi od ab initio, ali uglavnom sporiji od semiempirijskih.**®

DFT metode su relativno novijeg datuma. Najraniju primenu imale su 1980-ih, dok su

ab initio i semiempirijske metode razvijane jo§ 1960-ih godina.
2.4.3. Bazisni skupovi

Postulat na kome pociva linearna kombinacija atomskih orbitala (linear
combination of atomic orbitals, LCAO) jeste da se molekulske orbitale mogu formirati

kombinovanjem jednostavnijih funkcija (atomskih orbitala)*****. Ove funkcije nazivaju
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se bazisne funkcije, i formiraju bazisni skup. LCAO se za sluc¢aj dve atomske orbitale

y c oo 133,
moze zapisati kao™:

W:cl¢1+02¢2 (4)

gde je y talasna funkcija koja opisuje molekulsku orbitalu, ¢,i ¢,su bazisne funkcije, a

c; 1 ¢, su koeficijenti ¢ijim prilagodavanjem se dobija Sto bolja . Bazisne funkcije su
centrirane na atomskim jezgrima (mada ne nuzno), i opisuju raspodelu elektrona oko
jezgara, pa je njihovim kombinovanjem mogucée opisati raspodelu elektrona u okviru
celog molekula. Kao bazisne funkcije se najceS¢e koriste Slejterove i Gausove
funkcije.**® Orbitale nastale linearnom kombinacijom Gausovih funkcija nazivaju se
kontrahovane orbitale. One su uvedene u cilju boljeg aproksimiranja izgleda realne
talasne funkcije. Po ovim funkcijama je programski paket Gaussian dobio naziv.*’
Funkcije od kojih se kontrahovane Gausove orbitale sastoje nazivaju se primitivne

funkcije.

Bazisni skup sastavljen od minimalnog broja orbitala potrebnih da se opiSu svi

elektroni u atomu naziva se minimalni bazisni skup.**®

Medutim, posto pri obrazovanju
molekula dolazi do promene oblika i veli¢ine orbitala, minimalni bazisni skup ne moze
adekvatno opisati molekule, jer je definisan za izolovane atome. U cilju prevazilazenja
ovog problema, koristi se kontrahovana orbitala koja sadrzi vise funkcija razlicite
veli¢ine. Takvi bazisni skupovi nazivaju se dvostruki, trostruki i Cetvorostruki zeta

bazisni skupovi. Kod njih svaka kontrahovana orbitala predstavlja kombinaciju dve, tri

odnosno &etiri primitivne funkcije.**°

Sto je veéi bazisni skup upotrebljen, to je talasna funkcija fleksibilnija, a time i
rezultati ta¢niji — do odredene granice. Upotrebom bazisnog skupa odgovarajuce
veli¢ine, dobijaju se najkvalitetniji mogucéi rezultati za posmatranu metodu.*® Nakon
toga, svako dodatno povecanje bazisnog skupa nec¢e imati daljeg uticaja na kvalitet

rezultata.

Znaju¢i da pri formiranju molekula do najizrazenijih promena dolazi kod
orbitala koje opisuju valentne elektrone, dok one orbitale koje opisuju unutrasnje
elektrone imaju isti oblik koji bi imale kod izolovanih atoma, razvijen je bazisni skup

podeljene valentnosti (split-valence basis set).*® Kod ovog bazisnog skupa, unutrasnji
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elektroni prikazuju se pomocu jedne, a valentni elektroni pomocu vise kontrahovanih
funkcija. Ovi bazisni skupovi nazivaju se Poplovi, po Dzonu Poplu (John Pople), koji je

zapo&eo njihov razvoj.**’

Polarizacione funkcije predstavljaju funkcije sa ve¢im kvantnim brojem od onog
koji odgovara valentnim elektronima, &ime se menja oblik orbitala.*’ Difuzne funkcije
omogucuju promenu veli¢ine orbitala i one su neophodne za precizno opisivanje anjona
i slabih veza (poput vodoni¢ne veze). Kod Poplovih bazisnih skupova, difuzne bazisne
funkcije definisu se sa ,,+” (kada se set difuznih s i p orbitala dodaje svim atomima
izuzev atomima vodonika), odnosno ,,++” (kada se uz prethodni slu¢aj dodaju jos i

difuzne s funkcije atomima vodonika).***%

2.4.4. Solvatacioni modeli

Procena uticaja okoline, poput rastvaraca, na sistem od interesa je vazan aspekt
racunarske hemije. Odvijanje hemijskih reakcija u kojima se javljaju naelektrisani
intermedijeri zavisi od prisutnog rastvarada.™™ Modeli kojima se uzima u obzir
prisustvo rastvarata mogu se podeliti na dva tipa: eksplicitne — one Koji rastvara¢
opisuju na nivou individualnih molekula, i implicitne — one koji ga tretiraju kao
kontinuum. Moguce su i1 kombinacije ovih metoda, tako da se u prvoj (eventualno i
drugoj) solvatacionoj ljusci molekuli rastvaraca tretiraju individualno, a iza toga kao

kontinuum.**

Kod eksplicitnih solvatacionih modela, slobodna energija solvatacije ra¢una se
simuliranjem interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance. Ovi modeli su
obi¢no racunarski zahtevniji od implicitnih modela, ali pruzaju vise detalja i precizniji

Su.

Modeli kontinuuma posmatraju rastvara¢ kao uniformni polarizabilni medijum

sa dielektricnom konstantom &, pri ¢emu je rastvorena supstanca (jedan ili nekoliko

molekula) postavljen u Supljinu pogodnog oblika i veli¢ine u takvom medijumu.m’153
Kod ovih modela, slobodna energija solvatacije (AG,,,) opisana je izrazom™®:
AGsolv: AGcav+ AGdisp—i_ AGelec (5)
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gde je AG,,, energija potrebna za formiranje Supljine u koju se smesSta rastvorena
supstanca, AGyi, energija Van der Valsove interakcije izmedu rastvaraca i rastvorene
supstance, a AG,. elektrostaticka komponenta, posto polarizacija izmedu rastvaraca i

rastvorene supstance indukuje redistribuciju naelektrisanja.

Supljina u koju se smesta rastvorak u najjednostavnijim sluéajevima moze imati
oblik sfere ili elipsoida, ali moze imati i oblik koji odgovara obliku molekula rastvorene
supstance. lako ovakav pristup bolje opisuje pravo stanje sistema, znatno je skuplji za

proracune.

Jedan od nedostataka modela kontinuuma na koji je potrebno racunati, pri
pravljenju kompromisa izmedu kvaliteta rezultata i zahtevnosti proracuna, jeste to da
nisu u mogucénosti da opiSu intermolekulske interakcije kratkog dometa, kao Sto su
vodoni¢ne veze. Ovaj nedostatak prevazilazi se najcesce eksplicitnim dodavanjem

W . . . . . 1 4
molekula rastvaraca, posebno pri modelovanju jonskih sistema. >

2.4.5. Kvantna teorija atoma u molekulima (QTAIM)

Godine 1939. objavljeno je delo Lajnusa Polinga (Linus Pauling) ,,Priroda
hemijske veze”, u kom su opisani razligiti koncepti interakcije izmedu atoma.™ Ovo
delo unelo je revoluciju u izucavanje nafina na koji se atomi udruzuju formirajuéi
molekule. Danas se koriste razli¢iti algoritmi za opisivanje Citavog niza razlicitih
parametara koji se ticu strukture molekula. Jedan od ovakvih, revolucionarnih pristupa u
izucavanju strukture molekula primenom kvantne mehanike razvijen je od strane
Ricarda Badera (Richard Bader) i njegovih saradnika, pod nazivom kvantna teorija
atoma u molekulima (Quantum Theory of Atoms in Molecules, QTAIM).*® Bader je
tokom razvoja QTAIM inicijalna istrazivanja vr§io primenom ab initio metoda, posto
DFT metode tada nisu bile dovoljno razvijene.®” Danas se za potrebe QTAIM analiza
najces¢e koriste DFT metode, zbog toga Sto su ovakva izraCunavanja jeftinija, a u

pojedinim sluGajevima kvalitetnije (realnije) opisuju posmatrane sisteme.**

DFT i QTAIM dele istu osnovu — obe se zasnivaju na elektronskoj gustini. Za
razliku od talasne funkcije, koja je za sistem od N elektrona funkcija 4N koordinata,

elektronska gustina je jednostavnija za rukovanje, s obzirom da je ona funkcija samo tri
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prostorne koordinate.'*’ Sem toga, elektronska gustina je parametar koji je moguée

eksperimentalno odrediti na osnovu spektroskopske analize X-zracima.**"**°

QTAIM pruza precizan matematicki opis znacajnih hemijskih pojmova poput
hemijske veze i strukture molekula. Ujedno, pomoéu QTAIM mogu se odrediti i
razli¢ita svojstva svakog pojedina¢nog atoma u molekulu (naelektrisanje, zapremina,
dipolni momenat i drugo). Vazno je ista¢i da QTAIM ima primenu u razli¢itim

oblastima, od fizike ¢vrstog stanja do biohemije i razvoja lekova.*®

Elektronska gustina je kontinualna nenegativna funkcija koju je moguce
definisati u svakoj tacki prostora, i predstavlja verovatnocu nalaZenja elektrona u
posmatranoj tac¢ki. Analizom raspodele elektronske gustine, trodimenzioni prostor koji
neki molekul zauzima moguce je podeliti na zone u kojima se javljaju lokalni
maksimumi, koji odgovaraju polozaju atomskih jezgara. Te zone nazivaju se atomski
baseni, Q."1% Granice atomskih basena odredene su nultom vredno$éu fluksa

gradijenta elektronske gustine, odnosno uslovom:

Vo(r)-n(r)=0 (6)

koji vazi za sve tacke povrsi, gde je Vp(r) gradijent elektronske gustine, a n(r) jedini¢ni
vektor normalan na povrs. Jedini izuzetak je linija koja spaja dva maksimuma

elektronske gustine, a koja se naziva linija veze.'®"'%

Izra¢unavanjem prvog izvoda elektronske gustine, dobija se set takozvanih
,.kriti¢nih ta¢aka”, u kojima prvi izvod ima nultu vrednost:

Vp(ro)= (&,5,5

=0 (7)

v
Kriti¢na tacka moze biti lokalni minimum, prevojna tacka ili lokalni maksimum.
Preciznija karakterizacija vrsi se na osnovu analize drugog izvoda elektronske gustine u
svakoj kriti¢noj tacki. Svi drugi izvodi gustine mogu se objediniti u takozvanoj matrici

Hesijana:
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Dijagonalizacijom ove matrice, dobija se:

4 0 0
AP =UHHU= (o A o) (9)
0 0 i

gde su A1 < A, < A3 tri svojstvene vrednosti matrice Hesijana. *°

Svaka kriticna tacka obelezava se kao (»,0), pri ¢emu se ® naziva rang, a 6
potpis. Rang je broj nenultih zakrivljenosti elektronske gustine u kriti¢noj tacki, a potpis
je algebarski zbir predznaka takvih zakrivljenosti. Ukupno postoje Cetiri vrste kriti¢nih

taCaka:

(3,-3) — Kriti¢na tatka jezgra™*'*"

(od eng. nuclear critical point, NCP) — U ovoj
kriti¢noj tacki sve zakrivljenosti imaju negativnu vrednost, pa je u njoj elektronska

gustina maksimalna. Ova kriti¢na tacka odgovara polozaju jezgra.

(3,-1) — Kriti¢na tadka veze'®*'®!

(od eng. bond critical point, BCP) — U ovoj
kriti¢noj tacki Hesijan ima dve negativne i jednu pozitivnu zakrivljenost, i u njoj je
vrednost gradijenta elektronske gustine, p, jednaka nuli. Ova kriti¢na tacka nalazi se
izmedu dve kriticne tacke jezgara. Postojanje kriticne tacke veze ukazuje na prisustvo

hemijske veze izmedu atoma.'®®

(3,+1) — Kriti¢na tacka prstena™®®*®

(od eng. ring critical point, RCP) — Dve
pozitivne i jedna negativna zakrivljenost odgovaraju ovoj kriticnoj tacki. Njeno
postojanje ukazuje na prisustvo strukture prstena u ravni koju formiraju pozitivne
zakrivljenosti. Kod planarnih molekula, kriti¢na tacka prstena odgovara minimumu

elektronske gustine unutar prstena.
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(3,+3) — Kriti¢na tacka kaveza'®®®

(od eng. cage critical point, CCP) — Sve tri
zakrivljenosti kod ove kriticne tacke imaju pozitivan predznak. Ova kritiCna tacka

najcesc¢e se nalazi u centru kaveza koji formiraju okolni atomi.

Linija veze moze se definisati kao linija koja spaja dve kriti¢ne tacke jezgra kroz
kritiénu tacku veze. Ipak, njeno postojanje ne znaci da se nuzno izmedu posmatranih

atoma uspostavlja hemijska veza, ve¢ da se javljaju vezivne interakcije.163’164

Broj razlicitih kriti¢nih tacaka koje mogu da postoje u jednom sistemu je takav

da zadovoljava Poenkare-Hofovu (Poincaré-Hopf) relaciju*®*'®%:

nNep - neep t rep - ecp = 1 (10)

Drugi izvod funkcije elektronske gustine naziva se Laplasijan gustine, i dobija

se kao:

2 2 2
apr) p(r) O pr) (11)

V()= V()= s

Znacaj Laplasijana elektronske gustine ogleda se u tome da je na osnovu
njegovog predznaka moguce odrediti lokalno povecanje ili smanjenje naelektrisanja u
odnosu na njegovo okruzenje. Ukoliko Laplasijan ima pozitivan predznak, to ukazuje da
je gustina naelektrisanja lokalno smanjena, odnosno re¢ je o interakciji sistema sa
zatvorenim ljuskama. U slucaju da je predznak Laplasijana negativan, tada je

naelektrisanje lokalno povecano, §to ukazuje na postojanje kovalentne veze.

U kriti¢noj tacki veze, Laplasijan predstavlja zbir tri zakrivljenosti, pri ¢emu su
dve koje su normalne na liniju veze (41 i 12) negativne, a tre¢a koja lezi na liniji veze
(43) pozitivna. Negativne zakrivljenosti ukazuju na to u kojoj meri je skoncentrisano
naelektrisanje duz linije veze, a pozitivna ukazuje na to u kojoj meri je naelektrisanje

skoncentrisano u okviru pojedina¢nih atoma.

Kod kovalentne veze (odnosno takozvanih ,,deljenih interakcija”) dominiraju
dve negativne zakrivljenosti usled koncentrisanja elektronske gustine duz linije veze, pa
je Vzp < 0. Posto 41 1 42 imaju velike vrednosti, elektronska gustina ima veliku vrednost.
Nasuprot tome, kod jonske 1 vodoni¢ne veze, kao 1 van der Valsovih interakcija (van der

Walls), u regionu kontakta dva atoma dolazi do smanjenja elektronske gustine, pa je Vp
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> 0. Kod ovakvog tipa interakcija vrednost elektronske gustine je mala, i ona je
koncentrisana na samim atomima. Na osnovu ovih zaklju¢aka, predznak Laplasijana
elektronske gustine mogao bi se upotrebiti za karakterizaciju tipa hemijske veze. Na
primer, ukoliko je vrednost Laplasijana pozitivna u nekoj BCP u slucaju vodoni¢ne
veze, U toj vezi su izrazenije elektrostaticke interakcije, dok negativna vrednost

165

Laplasijana upucuje na izrazeniju kovalentnu prirodu te veze.” Medutim, ovo se mora

uzeti sa izvesnom rezervom. Naime, kod izrazito polarnih veza, kao $to su veze atoma

ugljenika sa atomima F, O, N, Laplasijan moZe imati oba znaka.'®®

Naelektrisanje atoma predstavlja se kao:
q(Q)=Zg-Ng (12)

gde je Zy naelektrisanje jezgra atoma, dok je Nq ukupna populacija elektrona u atomu

kao delu posmatranog molekula:

Nor fQ p(dr (13)

Indirektni eksperimentalni dokazi potvrduju fizicku prirodu naelektrisanja 1
elektronske populacije definisane pomo¢u QTAIM metode.'®® Naelektrisanje atoma je
merljiv parametar, koji, zajedno sa svojom promenom, doprinosi razli¢itim merljivim
veli¢inama: dipolnim momentima molekula, njegovoj polarizabilnosti, intenzitetima
infracrvene i ramanske apsorpcije i drugim. Primenom uslova nultog fluksa na
raspodelu naelektrisanja u molekulu, on se moZe izdeliti u segmente koji se medusobno

ne preklapaju. Ti segmenti su zapravo atomi.*®?

Elipti¢nost veze, €, predstavlja jo§ jednu znaajnu karakteristiku veze, posto

166,167

pruza informaciju o anizotropiji. Elipti¢nost veze predstavlja meru koncentrisanja

gustine naelektrisanja u ravni u kojoj se nalazi linija veze. Matematicki, elipti¢nost se

moze zapisati kao:
e=—-1 (14)
pri ¢emu su A; i Ap svojstvene vrednosti Hesijana elektronske gustine negativnog

predznaka, tako da je 43 < 4, < 0 < A3. Posto su Ai, povezani sa nagomilavanjem
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negativnog naelektrisanja u smeru normalnom na liniju veze, male vrednosti elipti¢nosti
karakteristicne su za o vezu. Veée vrednosti € ukazuju na pojavu rasplinjavanja
elektronskog oblaka, Sto se pripisuje © karakteru veze. Ova pojava se moze odnositi na
slobodni elektronski par akceptora i O--*H vodoni¢nu vezu. Drugim re¢ima, kada je A; =
o, tada je &=0, pa je veza cilindri¢no simetri¢na.’®*'**1% primer su C — C veza u
molekulu etana ili trostruka veza u molekulu etina. Moze se reci da je elipticnost mera
n-karaktera vezivanja, sve do pojave dvostruke veze, kada eliptinost dostize
maksimum. U smeru od dvostruke ka trostrukoj vezi trend je obrnut, pa se vrednost
elipti¢nosti smanjuje sa porastom reda veze. Do toga dolazi jer kada je red veze 3, ona
ponovo poprima cilindri¢nu simetriju. Na osnovu pomenutih svojstava, eliptinost u
kriti¢noj tacki veze moze se definisati kao mera anizotropije krive elektronske gustine u
smerovima normalnim na vezu (nulta vrednost eliptiCnosti ukazuje na odsustvo
anizotropije). Elipti¢nost predstavlja distorziju koju hemijska veza trpi teze¢i da zauzme
cilindriéni oblik.*®® Tipi¢an primer promene elipti¢nosti u zavisnosti od tipa hemijske
veze jeste elipti¢nost u kriti¢noj tacki C-C veze u seriji etan (e=0,00, jednostruka veza)
eten (¢=0,33, dvostruka veza) etin (¢=0,00, trostruka veza). Elipti¢nost aromati¢ne veze
iznosi priblizno 0,23 kod benzena. Od samog pocetka razvoja QTAIM, elipticnost se
upotrebljava za kvantifikovanje udela dvostruke veze u molekulima. Analizom
elipti¢nosti u kriti¢noj tacki veze, moguce je razlikovati jednostruke, izolovane
dvostruke, kao 1 razliite veze sa delimi¢no dvostrukim karakterom. Ovaj parametar
moguce je u izvesnoj meri upotrebiti 1 za odredivanje konjugovanosti i aromati¢nosti.
Zanimljivo je da sa porastom duzine veze, elipticnost opada nelinearno, prateci
smanjenje reda veze. Na slican nacin elipti¢nost je korelisana 1 sa delokalizacijom

elektrona.*®®

Red veze predstavlja broj elektronskih parova koje dele dva atoma izmedu kojih
se posmatrana veza uspostavlja. Intenzitet razmene elektrona izmedu basena atoma A 1

basena atoma B naziva se indeks delokalizacije, DI(A,B), i matematicki se definise kao:
DI(A,B)=2|F%A,B)| +2|F*A,B) | (15)

gde je F(A,B) Fermijeva (Enrico Fermi) korelacija za elektrone razliitog spina (a ili ),

kojom se iskljucuje postojanje dva elektrona paralelnog spina u istoj tacki prostora.163
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Delokalizacioni indeksi mogu se izracunati za bilo koja dva atoma, bez obzira da
li su oni direktno vezani ili ne. Dok raspodela elektrona u okviru jednog atomskog
basena daje informacije o naelektrisanju atoma i polarnosti veze koju takav atom gradi,
0(A,B) izracunata za dva direktno vezana atoma predstavlja meru reda veze, ukoliko su

169 1 « L
Posto su delokalizacioni

elektronski parovi medu njima podjednako raspodeljeni.
indeksi definisani na osnovu raspodele elektronskih parova, njihove vrednosti ne mogu
se dobiti iz eksperimenata (difrakcija X-zraka), za razliku od raspodele elektronske

gustine.'®®

Zapremina atoma definisana je kao prostor unutar izopovrsi koja se odnosi na
elektronsku gustinu odredene vrednosti, najéesce se za vrednost p(r) = 0,001 au. Postoje
dva razloga za odabir upravo ove vrednosti. Najpre, ona najpribliznije odgovara
eksperimentalnim van der Valsovim zapreminama u gasovitoj fazi. Takode, ova

vrednost obuhvata vise od 99% elektronske populacije celog molekula.

Elektricni dipolni momenat molekula moze se predstaviti izrazom:

Na
= f [-Rol p()dr + ;ZQ[RQ-RO] (16)

gde je p(r) elektronska gustina u tacki r realnog prostora, Z, je naelektrisanje jezgra
atoma Q, a R, je arbitarni centar koordinatnog sistema za posmatrani molekul.*® Za
neutralne molekule, 1 ne zavisi od R,. Primenom QTAIM, moguce je podeliti ukupan
dipolni momenat molekula u pojedinac¢ne doprinose svakog atoma koji ¢ine posmatrani

molekul.

Dipolni moment svakog molekula odreden je prenosom naelektrisanja i

polarizacijom atoma. Clan koji poti¢e od prenosa naelektrisanja predstavljen je izrazom:

4= ) 4@ X (17)

gde je X,, vektor polozaja atomskog jezgra u odnosu na neku arbitrarnu tacku.*”

Polarizacija atoma (U(Q2)), je vektor sastavljen iz slede¢ih komponenata:
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My
u(Q) = ('uy>
M,

= -eL yp(r)dr = L rop(r)dr (18)

intenziteta:

lu(Q)|= /#iﬂtﬁﬂtﬁ (19)

pri ¢emu se pocetak vektora rq nalazi u jezgru atoma Q.
2.4.6. Mehanizmi prenosa atoma vodonika

Kako pretpostavljeni mehanizam antiradikalske aktivnosti avarola prema
razli¢itim slobodnoradikalskim vrstama ukljucuje prenos atoma vodonika izmedu ovih
vrsta i hidrohinonskog segmenta avarola, potrebno je razmotriti po kom mehanizmu do
tog prenosa dolazi. Primenom QTAIM analize moguce je do¢i do informacija kojima se

sti¢e uvid u mehanizam prenosa atoma vodonika.

Posto se atom vodonika sastoji iz dve celine, protona i elektrona, transfer ovog
atoma moze se odvijati putem nekoliko mehanizama."”* " Proton i elektron mogu biti
preneti istovremeno ili svaki zasebno, a molekuli rastvaraca takode mogu ucestvovati u
procesu prenosa. Svi ovi mehanizmi nazivaju se formalnim prenosom vodonika (formal
hydrogen transfer, FHT).'”* U zavisnosti od broja koraka koje ovaj proces ukljuduje,

razlikuju se dva opsta tipa mehanizama prenosa atoma vodonika™***:

Prenos atoma vodonika u jednom koraku: Ako se prenos atoma vodonika
desava u jednom elementarnom koraku, radi se o prenosu atoma vodonika (hydrogen
atom transfer, HAT), kada se proton i elektron prenose sa jedne na drugu hemijsku vrstu
kao jedna celina, ili spregnuti prenos protona i elektrona (od eng. proton-coupled
electron transfer, PCET), ako se kre¢u zasebno. U ovom slucaju, kretanje protona moze
prethoditi kretanju elektrona, elektron moZe biti prenet pre protona, ili se prenos moze

desiti istovremeno.
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Zaseban prenos protona i elektrona: Zaseban transfer protona i elektrona ne
mora se deSavati u jednom elementarnom koraku, ve¢ moze ukljucivati i formiranje
intermedijera. Zavisno od redosleda prenosa cCestica, moguée je razlikovati dva
mehanizma: sekvencijalni proton-elektron prenos (od eng. proton-electron sequential
transfer, PEST), i sekvencijalni elektron-proton prenos (od eng. electron-proton
sequential transfer, EPST). U slucaju PEST-a, dolazi do formiranja predreakcionog
kompleksa medu reaktantima. U narednom koraku dolazi do prenosa protona i
formiranja intermedijera. Konacno, u treCem koraku dolazi do prenosa elektrona i
nastanka proizvoda. U sluc¢aju da do formiranja intermedijera dode usled prenosa
elektrona, a u narednom koraku dode do prenosa protona, ovaj proces naziva se

sekvencijalni elektron-proton prenos.

NajsloZeniji mehanizmi prenosa atoma vodonika uklju¢uju molekule rastvaraca,
i poznati su kao rastvaraem potpomognuti prenos protona (0od eng. solvent assisted
proton transfer, SAPT). Ovde najpre dolazi do prenosa protona sa molekula donora na
molekul rastvaraca (ovaj korak naziva se gubitak protona). Donor bez protona zapravo
predstavlja jo§S bolji donor elektrona. Zavisno od toga koja Cestica prva stize do
akceptora, postoje dve mogucnosti. Prva mogucnost je da elektron prelazi sa donora na
akceptor, Sto je praceno prelaskom protona sa molekula rastvatraa na akceptor. Ovaj
proces poznat je kao sekvencijalni gubitak protona i transfer elektrona (od eng.
sequential proton-loss electron-transfer, SPLET). Druga mogucénost postoji ukoliko je
afinitet akceptora za prijem elektrona mali: najpre proton sa molekula rastvaraca prelazi
na akceptor, pri ¢emu nastaje radikal-katjon (bolji akceptor elektrona), nakon ¢ega na
njega prelazi elektron. Ovaj mehanizam poznat je kao sekvencijalni zahvat protona i

prenos elektrona (od eng. sequential proton-gain electron-transfer, SPGET).

PoSto se mnogi FHT procesi odigravaju u jednom elementarnom koraku,
znacajna paznja posvecena je razlikovanju HAT i1 PCET mehanizama.>"> " Uticaj
supstituenata na reakcije serije supstituisanih fenola sa hidroperoksil radikalom u
gasovitoj fazi proucavani su primenom QTAIM analize.”®® Na osnovu promena u
svojstvima atoma idu¢i od predreakcionog kompleksa ka prelaznom stanju (smanjenje
vrednosti zapremine atoma vodonika, elektronske gustine i dipolnog momenta),
zakljuceno je da se apstrakcija atoma vodonika odvija putem PCET mehanizma.

Zanimljiva je i reakcija hvatanja hidroperoksil radikala pomoéu fenola i toluena.'®!
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Osim $to je ustanovljeno da reakciju sa toluenom karakterise visoka energijska barijera,
pokazano je i da neki radikali mogu ucestvovati u razli¢itim tipovima mehanizama,
(HAT ili PCET) zavisno od prirode antioksidansa. Za trans-resveratrol, ustanovljeno je
da se transfer atoma vodonika na hidroksilni radikal predominantno odvija putem SEPT
mehanizma (ovo je primer reakcije koja se odvija u vise koraka), iako dolazi i do pojave

drugih mehanizama prenosa.*®

Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti velikog broja fenolnih jedinjenja, pod
pretpostavkom da u ovim reakcijama dolazi do apstrakcije vodonika, ustanovljeno je da
su medu najreaktivnijim molekulima oni sa hidrohinonskim strukturnim motivom.**®
Teorijska analiza antiradikalske aktivnosti hidrohinona koja je usledila pretezno se

temeljila na proucavanju struktura koje se odnose na stacionarna stanja.'®°

Medutim,
pojedinosti jo§ uvek nisu potpuno razjasnjene. Na primer, iako je analizom reaktanata i
prelaznog stanja moguce razlikovati HAT i PCET mehanizam, ovaj pristup ne
objasnjava da li kod PCET mehanizma kretanje protona dovodi do prelaska elektrona,
ili je obrnut slucaj. Pregledom literature, stice se utisak do sada prakticno nije vrSena
detaljna analiza hemijskih transformacija do kojih pri ovim reakcijama dolazi duz
Citavog reakcionog puta, izuzev analize lokalne elektrofilnosti.'®* Proucavanje promena
u elektronskoj gustini dalo bi detaljniji uvid u mehanizam prenosa naelektrisanja, $to je
od posebnog znacaja za razumevanje antiradikalske aktivnosti derivate hidrohinona. Iz
tog razloga, u istrazivanju koje je predmet izuCavanja ove doktorske disertacije, bice
analizirana antiradikalska svojstva hidrohinona (HQ) u reakciji sa hidroksilnim i
hidroperoksilnim radikalom, sa posebnim osvrtom na tri klju¢na atoma — donora i
akceptora vodonika, kao i vodonika koji ucestvuje u ovom prenosu. Istrazivanje ¢e se

zasnivati na proucavanju promena u odabranim svojstvima duz puta minimalne

energije.
2.5. Elektronska paramagnetna rezonantna (EPR)
spektroskopija
2.5.1. Opsta teorija elektronske paramagnetne rezonantne spektroskopije

Elektronska paramagnetna rezonancija (EPR), poznata i pod nazivom

elektronska spinska rezonancija (ESR), ili rede kao elektronska magnetna rezonancija
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(EMR), vazna je spektroskopska metoda za izufavanje paramagnetnih materijala,
odnosno onih koji sadrze nesparene elektrone. Po svom konceptu, EPR veoma je sli¢na
nuklearnoj magnetnoj rezonanciji (NMR), poznatijoj metodi u Sirim krugovima. Obe
metode zasnivaju se na interakciji izmedu elektromagnetnog zraCenja i1 magnetnih

momenata, s tim §to kod EPR-a magnetni momenti poti¢u od elektrona.?%*%

EPR se zasniva na merenju apsorpcije mikrotalasnog zracenja koja odgovara
energijskim prelazima nesparenog elektrona izmedu razli¢itih spinskih energijskih nivoa
kada se on izlozi dejstvu magnetnog polja. Na ovaj nac¢in mogu se dobiti znacajne
strukturne i dinamicke informacije (kinetika) posmatranog sistema, bez direktnog

uticaja na sam uzorak ili tok reakcije.'®®

Razvoj EPR tehnike zapoceo je 1921. godine, kada su nemacki fizicari Verne
Gerlah i Oto Stern emitovali snop atoma srebra kroz magnetno polje, i uodili da on daje
jednu traku na staklenom zastoru, a da sa povecanjem intenziteta polja ta traka biva sve

o . 187
Sira, sve dok se ne podeli na dva dela.

Medutim, teorijski osnovi ove pojave tada nisu
bili dovoljno poznati. Pravi zamah u razvoju ove tehnike dogodio se krajem drugog
svetskog rata, nakon $to je odgovarajuca mikrotalasna aparatura napravljena od delova
opreme za radare. Prvi EPR spektar snimio je 1944. sovjetski fizicar Jevgenij Zavojskij
(EBrenuii 3aBoiickuii), proucavajuci magnetne osobine razlicitih neorganskih solj, 188189
Tek oko godinu dana kasnije snimljen je prvi NMR signal. Ipak, dalji razvoj EPR
tehnike tekao je sporo, zbog visoke cene aparature i nedostatka adekvatne elektronske

opreme.'®°

EPR je tehnika koja je dugo bila manje poznata naucnicima, mahom zbog
nedostatka EPR-aktivnog materijala. Molekuli u prirodi su retko paramagnetici, zbog
toga $to je gradenje hemijske veze praceno sparivanjem elektrona, tako da je rezultujuci
spin celog molekula jednak nuli. Mali broj prirodnih paramagnetika je ujedno najveca
mana, ali i najveca prednost EPR tehnike. S jedne strane, ova tehnika ograni¢ena je na
nekoliko paramagnetnih molekula, radikala i kompleksa prelaznih metala, pa je ¢esto
potrebno vestacki proizvesti hemijske vrste sa nesparenim elektronima (spinski
obelezivaci 1 spinske probe). S druge strane, ovakva selektivnost predstavlja prednost
pri izucavanju kompleksnih sistema, poSto mali broj supstanci moze dati EPR signal, te

nema pozadinskih signala.'**"
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Kod ved¢ine hemijskih vrsta, elektroni se javljaju u parovima, tako da je ukupni
magnetni momenat jednak nuli. Medutim, paramagnetni molekuli imaju takvu
elektronsku strukturu da poseduju elektron koji nema partnera suprotnog spina. Ukoliko
postoji nespareni elektron, njegovo ugaono kretanje generiSe magnetno polje, tako da se
isti ponasa kao magnet, odnosno magnetni dipol koji ima magnetni momenat ().
Razlike u energiji koje proucava EPR spektroskopija mahom poticu od interakcije
magnetnog momenta nesparenog elektrona sa magnetnim poljem By (koje proizvodi
magnet u laboratorijskim uslovima). Ova pojava naziva se Zemanova elektronska

interakcija.'*

Tada elektron kruzi oko ose polja, bilo paralelno ili antiparalelno u
odnosu na vektor magnetnog polja, ¢ime su definisana dva energijska nivoa, odredena
spinskim magnetnim kvantnim brojem Ms. Ovaj kvantni broj moze imati vrednosti
Mg =+1/2 1 Mg =-1/2. Nespareni elektron bi¢e u stanju sa minimumom energije kada
se njegov u nalazi u pravcu magnetnog polja By, a u stanju maksimuma energije kada se
njegov x nalazi nasuprot magnetnog polja Bo.*®'%? Energija svake od ovih orijentacija

proizvod je i Bg, pri Gemu je**;

p= Mg (20)

gde je 8 konstanta konverzije koja se naziva Borov magneton (iznosi 9,2741-102* J/T),
a g. je spektroskopski g-faktor (Landeov faktor) slobodnog elektrona koji ima vrednost
2,0023. 1z ovoga sledi da su energije elektrona kojima odgovaraju spinska stanja

Mg =+1/2 i Mg = -1/2, respektivno*®-19119:

1
Eip= 588y (21)

1
Ep= 'EgeﬁBo (22)

Razlika u energijama izmedu ova dva energijska nivoa predstavlja Zemanovo
cepanje, koje je direktno srazmerno jacini magnetnog polja By (slika 11). U molekulu sa
nesparenim elektronom mogucée je indukovati prelaze izmedu ovih elektronskih
spinskih energijskih nivoa, izlaganjem elektrona dejstvu elektromagnetnog zracenja ¢ija

194,192

je frekvencija jednaka frekvenciji njihove precesije. Posto se najveéi broj
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nesparenih elektrona nalazi na nizem energijskom nivou, dolazi do apsorpcije energije

. ‘. . Lo 195,196
mikrotalasnog zracenja koje emituje izvor .

Matematicki zapisan, uslov za rezonanciju je:
hv=g B (23)

na osnovu ¢ega se zakljucuje da ¢e se apsorbovati ona energija zraCenja izvora koja je
jednaka energijskoj razlici izmedu energijskih nivoa elektrona koju uzrokuje spoljasnje

magnetno polje.®*

E F 3

1
oy e E= +=g.fB,

2 2

CE— {AE = g,BB,

1

= 3 E=-30.PB
B=0 B=B,

Slika 11. Raspodela energijskih nivoa elektronskog spina u funkciji magnetnog polja
Bo.

Do apsorpcije mikrotalasnog zraenja dolazi pri specificnim kombinacijama
frekvencije mikrotalasa 1 jaCine magnetnog polja, koje zavise od prirode svake
paramagnetne vrste. PoSto se ove apsorpcije javljaju samo kod paramagnetika, ne dolazi
do apsorpcije od strane neradikalskih vrsta, koje bi eventualno ometale detekciju
radikala. U tome se ogleda znacajna prednost EPR spektroskopije u odnosu na druge

spektroskopske i elektrohemijske metode®.

Izgled EPR spektra ne zavisi samo od broja nesparenih elektrona, ve¢ i od
njihove interakcije sa okolinom. Naime, EPR tehnika razmatra tri tipa mogucih
interakcija (slika 12). Interakcija nesparenog elektrona sa magnetnim momentom jezgra
predstavlja nuklearnu hiperfinu interakciju; u stvari, hiperfinom se naziva ako potice od

jezgra sa koga poti¢e 1 nespareni elektron, a superhiperfinom ukoliko poti¢e od
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susednog jezgra. Treéi tip interakcija su spin-spin interakcije izmedu dva nesparena

elektrona sa razli¢itih atoma u okviru istog molekula.****%’

A B C

o < ey

@) @) @)

Slika 12. Tipovi magnetnih interakcija od znacaja za EPR: (A) hiperfina interakcija; (B)

superhiperfina interakcija; (C) spin-spin interakcija.

Nastanak EPR spektra moze se objasniti na primeru sistema koji sadrzi
elektronski spin (.S) i nuklearni spin (I). Na elektronski spin posredstvom nuklearnog
spina deluje magnetno polje jezgra. Interakcija ova dva spina je znatno slabija od
Zemanove interakcije (barem dva reda veli¢ine), pa dovodi do malih promena u EPR
spektru, koje se nazivaju hiperfinom strukturom. Rezonantni uslov usled hiperfine

interakcije moZe se predstaviti izrazom:
E=gfB+AM, (24)

gde je A konstanta hiperfinog cepanja, koja pruza informaciju o intenzitetu interakcije
izmedu jezgra i elektrona, a M je magnetni spinski kvantni broj. A je u direktnoj vezi sa
rastojanjem izmedu pikova na EPR spektru (slika 13), i ukazuje na intenzitet

198 posto za svaki |

delokalizacije nesparenog elektrona u odnosu na posmatrano jezgro.
postoji 21 + 1 moguéih vrednosti magnetnog spinskog kvantnog broja M; (M; =1, I-1,...,
0, ..., -1+1, -1), hiperfina interakcija elektronskog spina sa nuklearnim spinom (I # 0)
dovodi do podele Zemanovog prelaza u 21 + 1 linija jednakog intenziteta. Na primer,
interakcija elektrona sa jezgrom sa | = % (koje moze biti proton) da¢e EPR spektar
saCinjen od dve linije. Lokalno polje jezgra (Bj,c) moze delovati tako §to ¢e bilo
pojacavati bilo oslabiti primenjeno magnetno polje By. Usled toga, osnovni i pobudeni
energijski nivoi dele se na dva, pa se na spektru detektuju dve linije umesto jedne (slika

13).186’191’192 Do prelaza izmedu spinskih nivoa dolazi u skladu sa izbornim pravilom
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AM==+1. Sem toga, za slucaj hiperfinog cepanja uvodi se i dodatno izborno pravilo,

AM;= 0.

Polozaj pikova na EPR spektru zavisi od strukture, konformacije, fizickog stanja
i pokretljivosti date paramagnetne vrste, kao i uticaja rastvaraca. Broj pikova nastalih
usled interakcije nesparenog elektrona sa magnetnim jezgrima koja su medu sobom

ekvivalentna moze se izracunati pomocu izraza:
Broj pikova=2n/+1 (25)

gde je | nuklearni spin datog jezgra, a n broj takvih jezgara. U nekim sluéajevima,
pikovi se javljaju na istoj frekvenciji i jadini polja, pa dolazi do njihove superpozicije*®.

U slucaju da se radi o jezgrima koja su neekvivalentna, prethodni izraz postaje:

Broj pikova= (2 7+ )" (26)

::_,.—f,\—+%g;5’(3(:+3em-)

7 +%95(30-3m} Apsorpcija —/\—/\—

AE = gPBBy

Prviizvod

L
L
j

1
/ 2 9B(Bo-Bioc)

e s |
— = 9B(Bo*Bioc) <

Slika 13. Nastanak EPR spektra.

Hiperfina interakcija moze dovesti do toga da EPR spektar izgleda krajnje

slozeno (slika 14).19%1%°
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A
Bez interakcije
Interakcija sa
jezgrom sa l=1/2
- 1
—/\/—/\/—/\/— Nuklearni spin =1 | IR I

NN~~~  Nuklearni spin 1=3/2

B
Dva jezgra sa |=1/2
Tri jezgra sa
1=1/2

c ) 1
Cetiri jezgra sa I=1 1(1(1
1(2(13|2]|1
3 7

Magnetno polje (G)

|1 4110(16(19|16(10| 4| 1

Slika 14. Odabrani primeri hiperfinih interakcija.

Pri interakciji nesparenog elektrona sa jezgrima razli¢itih magnetnih svojstava
(slika 14 A), izvorni signal podeljen je na dva ili vise signala jednakog intenziteta.
Vazno je uociti da se ukupni intenzitet signala ne menja, pa usled toga amplituda
signala biva sve manja i manja. Interakcija sa viSe od jednog jezgra sa magnetnim
svojstvima (slika 14 B) dovodi do promene oblika linije EPR signala. Spektar hemijske
vrste koja interaguje sa Cetiri identi¢na jezgra prikazan je na slici 14 C. Bez obzira na
broj hiperfinih linija, EPR spektar uvek je centriran u oblasti Zemanovog prelaza,
oznacenog isprekidanom linijom na slici 14. Dijagram pored signala (Paskalov trougao)

objasnjava na koji se na¢in mogu izraCunati relativni intenziteti razlicitih traka.

Analogno hiperfinoj interakciji, i susedna jezgra mogu interagovati sa
nesparenim elektronom. Takve interakcije nazivaju se superhiperfine interakcije. Sa
teorijskog aspekta, ove interakcije su sli¢ne hiperfinoj interakciji (posto se takode radi o
interakciji elektronskog i nukleranog spina), ali su znatno manjeg intenziteta. Intenzitet

ovih interakcija zavisi od delokalizacije nesparenog elektrona izmedu posmatranih
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jezgara, i opada sa porastom broja veza u njegovoj okolini. Superhiperfina interakcija
obi¢no se moze uociti jedino kod atoma direktno vezanih za onaj koji sadrzi nespareni

elektron.*®’

Do sada je posmatran sistem koji poseduje jedan nespareni elektron, pa ima spin
S = %. Medutim, postoje i sistemi koji imaju viSe nesparenih elektrona. Na primer, jon
Ni (11) ima dva nesparena elektrona, pa je njegov spin dva puta po %, odnosno S = 1.
Sistemi sa S = % nazivaju se nisko-spinskim, a sistemi sa S > 1 visokospinskim. Za
sistem Kkoji ima n nesparenih elektrona, broj spinskih energijskih nivoa bic¢e 2S + 1. Ova

vrednost naziva se spinski multiplicitet.**!

Visokospinski sistemi ¢ine oko polovine
paramagnetnih vrsta. Da bi doslo do Zemanove interakcije, neophodno je primeniti
spoljasnje magnetno polje. Medutim, ¢ak i u njegovom odsustvu, kod visokospinskih
sistema dolazi do interakcije izmedu nesparenih elektrona. Ova interakcija naziva se
zbog toga interakcija nultog polja. Ona je obi¢no znatno snaznija od Zemanove
interakcije koju je moguce posti¢i u spektrometru koji radi u X oblasti (viSe o X-oblasti
receno je u poglavlju 2.5.2.). Jedan od nacina da se ovaj problem prevazide u toj oblasti

. v . v 1
mikrotalasnog zradenja jeste rad na nizim temperaturama.'®

S obzirom da kombinacija frekvencije mikrotalasa i snage magnetnog polja pri
kojoj dolazi do apsorpcije (rezonancije) zavisi od prirode radikala, razliite vrste
radikala (i jona metala) davace signal najéeS¢e u razliCitim regionima skeniranog
magnetnog polja. Kod razli¢itih spektroskopskih metoda uobicajeno je prikazivanje
apsorpcionog spektra. Medutim, kod EPR spektroskopije se rezultat snimanja prikazuje
kao prvi izvod apsorpcionog spektra (slika 13). Znacajno pobolj$anje odnosa sighal-sum
postize se modulacijom magnetnog polja, obi¢no frekvencijom od 100 kHz. Ovim
postupkom, EPR signal u rezonantnom polju transformiSe se u sinusoidu ¢ija amplituda
je proporcionalna nagibu apsorpcione linije. Ako je amplituda modulacije dovoljno
mala u odnosu na $irinu linije, modulirani signal se dobija u formi prvog izvoda.?®
Izvodi viSeg reda mogu se koristiti za prikazivanje EPR signala, ali se mora imati u vidu
da sa porastom reda izvoda raste i rezolucija, ali opada osetljivost. U praksi se iz tog

razloga, osim ponekad izvoda drugog reda, ne koriste izvodi viseg reda.’®®

Apsorpciona linjja (pik) ima odredenu Sirinu, zbog toga Sto do apsorpcije

mikrotalasnog zraenja dolazi u odredenoj (karakteristicnoj) oblasti Sirine magnetnog
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polja, pri ¢emu intenzitet apsorpcionog maksimuma opada sa odstupanjem od uslova

rezonancije.”**

Teorijski, Sirina apsorpcione linije na EPR spektru je veoma mala,
reda veli¢ine oko 0,1 G. Medutim, relaksacioni procesi mogu dovesti do skracenja
vremena Zivota pobudenog stanja, a time i do proSirenja apsorpcionih linija. Ovo je
posebno izrazeno kod kompleksa prelaznih metala.’®” Posto se EPR signal ne gubi ni
nakon uzastopnih snimanja, mora postojati nacin da spinski sistem izgubi visak energije
i vrati se u prvobitno stanje. Do razmene energije moze do¢i izmedu elektronskog spina
posmatranog elektrona i okoline ili spina susednog elektrona. U skladu sa tim, dva
klju¢na relaksaciona procesa koji dovode do Sirenja linija su spin-okolina i spin-spin
relaksacija.’®"?" Svaku od njih karakteriie odgovarajuée relaksaciono vreme: T za

spin-okolina i 7, za spin-spin relaksaciju. Oba relaksaciona vremena povezana su sa

Sirinom spektralne linije (AB,) posredstvom izraza:

1 1
ABox —+ — 27

Moze se re¢i da je T vreme odraz toga koliko je snazno spinski sistem vezan za
okolinu (kristalnu resetku).®® Sa kra¢im 7, vremenom raste doprinos spin-okolina
relaksacije Sirini spektralne linije. Snimanjem pri sniZenim temperaturama usporava se

relaksacija, pa se dobijaju spektri sa izraZenijim pikovima.191

Prostor ispod apsorpcione linije (odnosno njenog dvostrukog integrala, ukoliko
je signal snimljen kao prvi izvod) direktno je proporcionalan spinskoj koncentraciji,
odnosno koli¢ini paramagnetnih centara (spinova) u rezonatorskom prostoru.193 Iz tog
razloga, moguce je odrediti apsolutnu koncentraciju radikalske vrste, poredenjem ovog
podatka sa standardom, pa je EPR spektroskopija takode i kvantitativna metoda?.
Medutim, posto je ovo veoma teSko izvodljivo kod slozenih spektara ili u slucaju
postojanja loSe bazne linije, ocitavanje visine jednog ili viSe pikova na spektru esto se
koristi umesto podatka o povrSini ispod pika, mada nam pri tome danas pomazu

kompjuterske simulacije EPR spektara.

Informacije o prirodi posmatrane radikalske vrste pruza g-vrednost. Vecina
ugljeni¢no centriranih radikala ima g-vrednosti bliske onoj za slobodni elektron.
Susedne grupe koje se ponasaju kao donori ili akceptori elektronske gustine menjaju g-

vrednost na karakteristican 1 predvidljiv nacin. Radikali sa znacajnom spinskom
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delokalizacijom (posebno na heteroatomima) imaju visoke g-vrednosti, a ove promene

P . 46
su posebno izrazene kod jona metala.

Parametri od znacaja za karakterizaciju EPR spektara su polozaj apsorpcionih
maksimuma, njihov broj i intenzitet, uzajamni odnos njihovih intenziteta i medusobno
rastojanje, njihov oblik i Sirina. Ovi parametri su u direktnoj vezi sa strukturom
posmatrane hemijske vrste, nacinom na koji ona interaguje sa okolinom i procesima
kojima podleze tokom analize.'® 1zuzev svojstava samog uzorka, na oblik EPR spektara

moze se uticati i variranjem parametara uredaja.

Prethodno je receno da spektroskopski g-faktor (Landeov faktor) za slobodan
elektron ima vrednost 2,0023. Medutim, usled prisustva drugih elektrona u atomu,
odnosno spinsko-orbitalnih  sprezanja izmedu elektronskih spinova 1 okolnog
elektrostati¢kog polja, ova vrednost je drugacija.’®? Posto orbitale u molekulu poseduju
prostornu orijentaciju, intenzitet ovog sprezanja zavisi od posmatranog smera, pa se
kaze da je anizotropan. U rastvorima niske viskoznosti, ova anizotropija je usrednjena,
posto molekuli mogu brzo da menjaju smer rotacije u svim pravcima. Medutim, kada se
paramagnetni molekuli nadu u fiksnom polozaju (kod kristala), g-faktor bi se menjao sa
svakom promenom poloZaja uzorka u rezonatoru. Za svaki paramagnetni molekul
moguce je definisati koordinatni sistem, kod koga je (po konvenciji) z-0sa paralelna sa
pravcem primenjenog polja. Duz svake od njih moguce je meriti vrednost g-faktora, pa

oni u skladu sa osom nose oznaku g, g, i g,. U zavisnosti od simetrije elektronske
raspodele, g vrednost moze biti izotropna (gy= g,= £,= &iso) Kod idealnih oktaedarskih
sisttma, a anizotropija moze postojati i kod aksijalnih (g,= g,# g,) i rombicnih
(g# g+ g,) sistema®® Za sistem aksijalne simetrije, vrednosti g duz z-ose
obelezavaju se joS i kao g, a vrednosti duz x- i y-ose kao g;. Magnetno polje koje

proizvodi EPR uredaj (B) nema isti intenzitet na mestu na kome se nalazi elektron, ve¢

je na tom mestu njegov efektivni intenzitet (B.g):
Beff =B+ Bloc (28)

gde B, predstavlja uticaj lokalne sredine. Usled razli¢ite orijentacije molekula, a time i
razli¢ite vrednosti By, razliCit je 1 rezonantni uslov za prelaz izmedu osnovnih

elektronskih nivoa. Posto su g I By povezani kroz uslov za rezonanciju, ta razlika
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oznacava se kao g-anizotropija. Za prethodni slucaj rotiranja kristala u rezonatoru,
dobila bi se tri razli¢ita spektra pomerena jedan u odnosu na drugi. Kod praSkastih
supstanci, zbog vrlo raznolike orijentacije molekula, doSlo bi do superponiranja ovih
spektara. PoSto pomeraj ne mora biti veliki, posledi¢no bi doslo do prosirenja linija na

spektru.?

Pored g-anizotropije, nespareni elektron moze usled interakcije sa magnetnim
dipolima okolnih jezgara uCestvovati u hiperfinim cepanjima, daju¢i anizotropnu finu
strukturu na EPR spektrima. Usled toga, u EPR spektroskopiji od znacaja je i hiperfina,
takozvana A-anizotropija.’®® Ovaj vid anizotropije odnosi se na veli¢inu hiperfinog
cepanja. Kao i u slu¢aju g-anizotropije, kod te¢nosti niskog viskoziteta dolazi do
usrednjavanja interakcije izmedu elektrona i dipola jezgra koje je dovoljno udaljeno.
Zbog toga se smatra da ova interakcija ne dovodi do cepanja linija kod ovakvih sistema.
Nasuprot tome, kod kristala i rigidnih sistema uopste, upravo ova interakcija doprinosi
anizotropnoj komponenti hiperfinog sprezanja.'®® | kod A-anizotropije je (kao i kod g-
anizotropije) vazan poloZaj magnetnog momenta elektrona u odnosu na magnetno polje
koje generiSe uredaj, posto komponente magnetnog polja nisu jednake u svim pravcima
(lokalno magnetno polje zavisi od magnetnih momenata jezgara). U zavisnosti od ugla
pod kojim se dipolni moment elektrona nade u odnosu na diplni moment jezgra,
energijski nivoi se mogu razli¢ito cepati, Sto dovodi do pomeranja spektralnih linija.
Analogno g-anizotropiji, kod praskastih sistema bi doslo do §irenja linija usled mnostva
razli¢itih orijentacija molekula, 1 posledi¢nog usrednjavanja anizotropnog efekta.?* Kod
mnogih sistema dolazi kako do g-, tako ujedno i do A-anizotropije. To dovodi i do
pomeranja hiperfinog multipliteta kao celine sa promenom orijentacije uzorka, ali i do
promene rastojanja linija kojima je predstavljen na spektru.!®* Posto je konstanta
hiperfinog cepanja (A) tenzor, kod sistema sa aksijalnom simetrijom moguce je koristiti

oznake 4, i 4, po identi¢noj analogiji kao i kod g-anizotropije.
2.5.2. Detekcija EPR signala i primena EPR spektroskopije

EPR signal detektuje se EPR spektrometrom (slika 15). Postoje dva tipa EPR
spektrometara: CW (continuous wave) i FT (Fourier transform). CW je zastupljeniji tip,
1 kod njega se rezonantni uslov postize promenom jacine magnetnog polja pri fiksnoj

frekvenciji zracenja (mada mogu postojati manje varijacije elektromagnetnih talasa). FT
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spektrometri funkcioniSu tako §to se spinovi prisutni u uzorku postavljenom u
magnetnom polju fiksne jaCine perturbuju pulsom zracenja ¢iji intenzitet odgovara
rezonantnoj frekvenciji. Detektor ne vrsi direktnu detekciju apsorpcije, ve¢ meri razliku
u intenzitetu zracenja (usled spektroskopskih prelaza) reflektovanog iz rezonatorskog
prostora, sto posredstvom Furijeove transformacije biva prevedeno u EPR spektar.
Ovakvo reSenje pruza mogucnost brze akvizicije spektara, proucavanje molekulskog

kretanja i poboljianje tehnike EPR oslikavanja (EPR imaging)®.

Modulator polja

Klistron J
Izolator Oslabljivaé ~ Direkcioni

kupler

Rezonatorski

Pojacivac
signala

!

Detektor

prostor

[

Elektromagnet

Racunar

Detektor/Posmatrat [

® Uzorak

Slika 15. Sema EPR spektrometra. Prilagodeno iz literature.'®®

Do rezonancije dolazi pri ja¢ini polja od oko 3500 G (0,35 T), ¢emu za slobodni
elektron (g = 2,0023) odgovara mikrotalasno zracenje frekvencije 9,5 GHz. Ova
frekvencija zraCenja koristi se kod vecine EPR spektrometara koji rade u X-oblasti, i
obuhvata region mikrotalasnog zracenja srednje frekvencije. Ove frekvencije nemaju
znacajnog uticaja na sam uzorak prilikom in vitro ili ex vivo merenja. Medutim, za in
vivo merenja koriste se nize frekvencije mikrotalasnog zraCenja i nizi intenzitet
magnetnog polja. Ovo je neophodno kako bi se omogucila adekvatna prodornost
zraCenja, a izbegli dielektri¢ni gubici usled nerezonantne apsorpcije mikrotalasnog
zracenja od strane vode. Sem toga, EPR spektrometri mogu koristiti i zracenje drugih
frekvencija: L-oblast (1.1 GHz), S-oblast (3.0 GHz), Q-oblast (34.0 GHz), W-oblast

(94.0 GHz) 1 druge. Nazivi oblasti poti¢u od razvoja vojne tehnike iz perioda Drugog
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svetskog rata, i ne prate posebnu logiku (na primer, X je oznaka za neSto tajno,

nepoznato neprijatelju).'*!

Izvor mikrotalasnog zraCenja obi¢no je klistron, vakuumska cev sposobna da
proizvodi mikrotalasne oscilacije u uskoj oblasti frekvencija, koje se mogu regulisati
bilo mehanickim podesavanjem klistrona bilo promenom napona struje kojom se on
napaja. Kod novijih instrumenata, klistron je zamenjen Ganovom diodom. Ona
proizvodi zracenje stabilnije frekvencije i ima duzi radni vek. Ovako nastali mikrotalasi
potom se transportuju kroz uredaj koaksijalnim kablovima, provodnim trakama
(stripline) ili talasovodima. Snaga izvora mikrotalasa EPR spektrometara koji rade u X-
oblasti je obi¢no oko 400 mW, ali je normirana, tako da radna snaga tokom
eksperimenata iznosi 200 mW. To je ucinjeno delom da bi snaga zracenja bila
konstantna, a delom zbog toga sto realna snaga izvora opada tokom njegovog Zivotnog

veka, ali normirana ostaje jednaka.'%*?%

Na svom putu do uzorka mikrotalasi najpre stizu do izolatora. Ovaj uredaj sluzi
za minimiziranje vec¢ih perturbacija mikrotalasnog izvora do kojih dolazi ukoliko u
sistemu postoji povratno reflektovanje mikrotalasne energije ka izvoru. lzolator
propusta mikrotalasnu energiju u smeru prema uzorku i usporava njen povratak ka
izvoru. Nakon prolaska kroz izolator, mikrotalasi stizu do oslabljivaca (atenuatora) sa
ulogom da prilagodi ja¢inu mikrotalasa koji dolaze do uzorka. Naime, oslabljiva¢ sadrzi
apsorptivni element kojim se postize ovaj efekat, tako Sto deo zraCenja biva
konvertovan u toplotu. Mala koli¢ina inicijalnog zrac¢enja (oko 1%) odvaja se posebnim
talasovodom neposredno pre atenuatora, i usmerava ka detektoru, koji ga registruje kao

referentno. 8297

U narednoj fazi, mikrotalasi stizu do direkcionog kuplera (koji se jo§ naziva 1
cirkulator). On sluzi da usmeri mikrotalase prema rezonatorskom prostoru, ali i da
reflektovanu energiju iz njega usmeri prema detektoru. Neposredno pre nego S$to
mikrotalasno zracenje dospe do rezonatorskog prostora, ono nailazi na iris. Iris je uredaj
koji regulise intenzitet zracenja koje ulazi u rezonator, odnosno koje se iz njega
reflektuje. Sam iris je prorez kroz koji zracenje dospeva u rezonator, a neposredno pre

proreza nalazi se teflonski zavrtanj na koji je pricvr§¢ena metalna plocica. Posredstvom
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elektromotora, zavrtanj se moze podesavati tako da se metalna plo¢ica pomera navise ili

Y e, . . . . 5,208
nanize, menjajuci snagu zracenja koje ulazi u rezonator.

Preostalo mikrotalasno zracenje koje se reflektuje sa detektora, vraca se u
cirkulator, odakle biva usmereno u poseban talasovod, na ¢ijem kraju se pretvara u

toplotu. Na taj nacin osigurava se da se zracenje ne vraca ka izvoru.

Prethodno opisane komponente (sem irisa) obi¢no su smestene u zaStitnu
metalnu kutiju, i sve skupa ¢ine ,,mikrotalasni most”. On se najce$ce postavlja na
izdignutu podlogu, kroz koju iz mosta izlazi talasovod na ¢ijem dnu se nalazi rezonator

(naziva se jos$ i1 rezonatorski prostor, odnosno rezonatorska Supljina).

Najvazniji deo EPR spektrometra je rezonator u koji se postavlja uzorak. On se
obi¢no nalazi ispod mikrotalasnog mosta, tako da prolazi izmedu dva pola
elektromagneta. Rezonator je izraden tako da se u njegovoj unutrasnjosti moze formirati
serija stoje¢ih mikrotalasa, pri ¢emu rezonator izdvaja i pojacava signal mikrotalasa
tatno odredene frekvencije. Frekvencija izvora podesava se tako da odgovara
frekvenciji rezonatorskog prostora. Iz tog razloga za razliCitu oblast mikrotalasnog
zraCenja koriste se razliCiti rezonatori. Kod X-oblasti, rezonatori su cCetvrtasti ili
cilindri¢ni, dok kod visokofrekventnih oblasti oni mogu imati sloZenije oblike, ili ¢ak ne
moraju ni postojati. Tokom rezonancije gustina energije u rezonatoru moze biti hiljadu
puta ve¢a od one u talasovodu, Sto povecava verovatnocu detekcije rezonantne
apsorpcije uzorka. Frekvencija mikrotalasnog zracenja izvora mozZe se podeSavati
(tjunovati) u ograni¢enom frekvencijskom opsegu (10% od ukupne frekvencije). To je
neophodno zbog toga Sto uslov za rezonanciju biva ispunjen pri neznatno razli¢itim
frekvencijama zracenja, u zavisnosti od toga $ta se u rezonatoru nalazi (da li je prazan,

sadrzi kivetu sa uzorkom, rashladni sistem).'8>:1%209

Intenzitet linija EPR spektra zavisi i od poloZaja uzorka, pa se za merenja
uglavnom koriste cilindri¢ne kvarcne kivete ¢ija orijentacija u magnetnom polju nema
uticaja na intenzitet dobijenog EPR signala. Uzorak se u Kivetu postavlja tako da se po
njenom uno$enju u rezonatorski prostor nade u regionu gde komponenta magnetnog
polja zraenja ima maksimalnu, a komponenta elektricnog polja minimalnu vrednost.

Uzorci koji se analiziraju EPR tehnikom mogu biti Cvrsti ili tecni, pri ¢emu se te¢ni
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unose u kvarcne Kkapilare, ili u posebna teflonska creva koja se potom stavljaju u

kvarcnu kivetu, odnosno druge specijalno dizajnirane nosade.'*

Prilikom rada sa EPR spektrometrom, staticno magnetno polje mora biti stabilno
1 dobro kontrolisano. Razlike u jacini ovog polja zapravo se prevode u odgovarajuce
razlike u razdvajanju energijskih nivoa, AE. Elektromagnet je uobicajeni izvor stati¢nog
magnetnog polja kojim se postize razdvajanje spinskih energijskih nivoa. Izraden je od
gvozdenih poluga oko kojih su namotane bakarne Zice, povezane sa izvorom elektri¢ne
energije. Odgovarajuci rad uslovljen mu je stabilnim napajanjem elektricnom energijom
i odgovarajuéim hladenjem (najéeié¢e vodenim).'®> EPR spektrometri namenjeni za

analize u X-oblasti sadrze magnet sa intenzitetom polja do 6000 G (0.6 T).

Modulacija polja vrsi se pomoc¢u Helmholcovih zavojnica postavljenih na svakoj
strani rezonatorske Supljine duz pravca prostiranja magnetnog polja. Pri uspostavljanju
rezonancije, njegova uloga je da kroz promenu polja poveca odnos signal/Sum, ¢ime se
modifikuje amplituda reflektovanih talasa, najces¢e na 100 kHz. Ovaj postupak
transformise EPR signal u sinusoidu ¢ija je amplituda srazmerna nagibu rezonantne
linije.?°

Nakon izlaganja uzorka dejstvu magnetnog polja, on apsorbuje deo zracenja,
tako da detektor registruje malo smanjenje intenziteta zraenja. NajceSc¢e koriSceni
detektor u EPR tehnici jeste Sotkijev (Schottky) diodni kristal. Ovaj uredaj pretvara
mikrotalasnu snagu u elektri¢nu struju. Pri vrednostima snage mikrotalasa manjim od 1
HW, detektovana struja direktno je proporcionalna snazi mikrotalasa.”’® Pri veéim
snagama, detektovana struja srazmerna je kvadratnom korenu snage mikrotalasa (ovi
detektori nazivaju se linearnim). Za kvantitativna odredivanja, zbog bolje osetljivosti,
pogodno je da detektor radi u linearnoj oblasti. Optimalna jacina struje koja stize na
detektor iznosi 200 pA. Kako bi se to obezbedilo, deo mikrotalasnog zracenja izvora
biva preusmeren u referentnu granu, gde se reguli$e njegova snaga, nakon Cega detektor
biva snabdeven dodatnom snagom mikrotalasnog zracenja. Sem toga regulisan je i fazni
pomeraj, kako bi se obezbedilo da mikrotalasi iz referentne grane budu u istoj fazi sa
signalnim mikrotalasnim zra¢enjem pri dolasku do detektora. Detektori ovog tipa
obi¢no se izraduju od silicijuma 1 volframa 1 izuzetno su osetljivi (primera radi,

dejstvom statickog elektriciteta lako se mogu ostetiti).?”® Iz tog razloga, automatski je
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regulisano da ukoliko do detektora stigne struja jacine vece od 400 pA, snaga

mikrotalasa koje emituje izvor preventivno bude umanjena.

Rezultat snimanja EPR spektrometrom obi¢no je u formi xy-grafika prvog
izvoda apsorpcionog spektra. Jac¢ina magnetnog polja predstavljena je na x-0si, a

intenzitet struje detektora na y-osi.

Kompjuterski softver kod EPR uredaja moze biti pasivan (samo prikuplja
podatke sa detektora) ili aktivan (pruza mogucnost finog podeSavanja i kalibracije

uredaja). Noviji uredaji mahom imaju aktivan kompjuterski softver.

Nacini primene EPR spektroskopije u biomedicini su u stalnom porastu. Sa
lakSom dostupnosti i nizom cenom EPR uredaja (ve¢ postoje prenosive verzije kojima
je moguce raditi jednostavnija snimanja), ova metoda postaje standardna u mnogim

biohemijskim laboratorijama.?

EPR spektroskopija jedna je od retkih metoda sposobnih za direktnu detekciju
radikalskih vrsta u slozenim sistemima poput ¢éelija i uzoraka tkiva. Po definiciji,
slobodni radikali su vrste koje sadrze nesparene elektrone, pa su samim tim
paramagnetici. Svojstvo paramagneti¢nosti ¢ini osnovu detekcije slobodnih radikala

posredstvom EPR spektroskopije.?"*

lako se ova metoda specifi¢éno primenjuje samo za
proucavanje vrsta koje imaju nesparene elektrone, i iznacajno je osetljivija u poredenju
sa drugim spektroskopskim metodama (granica osetljivosti EPR spektroskopije je reda
veli¢ine 10® — 10° M), niska koncentracija radikalskih vrsta prisutnih u biologkim
sistemima (obi¢no piko ili nanomolarnog reda veli¢ine) ¢ini njihovu detekciju veoma
otezanom.* Sem toga, pojedine radikalske vrste su toliko reaktivne da nikada ne
dostizu koncentraciju potrebnu za detekciju EPR-om. Primer je hidroksilni radikal, koji
reaguje sa drugim hidroksilnim radikalima ili organskim molekulima u difuziono
kontrolisanim procesima. Brzina ovih reakcija organi¢ena je ucestaloS¢u sudara
hidroksilnog radikala sa drugim hemijskim vrstama. Zbog toga je direktna detekcija

ovog radikala u biolo§kim sistemima prakti¢no neizvodlj iva.?tt

2.5.3.,,Spin-trap” EPR tehnika

Slobodnoradikalske vrste od bioloSkog znafaja su najceS¢e S = '2 sistemi.

Biradikalske vrste nisu toliko uobicajene, a do sada u zivim ¢elijama nisu detektovane
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vrste sa vise od dva nesparena elektrona. lako ovo naizgled pojednostavljuje primenu
EPR-a u izuc¢avanju bioloskih sistema, problem koji se javlja jeste stabilnost radikalskih
vrsta. Neke vrste reaguju sa okolinom toliko brzo da ih je nemogucée detektovati kao
takve (u svom izvornom obliku), dok neke poseduju dovoljnu stabilnost. Neke
radikalske vrste, Gak i kada su prisutne u koncentracijama veé¢im od 10® M ne mogu se
izuCavati na sobnoj ili fizioloSkoj temperaturi, poSto su vremena njihove spinske
relaksacije veoma kratka, zbog ¢ega su linije njihovih pikova previse Siroke da bi se
mogle direktno proucavati EPR-om. To je slucaj sa superoksidnim i hidroksilnim

212

radikalom.”** Takode, u bioloskim sistemima dolazi do istovremene proizvodnje vise od

jedne radikalske vrste, $to dodatno otezava EPR studije.?™®

Problem detekcije kratkozive¢ih slobodnoradikalskih vrsta do sada je
prevaziden na dva nacina: hemijskom stabilizacijom posredstvom interakcije sa
dijamagnetnom vrstom, tako da nastaje novi radikal sa duzim vremenom zivota, ili
fiziCkom stabilizacijom zamrzavanjem na temperaturama ne vec¢im od 175 K.
Nedostatak stabilizacije zamrzavanjem je u tome $to se radikal viSe ne nalazi u te€nom
okruzenju, a nastali anizotropni efekti mogu otezati njegovu identifikaciju. Sem toga, za

zamrzavanije je potrebno 5 — 10 ms.*

Posebna tehnika u EPR spektrometriji je takozvana tehnika hvatanja spinova,
poznatija pod engleskim nazivom ,,spin-trap” tehnika. Hvataci spinova, odnosno spin-
trapovi su dijamagnetne supstance koje reaguju sa radikalima (obi¢no posredstvom
dvostruke veze u svojoj strukturi), formiraju¢i radikale (adukte) koji su stabilniji u
odnosu na radikale posredstvom kojih su nastali. Ovi proizvodi potom mogu biti
detektovani i analizirani primenom EPR spektrometrije.'® EPR spektri spinskih adukata
pruzaju kvantitativnu informaciju o koli€ini radikala prisutnih u datom uzorku, ali se
pomocu njih moze identifikovati i vrsta radikala (na osnovu konstanti hiperfinog
214

cepanja, Sirine linija i simetrije).””" Metodologija spin-trapovanja razvijana je jo$ krajem

Sezdesetih godina proslog veka, a usavrsio ju je Edvard Janzen (Edward Janzen) 1984.

godine.???

Spin-trapovi nisu pogodni za stabilizaciju makromolekulskih radikala zbog niske
reaktivnosti usled sternih razloga. Oni se koriste za stabilizaciju fizioloski znacajnih

malih molekula, poput hidroksilnog ili superoksidnog radikala. Uprkos znacajnoj koristi
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primene spin-trapova, jedan od nedostataka ove tehnike je gubitak informacija o prirodi

i koncentraciji izvorne radikalske vrste.'**

Najrasprostranjenija jedinjenja koja se koriste kao spin-trapovi sadrze nitronsku
ili rede nitrozo grupu. Obe ove klase jedinjenja sa izvornom slobodnoradikalskom
vrstom formiraju adukt u obliku nitroksidnog slobodnog radikala (slika 16).** Spin-
trapovi koji sadrze nitronsku grupu najceSce se sintetiSu modifikacijom 5,5-dimetil-1-
pirolin-N-oksida (DMPO), a oni sa nitrozo grupom modifikacijom 2-metil-2-
nitrozopropana (MNP), (slika 17).%619%:412

HsC | HsC | X

Q Q
DMPO
CH CH
8 ) | 3 X
X
H,C—C——N=—0 E——— H;C—C——N
| 0
CHs CHs,
MNP

Slika 16. Formiranje adukata spin—trapova DMPO i MNP.
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Slika 17. Strukture Cesto kori$¢enih spin-trapova.

Prednost primene spin-trapova sa nitrozo grupom ogleda se u tome da polazna
radikalska vrsta biva direktno vezana za atom azota iz nitrozo grupe, pa se tako nade u
neposrednoj blizini nesparenog elektrona lokalizovanog na nitrozo grupi. To omogucuje
detekciju dodatnih hiperfinih kuplovanja koja poticu od jezgara koja imaju ukupan
magnetni momenat razli¢it od nule. Ipak, nedostatak ovih spin-trapova je to Sto
dugoziveée adukte formiraju sa vrlo malim brojem radikala. Sem toga, termicki i
fotohemijski su nestabilni, pa razlaganjem daju razlicite radikalske vrste, §to dovodi do

pojave artefakata na EPR spektrima i komplikuje analizu. !9

Adicijom polazne radikalske vrste na nitrone, nastaju stabilni aminoksil radikali.
Nitronski trapovi daju Siri spektar razli¢itih dugoZzivecih spinskih adukata (ugljeni¢no,

kiseoni¢no, sumporno i azotno centriranih) u odnosu na trapove sa nitrozo grupom.‘“s’211
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Ipak, polazna radikalska vrsta (slobodni radikal koji se vezuje za spin-trap) je kod ovih
trapova udaljenija od nitroksidne grupe, usled ¢ega kod nekih nitronskih trapova dolazi
do minimalnog ili nikakvog hiperfinog kuplovanja od strane te radikalske vrste (slika
16). To u izvesnoj meri otezava nhjenu identifikaciju, poSto se¢ onda ona zasniva
iskljuc¢ivo na uticaju polazne radikalske vrste na hiperfino kuplovanje magnetnih centara
iz samog trapa (obi¢no nitroksidnog azota i susednih atoma vodonika). Ipak, kod vecine
nitronskih trapova intenzitet hiperfinog kuplovanja koje potice od f vodonikovog atoma
(slika 16) znacajno zavisi od konformacije nitronskog prstena, na koju uti¢e u znac¢ajnoj
meri osnovna radikalska vrsta. Na taj nacin je moguée do¢i do podataka o prirodi
polazne radikalske vrste.*® Jedan od najéesée koris¢enih spin-trap molekula je DMPO.
On je relativno stabilan, a spektre njegovih adukata je relativno jednostavno
interpretirati zbog razli¢itih vrednosti konstante hiperfinog cepanja (posebno u slucaju
superoksidnog i hidroksilnog radikala).”*® Nazalost, ovaj trap je Cesto neselektivan, sa
aduktima koji Cesto imaju kratko vreme zivota. Noviji spin-trap, ¢iji je prekursor
DMPO, jeste DEPMPO (5-(dietoksifosforil)-5-metil-1-pirolin-N-oksid). Ovaj molekul
reaguje sa hidroksilnim radikalima dajuci pri tome dovoljno stabilne adukte koje je
moguce detektovati EPR spektrometrijom. Na taj nain prevazilazi se problem direktne
detekcije hidroksilnih kao i drugih radikala EPR metodom, koji nastaje usled njihovog
kratkog vremena zivota.?® Pogto je DEPMPO zapravo fosforilovani analog spin-trapa
DMPO, prisustvo 3P doprinosi dodatnom hiperfinom cepanju EPR spektralnih linija,
tako da svaki njegov spin-adukt ima karakteristi¢an multipletni EPR signal sa minimum
osam pikova, koji je toliko specifi¢an da se moZe smatrati ~otiskom prsta” tog radikala.
Postojanje tolikog broja pikova je u izvesnoj meri problematicno, posebno kod
bioloskih sistema kod kojih moZe istovremeno biti prisutno viSe razli¢itih radikalskih
vrsta. Na EPR spektrima snimljenim u takvim uslovima moze do¢i do preklapanja
pikova, Cime se otezava identifikacija adukata. Ovi problemi prevazilaze se primenom
razli¢itih tehnika multivarijantne analize i sloZenih matemati¢kih algoritama u cilju

izolovanja spektara pojedinacnih adukata ?'®

Analiza kinetike in vivo primenom spin-trapova, u sluc¢aju hidroksilnog i
superoksidnog radikala, je otezana i zato $to formirani adukti bivaju redukovani od
strane sveze proizvedenih radikala, a dolazi i do konverzije DEPMPO/OOH adukta u

DEPMPO/OH adukt. Jedno od resenja za ovaj problem je i koriS¢enje nitroksidnih
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spinskih proba umesto spin-trapova. Za razliku od trapova, spinske probe su ve¢ same
po sebi stabilni radikali, koji u reakciji sa drugim radikalima bivaju prevedeni u formu

hidroksilamina, usled ¢ega se smanjuje intenzitet pikova na njihovim EPR spektrima.”*®

Ponekad je potrebno izvrsiti i kompjuterske simulacije eksperimentalno
dobijenih EPR spektara pri trapovanju, kako bi se odredile tacne vrednosti konstanti
hiperfinog kuplovanja. To se naj¢es¢e vrsi u slucaju da spektar sadrzi vise od jedne

komponente.

Sa aspekta hemijske kinetike, vazno je da se reakcije formiranja adukta izmedu
spin-trapa i radikala deSavaju vrlo brzo, poSto to povecava izglede za dobijanje
intenzivnog EPR signala. Zapravo, poZeljno je da je brzina nastanka adukta velika, a
brzina njegovog razlaganja $to manja. UobicCajeno je da se koriste visoke koncentracije

trapa (MM ili M), jer se time postiZe efikasnije trapovanje.*®

lako komercijalno dostupni spin-trapovi imaju deklarisani nivo ¢istoée >99%,
posto se u eksperimentima koriste u visokoj koncentraciji, i koncentracija
kontaminanata je povecana. Ukoliko su oni u formi radikala ili jedinjenja koja mogu
formirati radikale, to predstavlja ozbiljan eksperimentalni problem. Iz tog razloga, do

sada je razvijeno viSe metoda za dodatno preciS¢avanje spin-'[rapova.217‘218

2.6. Lipozomi

Lipozomi su prvi sistemi nanometarskih dimenzija za transport lekova koji su
usli u klini¢ku upotrebu. Prvi put su u literaturi opisani 1961. godine.?! Njihov razvoj

zapoceo je 1965. godine, a 1995. su prvi put upotrebljeni u terapeutske svrhe.?*?

Sama ideja 0 proizvodnji lipozoma javila se jo$ pri izuCavanju Celijskih
membrana. Prirodne celijske membrane sastoje se od lipidnog dvosloja u koji su
integrisani ili na njegovoj povrsini vezani razli¢iti molekuli poput proteina, i drugih,
manjih molekula. Posto je uoceno da prirodni lipidi (mahom su to fosfolipidi) mogu da
se samoorganizuju u vezikule (dvosloje sfernog oblika), pretpostavljeno je da do istog
efekta moze do¢i i kod njihovih sinteti¢kih analoga.?® Lipozomi predstavljaju lipidne
vezikule sastavljene iz jednog ili viSe koncentri€nih lipidnih dvosloja razdvojenih
vodom, koji okruzuju vodeno srediste.””* Moze se reéi da su lipozomi pojednostavljeni

model celijske membrane, bez njenih ostalih elemenata. U zavisnosti od nacina
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pripreme, lipozomi mogu biti veli¢ine od nekoliko nanometara do nekoliko
mikrometara. Sem toga, mogu se sastojati iz razli¢itog broja lipidnih dvosloja, imati
razli¢it sastav i naelektrisanje.”® Na osnovu strukture (broja lipidnih dvosloja od kojih
su sazdani), lipozomi se mogu podeliti na jednoslojne i vieslojne (slika 18). Jednoslojni
lipozomi mogu se dalje podeliti prema veli¢ini na male (do 100 nm) i velike (do 1 um)
jednoslojne vezikule. Kod viSeslojnih lipozoma, individualni slojevi su slozeni

koncentri¢no, poput opni u glavici luka, pre¢nika do 20 um.222’223

Slika 18. Jednoslojni (A) i viSeslojni (B) lipozomi. Hidrofobni lek (1) inkorporiran u
membranu i hidrofilni lek (2) enkapsuliran unutar hidrofilnog jezgra lipozoma (C).

Slika prilagodena iz literature 22422

Lipozomi se najces¢e prave od fosfolipida, mahom od neutralnog
fosfatidilholina i negativnho naelektrisane fosfatidinske kiseline, fosfatidilglicerola,
fosfatidilserina i fosfatidiletanolamina. Svako od ovih jedinjenja ima razli¢itu
kombinaciju lanaca masnih kiselina u svom hidrofobnom delu. U sluc¢aju da je potrebno
proizvesti katjonske lipozome, u tu svrhu koristi se stearilamin. Pored naelektrisanja, i
broj dvostrukih veza u ugljovodoni¢nim lancima ovih molekula odgovoran je za
rigidnost i fluidnost lipozoma.?® Osim toga, lipozomi se mogu praviti i od posebno

sintetisanih lipidnih komponenti, koje poseduju specificne funkcionalnosti.

Postoji nekoliko postupaka za pravljenje lipozoma, a neretko se mogu dobiti i
njihovom kombinacijom.??” Najjednostavniji postupak svodi se na formiranje tankog
lipidnog filma (obi¢no na zidu staklenog balona), rastvaranjem lipidnih komponenti u
pogodnom (lako isparljivom) rastvarau, i potom uparavanjem tog rastvaraca pod
vakuumom. Hidratacijom ovog filma, dolazi do formiranja lamelarnih struktura, koje se
pri vorteksovanju, meSanju ili muckanju kidaju i ponovo formiraju, pri ¢emu se
hidrofobne ivice okre¢u ka unutrasnjosti, daju¢i lipozome. NeSto sloZeniji metod

podrazumeva sonikaciju. Nakon dodavanja vode (ili odgovaraju¢eg vodenog rastvora) u

67



lipidnu sredinu, na ovakav sistem deluje se ultrazvukom. To se postize bilo unoSenjem
posude u ultrazvucno kupatilo, ili postavljanjem vrha posebne ultrazvucne probe
direktno u rastvor. Pri ovom postupku, potrebno je voditi racuna o tome da upotreba
ultrazvuka moze dovesti do lokalnog pregrevanja suspenzije, pa je pozeljno dodati led u
ultrazvuénu kadu.?*#" Metod obrnuto-faznog uparavanja je posebno koristan, posto se
njime dobijaju lipozomi u koje je moguce uneti znatno vise vodenog rastvora. Metod se
zasniva na sonikaciji vodenog rastvora (koji moze sadrzati i komponentu koju je
potrebno transportovati lipozomima) zajedno sa organskim rastvaraCem u kome se
nalaze rastvorene lipidne komponente od kojih ¢e lipozomi biti sazdani. Sporim
uparavanjem organskog rastvaraca nastaje Zelatinozna masa iz koje nastaju micele, oko
kojih se zatim u slojevima formiraju lipozomi. Prethodno opisanim metodama teSko je
kontrolisati dimenzije lipozoma. Zbog toga je pogodno lipozome praviti ekstruzijom

® Komponente koje je potrebno

kroz membrane odgovarajuéih dimenzija.?
transportovati lipozomima mogu se ili dodati direktno u vodeni rastvor kojim se vrsi
hidratacija (u slucaju da se radi o jedinjenjima rastvornim u vodi), ili u organsku fazu
koja sadrzi lipide potrebne za njihovo formiranje (u slucaju da se radi o lipofilnim
jedinjenjima). Poboljsanje enkapsulacije vodorastvornih jedinjenja postiZe se ukoliko se
ve¢ formirani lipozomi dehidriraju uz dodatak komponente koju je potrebno
enkapsulirati. Prilikom rehidratacije, potrebno je vodu dodavati u veoma malim
inkrementima, i po dodatku svakog inkrementa vorteksovati suspenziju. Usled bliskog

kontakta lipida 1 dodatog jedinjenja, efikasnost enkapsulacije biva znacajno

. 224
povecana.

Zbog svoje biokompatibilnosti, niske toksi¢nosti, moguénosti transporta kako
hidrofilnih, tako i hidrofobnih supstanci (slika 18), razgradivosti bez formiranja po
zdravlje Stetnih proizvoda, lipozomi su postali predmet sve veceg broja razliCitih
farmakoloskih, biohemijskih i medicinskih studija.?*® Lipozomi u organizam mogu biti
uneti intravenski, oralno, putem respiratornog trakta, a mogu se Kkoristiti i

Ly 203,22522
topiéno. 223425229

Integrisanje bioaktivnih jedinjenja u lipozome vrSi se radi
prevazilaZenja razli¢itih problema koji ometaju njihovu primenu u terapeutske svrhe.
Upotrebom lipozoma, hidrofobni lekovi mogu se indirektno uciniti vodorastvornim,
mogu se izbe¢i njihova neZeljena fizioloska svojstva (toksi¢nost), i moZe se kontrolisati

njihova biodistribucija i vreme zadrzavanja u organizmu.”*?* Kod oralne primene
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lekova, lipozomi se ponaSaju kao zastitna barijera, koja sprecava dejstvo enzima

prisutnih u digestivnom traktu, zeludatnog soka, Zuéi i crevne flore na sam lek.?2>#%

Primena lipozoma u terapeutske svrhe moze se dalje unaprediti modifikovanjem
njihove povrsine ili strukture ligandima pogodnim za ciljan transport ovakvih lipozoma
do Zeljenih organa. U tu svrhu najceSce se koriste antitela i razliciti peptidi, ali razvijeni
su i termosenzitivni i pH-senzitivni lipozomi, koji reaguju na fizioloske karakteristike
tkiva.’®® Zanimljiva je i upotreba lipozoma kao transportera lekova koji nisu ni
enkapsulirani ni ugradeni u strukturu lipozoma. Naime, moguce je povrSinu lipozoma
modifikovati supstancama koje potom interaguju sa lekovima, bilo tako §to se za njih
direktno vezuju, ili formiraju dzepove u koje potom lek moze biti smesten.”>?" Takvi

lipozomi nazivaju se stelt lipozomima (od eng. stealth — prikriven).

Osim lipozoma, ispitivana je i mogucnost primene micela za transport lekova.
Iako je dokazano da je to moguce, prednost lipozoma ogleda se u tome §to su pogodni
za transport i hidrofilnih i hidrofobnih supstanci, i $to je, zbog njihove veli¢ine, po
jedinici lipozoma moguce transportovati znatno vecu koli¢inu datog jedinjenja nego u
slucaju micela.”®® Medutim, primena lipozoma sa sobom nosi 1 izvesna ogranicenja.
TroSkovi proizvodnje lekova enkapsulacijom u lipozomima su relativno visoki. Osim
toga, ustanovljeno je i da tokom transporta lekova, moze do¢i do njihovog curenja iz
lipozoma.?* Jedno od ogranienja je i brza eliminacija lipozoma iz organizma putem
fagocita u jetri i slezini.?*® Tako se lipozomi ponasaju poput biomembrana, organizam ih
ipak prepoznaje kao strana tela. Ovaj problem je donekle prevaziden smanjenjem

dimenzija lipozoma i modifikacijom njihovog sastava.’**

U organizmu se najduZe
zadrzavaju nenaelektrisani lipozomi dimenzija manjih od 0,05 pm.**? Eksperimentalno
je ustanovljeno da lipozomi sastavljeni od fosfatidilholina iz jajeta i holesterola bivaju

znatno sporije eliminisani iz organizma, a i ova formulacija je dodatno unapredivana.243

2.7. Cikli¢na voltametrija

Cikli¢na voltametrija je najceS¢e koriS¢ena tehnika za dobijanje neophodnih
informacija o elektrohemijskim reakcijama. Prvi put je primenjena 1938, a detaljnije
objasnjena 1948. godine.244 Cikli¢na voltametrija predstavlja jednu od najznacajnijih

metoda elektrohemijske analize. Primenjuje se, izmedu ostalog, za ispitivanje
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mehanizama organskih reakcija, kao i za izucavanje termodinamickih, kinetickih i
elektrohemijskih osobina razli¢itih redoks sistema. Sem toga, svoju primenu ova
metoda ima i u oblastima poput nauke o materijalima, fotonici, citologiji, neurologiji i
drugim.245 Cikli¢na voltametrija je pogodna kako za inicijalna proucavanja potpuno
novih sistema, tako i za proucavanja krajnje komplikovanih elektrodnih reakcija u
organskoj hemiji, farmaciji i hemiji prirodnih proizvoda. Rezultati ciklovoltametrijskih
eksperimenata mogu dati uvid u redoks mehanizme u kojima ucestvuju biomolekuli i

produbiti razumevanje mnogih in vivo redoks procesa.?**

Cikli¢na voltametrija je elektrohemijska metoda koja se zasniva na cikli¢noj
promeni elektrodnog potencijala radne elektrode od pocetne vrednosti E; do vrednosti
E, (slika 19).%*° Skeniranje se vrii odgovarajuéom brzinom uz merenje vrednosti jagine
struje nastale kao posledica razmene elektrona izmedu povrSine elektrode i1 redoks-

aktivnih vrsta prisutnih u rastvoru.?*’

Elektrodni potencijal

A

Y S e i

4

>
Vreme

Ey fmmmmmmmmmmmmm e}

Slika 19. Grafik promene elektrodnog potencijala u toku vremena.

Snimanje ciklovoltamograma pocinje se na potencijalu pri kome se ne deSavaju
procesi oksidacije ili redukcije elektroaktivne vrste.”*’” Potencijal se zatim menja u
katodnom ili anodnom smeru potencijalskog prozora u kome se merenje vrsi, do tacke
na kojoj dolazi do razmene elektrona (oksidacije ili redukcije), pri ¢emu se na
ciklovoltamogramu pojavljuje pik jacine struje. Kao rezultat prethodno navedenih
elektrohemijskih procesa dobija se cikli¢ni voltamogram prikazan na slici 20. Vreme

snimanja jednog ciklusa zavisi od prozora potencijala i brzine skeniranja.?*®
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Svaki cikli¢ni voltamogram karakteriSu struja pika i potencijal pika. Karakteristicni
pikovi koji se javljaju na ciklicnom voltamogramu (obelezeni crvenim kruzi¢ima na

slici 20) nastaju kao posledica formiranja koncentracionog gradijenta na povrSini

elektrode, koji se ne moze ukloniti usled difuzionih ograni(“:enja.248

Struja

a o
Ep Ep

Slika 20. Izgled cikli¢nog voltamograma reverzibilnog procesa. Karakteristi¢ni

maksimumi oznaceni su crvenom bojom.

Povecanjem brzine polarizacije elektrode, to jest brzine skeniranja, povecava se i

249

intenzitet struje pika 7, (slika 21).“" Za odredivanje reverzibilnosti sistema su bitna dva

parametra, odnos intenziteta pikova struje /,/1;, i razlika izmedu potencijala pikova

a 244
E,- Eg.

Struja

Slika 21. Povecanje intenziteta pika sa povecanjem brzine skeniranja kod potpuno
reverzibilnog elektrohemijskog procesa. Ciklovoltamogram prikazan crnom bojom
sniman je najmanjom brzinom, a ciklovoltamogram prikazan zelenom bojom sniman je

najve¢om brzinom skeniranja.
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Svi elektrohemijski procesi mogu se podeliti na reverzibilne, ireverzibilne i
kvazireverzibilne. Vrednost jaCine struje pika kod reverzibilnih elektrohemijskih
sistema data je Randles-Sevéikovom (Randles-Sevcik) jedna¢inom, koja za temperaturu

od 25°C ima oblik?43:2:

[,=2,69-10° -4 -n¥*- D" - V2. C, (29)

gde je [, — vrednost grani¢ne difuzione struje (visina pika), v — brzina promene
potencijala (brzina skeniranja) (Vs™), n — broj razmenjenih elektrona, 4 — povrsina
mikroelektrode (cm?), D — difuzioni koeficijent elektroaktivne vrste (cm?/s), C, —
koncentracija elektroaktivne vrste O u rastvoru (mol/cm?).

Odnos 1, /1, za reverzibilni sistem iznosi 1, i nezavisan je od brzine polarizacije i
koeficijenta difuzije. Ipak, ta nezavisnot nije apsolutna, ve¢ vazi za dovoljno velike
difuzione koeficijente (tj. za suviSe male difuzine koeficijente proces nece biti
reverzibilan). Sem ovoga, svaki snimljeni cikli¢ni voltamogram za reverzibilne procese
244,246

ima izvesne opste karakteristike:

a. Razlika potencijala izmedu pikova je:

59

AE= Ey- By = —(mV) (30)

p p

b. Intenzitet struje odredenog pika proporcionalan je korenu brzine skeniranja

c. Potencijal pika se ne menja sa promenom brzine skeniranja

Osim reverzibilnih, postoje i ireverzibilni sistemi. Prenos elektrona je kod njih
spor. Vrednost jaCine struje pika za ireverzibilan proces na 25°C data je
jednaéin0m248'25°:

1,=2,9910° - (an)"* - 4 - (D-W)"* - C, (31)

gde je a koeficijent prenosa elektrona, i ima vrednost izmedu 0 i 1.

Potencijal na kome se nalazi pik pri ireverzibilnom procesu zavisi od konstante
brzine elektrodne reakcije. Za ireverzibilne procese je karakteristicna velika
razmaknutost izmedu vrednosti potencijala na kojima se pojavljuju pikovi (AE > 59/n
mV), a Cesto i potpuni izostanak pika u povratnom delu ciklovoltamograma.?*®

Izmedu ova dva slu€aja postoji veliki broj tzv. kvazireverzibilnih procesa.

Kvazireverzibilni procesi zavise od brzine difuzije i kinetike elektrodnog procesa.
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Za snimanje ciklovoltamograma koristi se potenciostat sa troelektrodnim

sistemom koji se sastoji od radne, pomoéne i referentne elektrode (slika 22).%*

Generator Ciklicni
funkcije voltamogram
Pomoéna elektroda Potenciostat Referentna elektroda
N
Ne

o

Radna elektroda

—f§— Rastvor elektrolita

Slika 22. Sematski prikaz sistema za cikli¢nu voltametriju.

U C¢eliju za cikli¢nu voltametriju postavljene su tri elektrode 1 uvodnik za
barbotiranje azota ili argona koji sluZi za uklanjanje kiseonika iz sistema. Uklanjanjem
kiseonika eliminiSu se voltametrijski talasi koji poticu od njegove redukcije, a koji Cesto
prekrivaju voltametrijske talase ispitivane elektroaktivne vrste, i na taj nacin otezavaju
ispitivanje.?%%

Pravilan odabir radne elektrode je od klju¢nog znacaja za eksperiment. Redoks
potencijal molekula koji se analizira mora se nalaziti u opsegu potencijala u kome
pozadinske struje, koje poticu od same elektrode nece ometati odredivanje. Kao radne
elektrode koriste se elektrode od zlata, srebra, staklastog ugljenika (dobijenog pirolizom
fenol-formaldehidnih smola u inertnoj atmosferi), platine, ugljeni¢nih vlakana
utopljenih u polimernu matricu i drugih materijala.®* Elektrode od platine i zlata, koje
su medu najcesce koris¢enim radnim elektrodama, koriste se za ispitivanje kako
organskih, tako i neorganskih supstancija, zbog toga Sto imaju visoku vrednost
nadnapona za izdvajanje kiseonika, §to omogucava skeniranje u Siroj oblasti anodnih
potencijala. Nasuprot tome, niska vrednost nadnapona za izdvajanje vodonika limitira
upotrebu ovakvih elektroda u $iroj oblasti katodnih potencijala Sto, izmedu ostalog,

zavisi 1 od pH vrednosti sredine u kojoj se vr$i snimanje cikli¢nih voltamograma.
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U nevodenim rastvorima, nadnapon kiseonika i vodonika nemaju uticaja na
odredivanje, ali umesto toga, znacajan faktor postaje potencijal razlaganja nevodenog
rastvaraca i pomoc¢nog elektrolita. Takode, eventualno prisutna voda koja ¢ini necistocu
nevodenog rastvaraca, suzava opseg potencijala u kome se vrsi odredivanje, u zavisnosti
od koli¢ine prisutne vode.?*®

Uloga pomo¢ne elektrode je da omoguéi protok naelektrisanja (elektrona u
spoljaSnjem elektricnom kolu i jona kroz rastvor). Kao pomoc¢ne elektrode najcesce se
upotrebljavaju elektrode od inertnih materijala, kao Sto su plemeniti metali, grafit i
staklasti ugljenik. NajceS¢e primenjivane pomocne elektrode su platinska Zzica i
mrezica.”!

Referentna elektroda sluzi za merenje elektrodnog potencijala radne elektrode.
Ova elektroda ima konstantan potencijal pri konstatnoj koncentraciji anjona koji su
prisutni u teSko rastvornoj soli kojom je metal od kog je izradena prevucen na
konstantnoj temperaturi, i na osnovu toga biva ustanovljen potencijal radne elektrode u

datom sistemu.?>?

U ovu svrhu se najées¢e koriste zasicena kalomelova ili
srebro/srebro-hloridna elektroda za ispitivanja u vodenim sistemima, dok se za
nevodene rastvarace koristi Ag/Ag(I) elektroda (koja predstavlja srebrnu Zicu u rastvoru

AgNO;3; u osnovnom elektrolitu koji je primenjen za odredivanj21).249'251

U slucaju
alkalnih vodenih rastvora uobiCajena je upotreba Hg/HgO elektrode ispunjene
rastvorom odgovarajuceg hidroksida. U rastvorima hlorida moZe da se primeni i sama
srebrna zica. Elektri¢ni otpor sistema radna-referentna elektroda je takav da
onemogucava protok elektricne struje upotrebom otpornika visoke otpornosti (preko

10MQ). Elektromotorna sila troelektrodnog sistema definisana je jedna¢inom 2°2;

Eprimenjeno: E —E+IR (32)

gde su: E.— potencijal radne elektrode, E..; — potencijal referentne elektrode, 7- R —

omski pad napona koji poti¢e od otpora rastvora koji se nalazi u voltametrijskoj ¢eliji.

Osnovni elektrolit bi trebalo da ima §to veci opseg potencijala u kome je elektro-
neaktivan. Odabir rastvaraca koji se koriste za pripremu rastvora zavisi od
rastvorljivosti osnovnog elektrolita i analita, njegove polarnosti, fizickih konstanti
rastvarada i uslova pri kojima se merenje izvodi.”>* Veliki broj elektrohemijskih merenja

se vr8i u rastvoru pomoc¢nog elektrolita ¢ija je koncentracija 50-100 puta viSa od
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koncentracije analita. Njegova osnovna uloga u sistemu je da omoguéi provodenje

elektriéne struje kroz rastvor poveéanjem elektriéne provodljivosti.>?

2.8. Ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija

Ultraljubicasta-vidljiva (UV-Vis, od eng. ultraviolet-visible) spektroskopija
bavi se prouCavanjem elektromagnetnog zra¢enja u opsegu talasnih duzina od 200 do
800 nm. Ovaj opseg moze se dalje podeliti na blisku ultraljubi¢astu (200-400 nm) i
vidljivu oblast (400-800 nm).?*® Posto zradenje u navedenoj oblasti apsorbuju elektroni,
ova metoda naziva se i elektronska spektroskopija. Prva merenja apsorpcije svetlosti iz
vidljivog dela spektra (kolorimetrija) izvrSena su 1830. godine. lako je ultraljubicasto
zracenje otkriveno 1801. godine, usled nedostatka adekvatnih uredaja za njegovu
detekciju, tek tridesetih i Cetrdesetih godina proslog veka doslo je do potpunog razvoja

UV-Vis spektroskopije.?*?

Prilikom apsorpcije zracenja odgovarajuce talasne duzine, elektroni iz stanja
nize energije (osnovnog stanja) prelaze u stanje vise energije (pobudeno stanje).
Apsorbovana energija odgovara razlici energija izmedu ova dva stanja. Ovo vise
energijsko stanje je nestabilno, i viSak energije se gubi u procesima relaksacije, poput
emisije svetlosti. Najveta verovatnoca prelaska elektrona u molekulu je iz najvise
popunjene molekulske orbitale (HOMO) u najniZzu nepopunjenu molekulsku orbitalu
(LUMO). Kod vec¢ine molekula, popunjene molekulske orbitale sa najnizom vrednosti
energije su o orbitale, koje odgovaraju ¢ vezama. m orbitale imaju neSto ve¢u vrednost
energije, a orbitale u kojima su smeSteni elektronski parovi koji ne ucestvuju u
vezivanju, nevezivne (n) orbitale imaju jo§ veéu vrednost energije. Nepopunjene,
odnosno antivezivne orbitale (¢~ i 7) imaju najvecu vrednost energije.”>* U gotovo
svim molekulima, elektroni mogu pro¢i kroz nekoliko razli¢itih prelaza izmedu nivoa
razli¢ite energije. Apsorpcijom zracenja u ultraljubiCastom i vidljivom delu spektra,
pored elektronskih prelaza dolazi i do pobudivanja vibracija i rotacija, za $ta je potrebna
znatno manja energija.?>** Posto se moze dogoditi veliki broj razligitih prelaza, sa
malom medusobnom energijskom razlikom, na UV-Vis spektru se opaza Siroka
apsorpciona traka, koja je zapravo sa¢injena od mnostva vrlo usko razmaknutih linija,
centriranih oko talasne duzine na kojoj se deSava najintenzivniji prelaz. PoSto su

molekuli kod kojih se javlja apsorpcija svetlosti okruzeni molekulima rastvaraca, usled
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njihove uzajamne interakcije i razmene energije, apsorpcioni maksimumi (pikovi)

poprimaju gladak, kontinualni oblik.2*

Sto je veéi broj molekula koji mogu apsorbovati svetlost date talasne duZine, to
¢e veci biti 1 intenzitet pika na apsorpcionom spektru. Intenzitet apsorpcije definisan je

pomo¢u Lamber-Berovog zakona (Lambert-Beer):?>®

1
A= 10g70=8Xc x[ (33)

gde je A apsorbancija, lp intenzitet upadnog zraCenja, | intenzitet zraCenja nakon
prolaska kroz uzorak, ¢ koncentracija uzorka, | duzina putanje zracenja kroz uzorak, a ¢
molarni ekstinkcioni koeficijent. Molarni ekstinkcioni koeficijent predstavlja konstantu
koja karakteriSe datu hemijsku vrstu, u odredenom rastvaracu, na odredenoj talasnoj

duzini.

U slucaju sistema koji sadrZe viSe od jedne komponente (pod uslovom da medu
njima ne dolazi do interakcija), Lamber-Berov zakon se moze prosiriti, tako da

apsorbancija biva aditivna?*:

n
A=Y g e (34)
i=1

U skladu sa Lamber-Berovim zakonom, kalibraciona kriva (apsorbancija
prikazana u funkciji koncentracije) trebala bi biti prava linija. Medutim, u praksi dolazi
do odstupanja od linearnosti. Odstupanje se moZe javiti jer ovaj zakon vaZzi za niske
koncentracije supstanci, poSto pri visim pojedinacne Cestice date hemijske vrste prestaju
da se ponaSaju nezavisno jedna od druge. Kao rezultat njihovih interakcija, dolazi do
promene vrednosti €. Sem toga, € moZe zavisiti 1 od indeksa refrakcije uzorka, koji ne
mora biti konstantan pri ve¢im koncentracijama. Takode, do odstupanja od Lamber-
Berovog zakona moZe do¢i i usled pojave hemijskih reakcija medu prisutnim

. . .. . .24
molekulima u rastvoru, ili konstrukcionih ograni¢enja samog uredaja. ®

Veze i funkcionalne grupe u molekulu koje imaju sposobnost apsorpcije
ultraljubicastog ili vidljivog zradenja nazivaju se hromofore.”® Ukoliko su za
hromofore direktno vezane zasi¢ene grupe sa slobodnim elektronskim parovima (—-OH,

—NH,, —SH, —Cl), onda dolazi do pomeranja apsorpcije ka ve¢im talasnim duZinama.
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Takve grupe nazivaju se auksohrome. U zavisnosti od na¢ina promene izgleda (polozaj i

intenzitet) apsorpcionog maksimuma na UV-Vis spektru, razlikuju se &etiri efekta®?;

Batohromni efekat — predstavlja pomeranje pika ka veé¢im talasnim duzinama

(crvenom delu spektra). Naziva se i crveni pomeraj.

Hipsohromni efekat — predstavlja pomeranje pika ka manjim talasnim duZinama.

Naziva se i plavi pomeraj
Hiperhromni efekat — predstavlja pojacanje apsorpcije
Hipohromni efekat — predstavlja smanjenje apsorpcije

Pri interpretaciji UV-Vis spektara, vazno je obratiti paznju na sloZenost spektra,
njegov polozaj u odnosu na vidljivu oblast, kao i na intenzitet i broj pikova koji se na
njemu mogu opaziti. Mnostvo traka koje se protezu i u vidljivu oblast obi¢no ukazuje na
postojanje konjugovanih i aromati¢nih hromofora, dok mali broj pikova ukazuje na

254

postojanje malog broja konjugovanih jedinica.”>" Identifikacija jedinjenja na osnovu

UV-Vis spektara danas je olak$ana postojanjem zbirki spektara velikog broja jedinjenja.

Najjednostavniji uredaj za detekciju UV-Vis zrafenja je jednozracni

fotometar.?>

Kod njega se primenom odgovarajuceg filtera selektuje svetlost odredene
talasne duzine koju emituje izvor. Snop svetlosti po prolasku kroz filter i uzorak dolazi
do detektora. Kod ovakvih uredaja je potrebno najpre potpuno tamnim filterom izvrSiti
kalibraciju na propustljivost od 0 %, a zatim snimiti baznu liniju pomocu rastvora (slepa

proba), koji sadrzi sve potrebne komponente izuzev samog analita.?*®

Zbog toga Sto se
filter mora podesiti za svaku novu talasnu duzinu, a potom ponovo izvrsiti kalibracija 1
snimanje bazne linije, fotometri nisu pogodni za snimanje ¢itavog apsorpcionog spektra.
Napredniji uredaji koriste monohromatore za odabir talasne duZine, 1 nazivaju se

spektrofotometri (slika 23).2%

Njima je moguce snimiti Citav apsorpcioni UV-Vis
spektar. Oni mogu biti jednozracni i dvozraéni.**® Dvozraéni su pogodniji za upotrebu,
posSto se kod njih slepa proba i uzorak nalaze na zasebnim putanjama svetlosti, a
detektor je konstruisan tako da propustljivost uzorka koriguje za vrednost

propustljivosti slepe probe.?*
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monohromator

)

|

ulazni izlazni
prorez prorez detektor
izvor disperzioni uzorak
svetlosti uredaj

Slika 23. Sematski prikaz spektrofotometra. Prilagodeno iz literature.?*®

UV-Vis spektroskopija ima Siroku primenu u laboratorijskoj praksi. Ova metoda
svoju popularnost, pored jednostavnosti i pristupacnosti opreme, duguje i ¢injenici da
mnoga organska i neorganska jedinjenja apsorbuju svetlost u UV-Vis oblasti, ili se
mogu modifikovati tako da se taj efekat postigne. UV-Vis spektroskopija je vrlo
pogodna za kvantitativnu analizu, gde se nepoznata koncentracija datog analita
jednostavno moze ocitati sa kalibracione prave. Sem toga, ova metoda najceSce se
koristi za odredivanje konstanti brzine i ravnoteze hemijskih reakcija, konstanti
disocijacije, i razli¢ite rutinske enzimske testove.”>> Nedostaci primene ove metode
ogledaju se u tome da je moguce proucavati samo jedinjenja koja apsorbuju svetlost u
UV ili vidljivom delu spektra, pri ¢emu je mogu¢ rad isklju€ivo sa te€nim uzorcima.
Dobijeni rezultati nekada mogu u znac¢ajnoj meri zavisiti od pH, temperature, prisustva
necisto¢a. Zbog teSkoca u interpretaciji spektara sloZzenih uzoraka, za identifikaciju

nepoznatih komponenti je ¢esto potrebno osloniti se na pouzdanije metode.
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3. Materijali i metode

3.1. Rac¢unarske metode

Za analizu sistema sa otvorenim ljuskama, kao Sto su slobodni radikali,
neophodno je koriS¢enje neograni¢ene metode (eng. unrestricted method) u okviru koje
se koriste razliCite prostorne orbitale za sve elektrone, ¢ak i za one elektrone koji su

spareni.
3.1.1. ®B97XD funkcional elektronske gustine

®B97XD funkcional spada u grupu hibridnih funkcionala sa korekcijom za
interakcije dugog dometa. Posto ovaj funkcional dobro opisuje i jake i slabe interakcije,
pogodan je za proracune kod kojih dolazi do formiranja i raskidanja kovalentnih,
odnosno vodoni¢nih veza.®®?%? Ovakve interakcije su prisutne pri formiranju i

raskidanju veza pre, odnosno nakon prelaznog stanja.
3.1.2. M06-2X funkcional elektronske gustine

MO06-2X funkcional je hibridni funkcional koji pripada grupi Minesota
funkcionala (nazvanih po Univerzitetu na kome su razvijeni), jednih od najceSce
koris¢enih u DFT proradunima.’®® Kod ovog funkcionala, 32 empirijski optimizovana
parametra ukljuéena su u slozeni funkcional izmene i korelacije elektrona.?®* M06-2X
funkcional koristi se za termohemijske 1 kineticke proracune. Posebno dobri rezultati

dobijaju se primenom ovog funkcionala kod sistema koji uklju¢uju organske radikale.”®®

3.1.3. Bazisni skup 6-311++G(2d,2p)

6-311++G(2d,2p) je bazisni skup podeljene valentnosti kod koga se elektroni
unutrasnjih ljuski prikazuju pomocu jedne kontrahovane funkcije, opisane pomocu Sest
primitivnih funkcija. Valentni elektroni kod ovog bazisnog skupa prikazuju se pomocu
tri kontrahovane funkcije, pri ¢emu prvu €ine tri, a drugu i trecu po jedna primitivna
funkcija. Da bi se uzela u obzir promena oblika orbitala u toku hemijske reakcije d
orbitale su pridruzene atomima ugljenika i kiseonika, a p orbitale atomima vodonika,

dok su difuzne funkcije dodate svim atomima.
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3.1.3. Model polarizabilnog kontinuuma

Model polarizabilnog kontinuuma (eng. polarizable continuum model, PCM)
jedan je od najcesce koris¢enih solvatacionih modela. Razvijan je od 1981. godin6266.
Kod PCM modela, rastvorena supstanca je opisana kvantnomehanicki, a rastvara¢ je
aproksimiran kao kontinuum bez strukture, ¢ija je priroda definisana elektriécnom

permitivnoscu, &, kao i nizom parametara.

Nedostatak ovog modela ogleda se u nemoguénosti preciznog opisa interakcije
molekula rastvorene supstance i rastvaraca, kao $to je obrazovanje vodoni¢ne veze.
Takode, nije u mogucénosti da opise prenos protona ili elektrona sa molekula rastvorene

supstance na molekul rastvaraca i obrnuto.
3.1.4. Kvantna teorija atoma u molekulima (QTAIM)

Topologija elektronske gustine analizirana je pomo¢u AIMALL programskog

paketa.?®’

Akcenat QTAIM analize stavljen je na delove sistema od interesa u toku
reakcije prenosa atoma vodonika, odnosno na dve kljuéne veze u tom procesu: vezu
izmedu atoma vodonika i kiseonika na hidrohinonu (H-O"?) koja se raskida i vezu

izmedu atoma vodonika i kiseonika na radikalu (H-O"") koja se formira.
3.2. Hemikalije

1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin (DPPC) kupljen je od Bachem,
(Svajcarska). Hloroform (CHCls) i 30 % vodonik-peroksid (H,O;) kupljeni su od
proizvodada Lach-Ner (Ceska Republika). Gvozde (IT) sulfat heptahidrat (FeSO,
7H,0), etanol, riboflavin i askorbinska kiselina kupljeni su od proizvodata Merck
KGaA (Nemacka). AccuGENE dejonizovana 18 MQ voda kupljena je od proizvodaca
Lonza (Belgija). Natrijum-nitroprusid (Naz[Fe(CN)sNO]) kupljen je od proizvodaca
Kemika (Hrvatska). N-(ditiokarboksi)sarkozin, diamonijumova so (DTCS) kupljena je
od proizvodaga Chemos CZ (Ceska Republika). 5-doksil-stearinska kiselina (5-DS)
kupljena je od proizvodaca Sigma-Aldrich (Sjedinjene Americke Drzave).
Dietilentriaminpentasiréetna kiselina (DTPA) kupljena je od proizvodaca Sigma-
Aldrich (gvajcarska). Monobazni natrijum fosfat dihidrat (NaH,PO, * 2H,0), dvobazni
natrijum fosfat dihidrat (Na;HPO,4 * 2H,0), hipoksantin i ksantin-oksidaza kupljeni su
od proizvodaca Sigma-Aldrich (Nemacka). 5-(dietoksifosforil)-5-metil-1-pirrolin-N-

80



oksid (DEPMPO) kupljen je od proizvodaca Focus Biomolecules (Sjedinjene Americke
Drzave). Hemikalije potrebne za pre¢is¢avanje DEPMPO, Kalijum—heksacijanoferat
(1) (K3[Fe(CN)s]), jonski izmenjivaé DEAE Sephadex A-25 i aktivni ugalj kupljeni su
od proizvodaca Merck KGaA (Nemacka). Metanol je kupljen od proizvodaca POCH
(Poljska). Avarol je izolovan iz morskog sundera Dysidea avara na Institutu za
biomolekularnu hemiju, CNR-ICB, u Pucuoliju — Napulj (ltalija). Sve navedene
hemikalije bile su analiticke Cistoce i koriS¢ene su bez prethodnog precis¢avanja, izuzev
DEPMPO, koji je precis¢en u skladu sa procedurom opisanom u literaturi®'’, kao i

avarola, pre¢is¢enog u Institutu na kome je i izolovan.

3.3. Izolovanje avarola

Avarol je izolovan iz morskog sundera Dysidea avara prikupljenog u
napuljskom zalivu, u skladu sa prethodno opisanom procedurom.”® Komadiéi tkiva
sundera Dysidea avara preliveni su dvostruko ve¢om zapreminom etanola, nakon ¢ega
je izvrSena homogenizacija u Daunsovom homogenizatoru. Homogenat je potom tri sata
lagano muckan, nakon ¢ega je u smesu dodat etil-acetat. Ovako dobijeni ekstrakt osusen
je pomocu anhidrovanog MgSO,, nakon cega je rastvara¢ uparen do suva pod
vakuumom. Avarol je identifikovan tankoslojnom hromatografijom, 1 dalje preciS¢en

primenom teéne hromatografije visokih performansi (HPLC).
3.4. Sinteza avarolskih i 100 % DPPC lipozoma

Pored razli¢itih korisnih svojstava po ljudsko zdravlje koje avarol poseduje, od
posebnog znacaja je 1 njegovo svojstvo da prolazi kroz krvno-moZzdanu barijeru. Ovo je
vazno zbog proucavanja mogucnosti njegove primene u prevenciji Alchajmerove bolesti
na nivou eliminacije slobodnih radikala kao njenih potencijalnih uzro¢nika, a bez
Stetnih efekata po sam organizam. Medutim, problem koji se dodatno javlja jeste
nerastvorljivost avarola u vodi, ¢ime se isklju¢uje mogucénost njegove distribucije do
mozga putem krvi.?®® Direktno unoSenje u mozak bilo bi rizi¢no 1 terapijski neprakti¢no.
Kao moguce reSenje za prevazilazenje ovog problema, avarol je moguce ugraditi u
lipidne strukture kao Sto su lipozomi, koji bi, zahvaljujuéi svojoj polarnosti mogli

znatno jednostavnije da transportuju avarol kroz vodenu sredinu.?%%™

81



Avarolski lipozomi pripremljeni su od avarola (10 %) i DPPC (90 %)
modifikovanom metodom tankog filma.?*’ Ukupna masa DPPC i avarola iznosila je 2,5
mg. Avarol i DPPC rastvoreni su u smesi hloroforma i metanola (u zapreminskom
odnosu 4:1, respektivno) u balonu sa okruglim dnom. Rastvara¢ je polako uparen na
sobnoj temperaturi primenom vakuum uparivaca. Tanki film koji se formirao na
zidovima balona hidratisan je sa 2 ml 18 MQ dejonizovane vode u inkrementima od po
250 pl, pri ¢emu je nakon svakog inkrementa sadrzaj balona vorteksovan 3 minuta, i
potom 3 minuta bio izloZen dejstvu ultrazvuka. Nakon toga, suspenzija je podvrgnuta
sonikaciji u trajanju od 20 minuta u ultrazvu¢noj kadi. Temperatura vode u ultrazvu¢noj

kadi kontrolisana je i regulisana dodatkom leda tako da ne prelazi 30 °C.

Ista procedura primenjena je i za dobijanje 100 % DPPC lipozoma, koji su tokom

eksperimenata upotrebljeni kao referentni.
3.5. Ekstruzija lipozoma

lako je sonikacija relativno jednostavan postupak formiranja lipozoma, kontrola
uslova kod ove tehnike je tesko izvodljiva, usled ¢ega se formiraju lipozomi nejednakih
dimenzija i loSe stabilnosti, a efikasnost enkapsulacije je niska. Kvalitet lipozoma moZze
se poboljsati ekstruzijom. Ekstruzija je proces propuStanja multilamelarnih lipozoma
kroz filter/membranu sa porama definisanih dimenzija, u cilju dobijanja suspenzije
lipozoma &iji proseéni pre¢nik odgovara preéniku pora filtera/membrane.?’* Ekstruzijom
je moguce proizvesti unilamelarne lipozome u fizioloSki znacajnom opsegu dimenzija
od 30 — 200 nm.?" Tkiva imaju bolju propustljivost za lipozome ovih dimenzija, u
odnosu na lipozome koji imaju veéi preénik. Sa druge strane, lipozomi pomenutih
dimenzija se 1 sporije uklanjaju iz organizma, §to je vazno zbog mogucnosti produzene
isporuke supstanci koje su u njih ugradene/enkapsulirane.”” U cilju dobijanja lipozoma
uniformne veli¢ine, suspenzija je ekstrudovana upotrebom Avanti Mini-Extruder seta,
proizvodaca Avanti polar lipids (Sjedinjene Americke Drzave), kroz membranu ¢ija je
veli¢ina pora 100 nm. Za ekstruziju su koriS¢eni Hamilton Spricevi zapremine 1 ml.
Ekstruzija je vrSena tako da je suspenzija lipozoma propustena kroz membranu ukupno
21 put, s tim da je nakon poslednjeg prolaza zadrZana u onom S$pricu iz kojeg ekstruzija

nije zapoéela.274
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3.6. Dijaliza lipozoma

Nakon ekstruzije, potrebno je precistiti lipozome od neugradenih komponenti i
eventualno prisutnih ne¢istoc¢a. U tu svrhu moze se koristiti nekoliko razli¢itih tehnika
poput dijalize i gel-filtracija, najées¢e primenjivanih.?’> Dijaliza je tehnika
preCis¢avanja koja najmanje utiCe na integritet lipozoma. Avarolski i referentni
lipozomi dijalizovani su upotrebom Servapor MWCO 12 000 — 14 000 creva za dijalizu
proizvodaca SERVA Electrophoresis GmbH (Nemacka), propustljivog za molekule
manje od 12-14 000 Da. Dijaliza je vrSena 72 h u 300 ml dejonizovane vode na +4 °C
na tamnom mestu, uz mesanje pomoc¢u magnetne mesalice. Voda je menjana svakih 24
h. Nakon dijalize, suspenzija lipozoma je koncentrovana do ukupne zapremine od 250
pl pomoéu vakuumskog koncentratora Concentrator plus proizvoda¢a Eppendorf

(Nemacka). Krajnja koncentracija lipozoma bila je 4 mM.
3.7. Odredivanje velic¢ine lipozoma

U cilju odredivanja veli¢ine lipozoma, upotrebljena je tehnika dinamickog
rasejanja svetlosti (eng. dynamic light scattering, DLS).?”> Kod ove tehnike, uzorak
lipozoma biva obasjan snopom laserskog zracenja, koje se odbija o povrSinu lipozoma
koji se Braunovski krec¢u, nakon ¢ega njegov intenzitet biva izmeren pod datim uglom.
Intenzitet svetlosti menja se u toku vremena, usled kretanja lipozoma. Na osnovu
promene intenziteta svetlosti u vremenu, izraCunava se korelaciona funkcija. Daljom
analizom ove funkcije dobijaju se informacije o raspodeli veli¢ina Cestica, posto se

o . L. . .. , .. e . .. 27
Cestice vec¢ih dimenzija krecu sporije od onih ¢ije su dimenzije male. ®

U svrhu DLS merenja, 100 pl avarolskih, odnosno 100 % DPPC lipozoma
razblazeno je dejonizovanom vodom do zapremine od 1 ml. Odredivanje veli€ine

lipozoma izvrseno je na temperaturi od 25 °C.
3.8. EPR merenja

3.8.1. Spinsko obelezavanje lipozoma

U cilju dobijanja informacija o dinamici lipidnog dvosloja avarolskih i
referentnih lipozoma, upotrebljena je spinski obelezena masna kiselina 5-DS (slika 24).

Ugradivanjem ove spinskie probe u lipozomske strukture moze se, izmedu ostalog, steci
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uvid u lokalnu dinamiku njihovog neposrednog okruzenja.”’’ 5-DS je masna kiselina
obelezena nitroksidnom grupom (koja je stabilni radikal) na petom mestu, koje se nalazi
blize pocetku doksilnog hidrofobnog repa. Ova spinska proba ugraduje se u lipidni
dvosloj bez formiranja zasebne faze.?’"*"® Kretanje i ugaona orijentacija nitroksidne
grupe u odnosu na grani¢nu dodirnu povrsinu lipida i vode direktno utice na izgled EPR

spektara ovih spinskih proba.””

U =zavisnosti od polozaja doksil grupe duz
ugljovodoni¢nog lanca, lipidni dvosloj moze biti ispitivan na razli¢itim dubinama. 5-DS
se rutinski koristi za ispitivanje oblasti koja se nalazi blizu povrSine lipidnog

dvosloja.?®

/\/V\/\/\/$<M;é\)vL
OH

Slika 24. Strukturna formula spinske probe 5-DS.

U cilju spinskog obelezavanja, 7,5 ul 1 mM rastvora 5-DS u etanolu preneto je u
mikrocentrifusku tubicu od 500 ul i upareno do suva u vakuum koncentratoru. Nakon
formiranja tankog filma 5-DS, preko njega je dodato 30 pl avarolskih, odnosno
referentnih 100 % DPPC lipozoma. Suspenzija je vorteksovana 2 minuta, nakon ¢ega je
5 minuta inkubirana na sobnoj temperaturi. Potom je sadrzaj mikrocentrifuske tubice
prenet u teflonsko crevo precnika 1 mm. Snimanje EPR spektara vrSeno je pri slede¢im
uslovima: centar polja 3500 G, snaga mikrotalasa 10 mW, frekvencija mikrotalasa 9,85

GHz, modulaciona frekvencija 100 kHz, modulaciona amplituda 1 G, 5 akumulacija.

3.8.2. Odredivanje anti-hidroksilne aktivnosti avarolskih lipozoma spin-
trap EPR tehnikom

U cilju kvantifikacije koli¢ine "OH radikala, kao i proucavanja kinetike redukcije
signala DEPMPO/OH spin-adukta, ‘OH radikal je generisan u Fentonovoj reakciji.?**?%
Spin-trap DEPMPO je odabran zbog svoje visoke selektivnosti i dugog polu-zivota
DEPMPO/OH spinskog adukta (132 minuta).?®? Kako bi se izbegao uticaj prirodnog
procesa degradacije DEPMPO/OH spin-adukta, kao i uticaj njegove eventualne
interakcije sa avarolom na EPR signal, bilo je vazno snimiti EPR spektar odmah nakon

iniciranja Fentonove reakcije, sto je u ovom slucaju iznosilo 2 minuta.
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U 26 pl suspenzije avarolskih lipozoma dodato je 2 ul vodenog rastvora H,O,
(finalna koncentracija u ispitivanom uzorku iznosila je 0,35 mM) i 1 pl rastvora
DEPMPO (finalna koncentracija iznosila je 3,5 mM). Po dodatku 1 pl vodenog rastvora
FeSQ, (finalna koncentracija iznosila je 0,15 mM), smesa je preneta u teflonsko crevo
pre¢nika 1 mm, i EPR spektar je snimljen 2 minuta po dodatku FeSO,, pri slede¢im
uslovima: centar polja 3500 G, snaga mikrotalasa 10 mW, frekvencija mikrotalasa 9,85

GHz, modulaciona frekvencija 100 kHz, modulaciona amplituda 1 G, 1 akumulacija.

3.8.3. Odredivanje anti-superoksidne aktivnosti avarolskih lipozoma spin-
trap EPR tehnikom

U svrhu kvantifikacije O,", kao i proucavanja kinetike redukcije signala
DEPMPO/OOH spin-adukta, upotrebljen je sistem koji se sastojao iz avarolskih,
odnosno 100 % DPPC lipozoma u prisustvu hipoksantina/ksantin-oksidaze i spin-trapa
DEPMPO.?® Ovaj spin-trap odabran je zbog pouzdane interakcije sa O, radikalima,
pri ¢emu nastaje spinski adukt DEPMPO/OOH prihvatljivo dugog vremena polu-zivota

(barem 17 minuta).?*

Hipoksantin/ksantin-oksidazni generatorski sistem upotrebljen je umesto
riboflavin/svetlost generatorskog sistema (jednog od najcesc¢e koriséenih) za dobijanje
O;" radikala jer je poznato da flavinska grupa iz molekula riboflavina pri fizioloskim
uslovima moZe postojati i u semihinonskom obliku.?® Postoje eksperimentalni dokazi o
tome da riboflavin, upravo kroz svoj flavinski segment, moze formirati kompleks sa

molekulima hidrohinona (prisutnih kao segment molekula avarola).?®

Imajuéi u vidu
ove ¢injenice, moglo se ocekivati da bi doslo do reakcije izmedu hidrohinonske grupe
avarola i flavinske grupe riboflavina, pri ¢emu bi do$lo do povecane proizvodnje Oy,

Sto je bilo pozeljno izbeci.

U mikrocentrifuskoj tubici pripremljen je uzorak koji je sadrzao 40 pl suspenzije
lipozoma (bilo avarolskih ili 100 % DPPC), 8,7 ul 0,1 M fosfatnog pufera (pH 7,4), 3,5
ul hipoksantina (finalna koncentracija iznosila je 0,4 mM), 5 pl DTPA (finalna
koncentracija iznosila je 1 mM) i 2 pl spin-trapa DEPMPO (finalna koncentracija
iznosila je 3,5 mM). Uzeto je 29,2 ul ovakve smeSe, i u nju je dodato 0,8 pul ksantin-
oksidaze (finalna koncentracija bila je 0,4 internacionalne jedinice po ml). Nakon toga,

smesa je preneta u teflonsko crevo pre¢nika 1 mm. Dva minuta po dodatku ksantin-
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oksidaze snimljen je EPR spektar, pri slede¢im uslovima: centar polja 3500 G, snaga
mikrotalasa 10 mW, frekvencija mikrotalasa 9,85 GHz, modulaciona frekvencija 100

kHz, modulaciona amplituda 1 G, 5 akumulacija.

Za potrebe kinetickih studija, upotrebljen je i riboflavin/svetlost generatorski
sistem.*
(avarolskih ili 100 % DPPC) sa 5 pl 24 mM vodenog rastvora DTPA (finalna

koncentracija bila je 4 mM) i 1 ul 100 mM DEPMPO. Po dodatku 7,5 pl 3 mM

U mikrocentrifuskoj tubici je pomeSano 18,5 pl suspenzije lipozoma

vodenog rastvora riboflavina (finalna koncentracija iznosila je 0,75 mM), smesa je
ozracena ultraljubicastim svetlom snage 30 W u trajanju od 30 sekundi. Smesa je potom
preneta u teflonsko crevo pre¢nika 1 mm, i snimljen je EPR spektar pri slede¢im
uslovima: centar polja 3500 G, snaga mikrotalasa 10 mW, frekvencija mikrotalasa 9,85

GHz, modulaciona frekvencija 100 kHz, modulaciona amplituda 1 G, 5 akumulacija.

3.8.4. Odredivanje anti-azot-monoksidne aktivnosti avarolskih lipozoma

spin-trap EPR tehnikom

U cilju proucavanja uticaja avarola na redukciju NO’ radikala, u suspenziju
avarolskih, odnosno 100 % DPPC lipozoma, dodat je natrijum-nitroprusid, kao

generator NO' radikala, dok je kao EPR spin-trap upotrebljen kompleks Fe(DTCS),.

U mikrocentrifuskoj tubici pomesano je 19 pl suspenzije avarolskih, odnosno 100
% DPPC lipozoma i 6 pl unapred pripremljenog Fe(DTCS), kompleksa (finalna
koncentracija iznosila je 0,1 M). Nakon $to je dodato 5 ul vodenog rastvora natrijum-
nitroprusida (finalna koncentracija iznosila je 9 mM), uzorak je prebacen u teflonsko
crevo precnika 1 mm. Dva minuta po dodatku rastvora natrijum-nitroprusida, snimljen
je EPR spektar pri slede¢im uslovima: centar polja 3500 G, snaga mikrotalasa 10 mW,
frekvencija mikrotalasa 9.85 GHz, modulaciona frekvencija 100 kHz, modulaciona
amplituda 1 G.

3.8.5. Odredivanje anti-askorbil radikalske aktivnosti avarola

Posto je askorbil radikal, kako u fizioloskim uslovima tako i u rastvoru DMSO,
dovoljno stabilan, moguce ga je detektovati EPR metodom bez upotrebe spin-trapa.
Posto je avarol dobro rastvoran u DMSO, za ispitivanje anti-askorbil radikalske

aktivnosti upotrebljen je DMSO rastvor askorbil radikala, u skladu sa prethodno
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opisanom procedurom.?®” U mikrocentrifuskoj tubici je u 5 pl vodenog rastvora EDTA
(finalna koncentracija iznosila je 0,2 mM) dodato 0,5 pl vodenog rastvora FeCls;
(finalna koncentracija iznosila je 7 uM), pri ¢emu je formiran Fe(III)-EDTA kompleks.
Zatim je u ovu smesSu dodato 49,5 ul rastvora avarola u DMSO (finalna koncentracija
iznosila je 1,5 mM). Odatle je uzeto 27,5 ul smeSe I preneto u novu mikrocentrifusku
tubicu, nakon ¢ega je u nju dodato 2,5 ul rastvora askorbinske kiseline u DMSO
(finalna koncentracija iznosila je 0,2 mM). EPR spektar snimljen je 2 minuta po
dodatku askorbinske kiseline, pri slede¢im uslovima: centar polja 3500 G, snaga
mikrotalasa 10 mW, frekvencija mikrotalasa 9.85 GHz, modulaciona frekvencija 100

kHz, modulaciona amplituda 1 G.

Kontrolni spektri dobijeni su snimanjem uzorka koji je umesto rastvora avarola

sadrzao istu zapreminu DMSO.
3.8.6. Simulacije EPR spektara

Kako bi se dobio §to precizniji uvid u koli¢inu slobodnoradikalskih vrsta u
ispitivanim sistemima, snimljeni EPR spektri su kompjuterski simulirani upotrebom
softvera Bruker SpinFit. Rezultati dobijeni dvostrukom integracijom simuliranih EPR
spektara upotrebljeni su potom za izraCunavanje antiradikalske aktivnosti avarola.

Kompjuterske simulacije izvrSene su upotrebom sledecih parametara:
DEPMPO/OH adukt: ap=46.7G, an=13.64G, app(1)=12.78G;
DEPMPO/OOH adukt:

izomer | (55 %): ap=50.15 G, an=13 G, amp(1)=11.3 G, ay,(1)=0.85 G,
am,(1)=0.35 G, ay,(3)=0.53 G;

izomer Il (37 %): ap=48.68 G, an=13.8 G, app(1)=0.88 G, am,(1)=10.2 G,
any(1)=0.41 G, am,(1)=0.34 G;

izomer 11 (8 %): ap=40.8 G, an=13.3 G, anp(1)=1.5 G, ay,(1)=10 G;
NO-Fe(DTCS), adukt: ay=12.51 G;

Askorbil radikal: ay(1)=1.84 G.
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3.8.7. Provera integriteta lipozoma

Posto rezultati molekulskih simulacija ukazuju na to da lipozomi mogu biti skloni
interakciji sa slobodnoradikalskim vrstama, pri cemu dolazi do promene karakteristika
njihove membrane, posebno fluidnosti, izvrSena je provera integriteta lipozoma pri
oksidativnoj degradaciji izazvanoj ‘“OH, O,, NO' i askorbil radikalima.?®*** 100 %
DPPC i avarolski lipozomi obeleZeni su pomoc¢u 5-DS spinske probe, nakon Cega je
izraCunat parametar uredenosti (S), pre i posle generisanja pomenutih radikala, prema

prethodno opisanim procedurama.
3.9. Ciklovoltametrijski eksperimenti

Posto avarol moze potencijalno da se koristi u terapiji neurodegenerativnih
oboljenja, pogodno je ustanoviti da 1i i na koji nafin On moze interagovati sa
neurotransmiterima prisutnim u mozdanom tkivu. U tu svrhu odabrana je | -dopa (to jest
levodopa), poznata kao prekursor kateholaminskih neurotransmitera (dopamina,
norepinefrina i epinefrina).”> To je endogeni neurotransmiter i neuromodulator,
rastvoran u vodi, koji se koristi za leGenje simptoma Parkinsonove bolesti.”*** Po
unoSenju u organizam, | -dopa biva apsorbovana iz gastrointestinalnog trakta u krvotok,
a po pristizanju do mozdanog tkiva, prolazi krvno-moZzdanu barijeru transportom

odgovaraju¢im nosacima.?® U mozdanom tkivu biva transformisana u dopamin.295

Svi kateholaminski neurotransmiteri imaju zajednicku funkcionalnu grupu —
kateholnu grupu (slika 25). Zbog bioloskog znacaja kateholnih jedinjenja, njihova
elektrohemija je detaljno proudavana.?® Njihovo elektrohemijsko ponasanje zavisi od
polarnosti rastvaraca, prirode pomoc¢nog elektrolita, prisustva aditiva kiselog ili baznog

296 Najveéi deo dosadasnjih

tipa, vodoni¢nog vezivanja i formiranja jonskih veza.
istrazivanja odnosio se na elektrohemijsku detekciju jednog ili viSe neurotransmitera u
vodenoj sredini.?®"*® Najveci izazovi koji su tom prilikom uoceni odnose se na malu
brzinu transfera elektrona, adsorpciju na povrsini elektrode ¢ime ona biva pasivizirana, 1

prisustvo interferenata u rastvoru elektrolita.
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Slika 25. | -dopa (A), prekursor kateholaminskih neurotransmitera dopamina (B),
norepinefrina (C) i epinefrina (D). Kateholna grupa kod ovih jedinjenja obelezena je

zelenom bojom.

Prema literaturnim podacima, detekcija kateholnih jedinjenja u vodenoj sredini
moze biti poboljSana upotrebom elektroda ¢ija je povrsina modifikovana jedinjenjima sa
hinonskom funkcionalnom grupom. Pretpostavljeni mehanizam kojim se ove
modifikacije vrSe jeste autokataliza od strane adsorbovane vrste (katalizatora), koja
moze biti fizisorbovani hinon, sam katehol ili hemisorbovani hinon.?* Ipak, potrebno je
voditi rauna o koli¢ini upotrebljenog modifikatora. Ukoliko je hinon prisutan u
desetostruko vecoj kolicini u odnosu na dopamin, detekcija dopamina moze biti

otezana.>®

301 tako i u

Avarol i avaron su elektrohemijski ve¢ proucavani, kako u proti¢nim
aproti¢nim rastvara¢ima®*2®®, Posto se smatra da je nosilac biologke aktivnosti avarola
zapravo njegov hidrohinonski segment (dok seskviterpenoidni igra marginalnu ulogu)?,
dobijene rezultate za sistem avarol/_ -dopa potrebno je uporediti sa rezultatima za sistem
hidrohinon/ -dopa. Primenom cikli¢ne voltametrije je izvrSena kvantifikacija interakcije
avarola, odnosno hidrohinona sa (-dopom u zavisnosti od njihove koncentracije u

rastvoru.

Elektronhemijski eksperimenti izvedeni su u troelektrodnoj elektrohemijskoj

¢eliji. Elektroda od staklastog ugljenika upotrebljena je kao radna elektroda, dok je
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referentna elektroda bila Ag/AgCl (3M KCI), a platinska folija je upotrebljena kao
pomocéna elektroda. Merenja su izvrSena pomocéu Autolab mernog uredaja (Autolab
PGSTAT302 N, Metrohm-Autolab BV, Holandija). Elektrohemijsko ponasanje |-dope
u prisustvu hidrohinona ispitivano je u 0,1 M fosfathom puferu. Usled slabe
rastvorljivosti avarola u vodi, ispitivanje njegovih interakcija sa | -dopom vrseno je u
smesi fosfatnog pufera i etanola (U zapreminskom odnosu 1:1), u skladu sa prethodno

opisanom procedurom.*®*
3.10. UV-Vis eksperimenti

UV-Vis spektri -dope u prisustvu avarola, odnosno hidrohinona snimljeni su u
0,1 M fosfatnom puferu (za sistem sa hidrohinonom) i smesi ovog pufera i etanola u
zapreminskom odnosu 1:1 (za sistem koji je sadrzao avarol). Koncentracija -dope uvek
je iznosila 0.5 mM, dok su koncentracije avarola i hidrohinona bile u opsegu od 0,05 do
0,5 mM. Snimljeni su i spektri svake supstance pojedinacno, u koncentraciji od 0,5 mM.
Sva snimanja izvrSena su na UV-Vis spektrofotometru Thermo Scientific: Evolution

220, u opsegu talasnih duzina od 200 do 320 nm.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Teorijski rezultati

Svi prorac¢uni Koji se odnose na interakciju hidrohinona sa hidroksilnim i
hidroperoksilnim radikalom izvrseni su u Gaussian 09 programskom paketu®*, na
unwB97XD/6-311++G(2d,2p) nivou. U svim proracunima je kori$¢ena ultrafina mreza za
integraciju. Oba optimizovana prelazna stanja poseduju po jednu imaginarnu

frekvenciju.

Proracuni koji se odnose na interakciju hidrohinona sa metoksi radikalom
izvrSeni su na uMO06-2X/6-311++G(d,p) nivou teorije.?®***3% Ovyo je uginjeno zbog
toga $to je od ranije poznato da M06-2X funkcional elektronske gustine veoma dobro

opisuje energijske promene pri onim reakcijama u kojima u&estvuju organski radikali.?®®

Proracuni duz puta minimalne energije potvrduju da optimizovana prelazna
stanja povezuju reaktante i proizvode zeljenih reakcija. Kako bi se obezbedilo $to manje
odstupanje od puta minimalne energije, Hesijan je izracunat u svakoj tacki na putu od

prelaznog stanja ka reaktantima i proizvodima.

Prilikom uzajamnog priblizavanja hidrohinona i hidroksilnog/hidroperoksilnog
radikala, dolazi do formiranja vodoni¢ne veze, pri ¢emu nastaje predreakcioni kompleks
HQ - - - O(O)H (slika 26). Nakon dostizanja prelaznog stanja, nastali proizvodi
formiraju postreakcioni kompleks kod koga su oni takode povezani vodoni¢nom vezom,
HQ(-H) - - - HO(O)H. Optimizovane strukture stacionarnih ta¢aka prikazane su na slici
26. Redukovani gradijent elektronske gustine (S) izraGunava se na osnovu gustine i
njenog prvog izvoda. To je bezdimenziona funkcija, koja se koristi da opiSe odstupanje
od homogene raspodele elektrona. U oblastima daleko od atoma, u kojima funkcija
eksponencijalno opada ka nuli, s ¢e imati visoke pozitivne vrednosti. U oblastima
kovalentne veze i nekovalentnih interakcija, vrednosti s ¢e biti male, bliske nuli. Da bi
se ustanovilo o kojoj se wvrsti interakcija radi, koristi se znak Hesijana elektronske
gustine. On se moze upotrebiti za razlikovanje vezivnih (4, <0) i nevezivnih (4, >0)
interakcija. Ja€ina interakcije odredena je gustinom. Veca vrednost gustine na mestu
nekovalentne interakcije ukazuje na njenu vecéu jacinu. Iz tog razloga, korisno je

ispitivati vrednost s u funkciji p - znak (12). Na slici 26 su prikazane i izopovrsi
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redukovanog gradijenta elektronske gustine, kako bi prisustvo vodoni¢nih veza bilo
dodatno naglaseno:

1 |Vpl

§ = 26 R P (35)

za s = 0,5, i1 prikazana je funkcija p - znak (1), pri ¢emu se p odnosi na
elektronsku gustinu, a A, je srednja svojstvena vrednost Hesijana. U literaturi*® je ve¢
ranije pokazano da ovakav prikaz verno odslikava vodoni¢ne veze i nekovalentne
interakcije (one koje se smatraju slabim u odnosu na kovalentne veze). Za prikaz ovih
veza namerno je odabrana vrednost s = 0,5, poSto vodoni¢ne veze srednje jacine
prisutne u HQ - - - O(O)H predstavljaju relativno slabe interakcije u poredenju sa
kovalentnim O-H vezama, i karakteri$e ih niska vrednost S, dok je negativna vrednost A,

karakteristi¢na za vezivne interakcije.

Slika 26. Vodoni¢no vezani predreakcioni kompleksi (levo) i prelazna stanja (desno) za
reakciju apstrakcije atoma vodonika sa hidrohinona od strane hidroksilnog (A), odnosno
hidroperoksilnog radikala (B). Prikazane su i izopovrs$i redukovanog gradijenta gustine
(redukovani gradijent vrednosti 0,5, i elektronska gustina niza od 0,1 a.u.) sa
prikazanom funkcijom p - znak (1,) u opsegu [-0,02 (plavo), 0,02 (crveno)]. O"%/O™ 9

H rastojanja data su u angstremima. Prilagodeno iz rada kandidata.>'°
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Regioni u kojima dolazi do privlac¢nih interakcija izmedu vodonikovog atoma i
akceptora vodoni¢ne veze u O-H - - - O fragmentima (Slika 26) prikazani su plavom
bojom. Vodoni¢ne veze kod predreakcionog kompleksa i prelaznog stanja formirane sa
hidroksilnim radikalom oznacene su tamnom nijansom plave boje, posto su jace od onih
koje se formiraju kod hidroperoksil radikala u istom slu¢aju. Druge stacionarne tacke,
izuzev predreakcionog kompleksa, prelaznog stanja i postreakcionog kompleksa, nisu
uocene. Ve¢ na osnovu toga moze se zakljucCiti da apstrakcija atoma vodonika iz
hidrohinona od strane hidroksilnog/hidroperoksilnog radikala predstavlja elementarnu

reakciju.

Kod interakcije hidrohinona sa metoksi radikalom, optimizovana su prelazna
stanja kod kojih reaktanti mogu da zauzmu dve razliite orijentacije, oznacene sa Cis,
odnosno trans (slika 27). Kod cis konformera, blizina hidrohinonskog prstena metil
grupi omogucuje njihovu interakciju, dok kod trans konformera ona izostaje. Obe
strukture su identifikovane kao prelazna stanja, usled postojanja jedne imaginarne
frekvencije koja odgovara prenosu atoma vodonika izmedu hidrohinona i metoksi
radikala. Za potrebe QTAIM analize najpre su izracunati drugi izvodi energije po
prostornim koordinatama za 61/74 i 81/98 tacaka u povratnom i direktnom smeru
reakcije duz puta minimalne energije za cis/trans sistem. Svaka peta tacka upotrebljena
je za topolosku analizu. Krajnje tacke u svakom smeru takode su uzete u obzir. Posto se
najznacajnije promene elektronske strukture deSavaju u blizini prelaznog stanja,
posmatrana je i svaka ta¢ka do desete u pravcu ka reaktantima, odnosno do petnaeste
tatke u smeru ka proizvodima. Dodatnih pet tacaka posmatrano je u smeru ka

proizvodima zbog nesto izrazenijih energijskih promena u ovoj oblasti.

15 16

>

O(Me)f 14

10 11 “O(Me) 10 "

O(HQ) O(HQ)

13 12 13 12

Slika 27. Optimizovane strukture prelaznih stanja za reakciju prenosa atoma vodonika
sa molekula hidrohinona na metoksi radikal: cis (levo) i trans (desno) oblik.

Prilagodeno iz rada kandidata.**!
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4.1.1. Reakcija hidrohinona sa hidroksilnim radikalom

Energijska barijera za reakciju hidrohinona sa hidroksilnim radikalom je veoma
niska, i iznosi svega 1 kJ/mol. Ovako male vrednosti energijske barijere ukazuju na
strukturnu sli¢nost prelaznog stanja i predreakcionog kompleksa, §to je moguée uociti
na slici 26. Za povratnu reakciju, ova vrednost iznosi 157 kJ/mol. Razlika u energiji
izmedu prelaznog stanja i1 predreakcionog kompleksa izlazi iz opsega tacnosti DFT
metoda, ali je oCigledno niska, posebno u poredenju sa energijom potrebnom da se

dogodi povratna reakcija.

Odabrana svojstva predreakcionog kompleksa i prelaznog stanja prikazana su u
tabeli 1. Sa dostizanjem vrha barijere na hiperpovrsi potencijalne energije, rastojanje
r(0"°-0"™) biva krace za 0,248 A. Uz to, H-O"? veza postaje nesto slabija, dok H-O™
veza biva neSto jaca. Ova pojava odrazava se u promenama duzina ovih veza,
elektronskim gustinama i njihovim Laplasijanima u BCP, kao i u promeni njihove
elipti¢nosti i delokalizacionih indeksa. Delokalizacioni indeks u slucaju predreakcionog
kompleksa ima vrednost nizu od 1,00, §to ukazuje na izrazenu polarnost O"°—H veze.
Pri dostizanju prelaznog stanja, vrednosti spinske i elektronske gustine, zapremine i
dipolnog momenta atoma vodonika se smanjuju. Do toga dolazi jer se prelaz iz
predreakcionog kompleksa do prelaznog stanja ne deSava premestanjem citavog atoma
vodonika, poSto sa protonom ka atomu radikalskog kiseonika prelazi samo deo
negativnog naelektrisanja. Odvojeno kretanje pozitivnog i negativnog naelektrisanja
ukazuje na to da se apstrakcija vodonikovog atoma iz molekula hidrohinona
posredstvom hidroksilnog radikala, §to je primer elementarne reakcije, deSava putem

180

PCET mehanizma.™ Medutim, raspoloZzivi podaci su nedovoljni da bi se ustanovilo da

li kretanje protona prouzrokuje prelazak elektrona, ili je proces obrnut.
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Tabela 1. Reakcija hidrohinona sa hidroksilnim radikalom. Odabrana svojstva

kompleksa reaktanata, odnosno prelaznog stanja: meduatomsko rastojanje (1),

elektronska gustina (p) u kriti¢noj tacki veze O—H, Laplasijan elektronske gustine (V2p)

u kriti¢noj tacki O-H veze, elipticnost elektronske gustine (&) u kriti¢noj tacki O—H

veze, Delokalizacioni indeks (DI) O—H veza, naelektrisanje (q), zapremina (V) i dipolni

moment (d) atoma vodonika koji podleze transferu. Zapremina je izra¢unata uzimajuci u

obzir prostor ograni¢en interatomskim povrsima i izopovrsima p = 0,002 a.u. Sve

vrednosti date su u atomskim jedinicama izuzev duZina veza, izrazenih u A. Svojstva

atoma kiseonika predstavljena su prema redosledu OH/0", Prilagodeno iz rada

kandidata.>'°

Parametar Kompleks reaktanata Prelazno stanje
HOMQ- 0™ 2,767 2,483
HO-H) 0,967/2,123 1,018/1,548
Pycp(O-H) 0,366/0,020 0,307/0,069
V2pyep(O-H) -2,791/0,076 -2,215/0,145
&(O-H) 0,020/0,474 0,012/0,025
DI(O-H) 0,56/0,04 0,41/0,15
spinska gustina (H) 0,0004 -0,0025
g(H) 0,626 0,660

V(H) 13,79 9,42

d(H) 0,140 0,095

Dosadasnji rezultati potvrduju da je mogucée razlikovati PCET 1 HAT

mehanizam analizirajuéi svojstva sistema u stacionarnim tatkama.'”® Odabrana svojstva

sistema duz puta minimalne energije prikazana su na slici 27. O—H rastojanja (slika 28

A) se monotono menjaju. Ovakav trend ukazuje na nepostojanje intermedijera, to jest,

reakcija se ne odvija putem viSe elementarnih koraka. Moglo bi se ocekivati da su u

prelaznom stanju obe O-H veze jednake duzine. Medutim, H-0"? veza je nesto

izduZenija na vrhu barijere. Zanimljivo je i to da rastojanje izmedu atoma kiseonika

(slika 28 B) nastavlja da se smanjuje i nakon prelaznog stanja, iako bi se moglo
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oc¢ekivati da je rastojanje izmedu donora i akceptora upravo u toj tacki najmanje. Nakon
Sto sistem po¢ne da se spusta od prelaznog stanja ka dolini u kojoj su proizvodi, za
oc¢ekivati je da dode do razdvajanja donora i akceptora (povecanja O—O rastojanja).
Pomenuto neocekivano skradivanje ove veze navodi na zakljucak da jednostavni
jednodimenzioni model (kod koga je za reakcionu koordinatu uzeto rastojanje izmedu
donora i akceptora) nije u stanju da adekvatno opisSe ovu pojavu. Umesto toga, potrebno

312-318

je Koristiti viSedimenzione modele , ali bi to ujedno ,,poskupelo” proracune.

Elektronska gustina u BCP i njen Laplasijan (slika 28, C i D) pokazuju sli¢ne
trendove kao i O-H rastojanja: njihove vrednosti u prelaznom stanju vrlo malo se
razlikuju u odnosu na predreakcioni kompleks, a ove razlike postaju vrlo izrazene kada
reakcija krene u pravcu postreakcionog kompleksa. Pomenute vrednosti nisu uporedive
kod obe veze u prelaznom stanju, ve¢ u tacki koja na putu minimalne energije ima

vrednost + 0,6 ap(amu)*?

. Elipti¢nost veze (slika 28 E) znacajno se menja sa promenom
prirode veze. Elipti¢nost raskidajuée i formiraju¢e kovalentne veze sli¢na je u pocetnoj i
krajnoj tacki na putu minimalne energije. Velike vrednosti elipti¢nosti vodoni¢ne veze U
blizini predreakcionog kompleksa upucuju na to da je ova veza osetno slabija od
kovalentne H-O veze. Nasuprot tome, niske vrednosti elipticnosti vodoni¢ne veze u
blizini postreakcionog kompleksa upucuju na to da je ova veza jaca nego u
predreakcionom kompleksu. Na osnovu vrednosti energijske barijere povratne reakcije,
kao 1 uporedivanjem geometrijskih parametara sistema, ocekuje se postojanje jake
vodoni¢ne veze izmedu semihinonskog radikala i vode. Duzine kovalentnih 1
vodoni¢nih veza u pre/postreakcionom kompleksu iznose 0,967/0,970 A odnosno
2,123/1,874 A, respektivno, a ugao koji formiraju iznosi 122,7/163,6°. Znadajno veéa
duzina H---O veze 1 ve¢e odstupanje od linearnosti potvrduju da je vodoni¢na veza u
predreakcionom kompleksu osetno slabija, Sto se odrazava i na difuzniju raspodelu
elektrona u medumolekulskom prostoru, to jest vecoj vrednosti e. Delokalizacioni
indeks (slika 29 F) takode se kontinualno menja u toku reakcije, a obe veze imaju

Y2\ dolini reaktanata. Do

uporedive vrednosti ovog parametra na oko 0,5 ag(amu)
podudaranja vrednosti DI obe veze ne dolazi u prelaznom stanju, §to je u skladu sa
pretpostavkom da do promene reda veze (razlike u broju elektrona u vezivnim i
antivezivnim orbitalama) dolazi u dolini koja odgovara stabilnijem sistemu (u

posmatranom slucaju je to HQ(-H) - - -HOH).
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Od posebnog znacaja za proucavanje sistema su tri klju¢na atoma koji direktno
udestvuju u reakeiji: H, 0"? i 0™ (slika 29). Za razliku od svojstava O—H veze, koja se
monotono menjaju u oblasti proizvoda/reaktanata, sa atomom vodonika to nije slucaj.
Njegova spinska gustina (slika 29 A) dostize maksimum neposredno nakon prelaznog
stanja, dok se ovaj parametar kod oba atoma kiseonika (slika 29 B) menja u skladu sa
oc¢ekivanjima. Naelektrisanje atoma vodonika prikazano u funkciji reakcione koordinate
daje krivu M oblika (slika 29 C). Njegova vrednost raste do maksimuma koji postize u
prelaznom stanju, nakon ¢ega naglo opada. Nakon postizanja minimalne vrednosti,
naelektrisanje atoma vodonika ponovo raste do lokalnog maksimuma. Pri priblizavanju
postreakcionom kompleksu, vrednost ovog parametra ponovo opada. Treba naglasiti da
su promene u naelektrisanju atoma vodonika duz puta minimalne energije male, $to bi
moglo da ukaze na numeric¢ke probleme. S druge strane, zbir naelektrisanja atoma
izraCunatih za strukture koje se duz puta minimalne energije nalaze u opsegu 0,0-1,0

ag(amu)*?

odstupa od ukupnog naelektrisanja manje od 0,0006 a.u., Sto potvrduje
prihvatljiv kvalitet numericke integracije. Naelektrisanje O"? i 0™, (slika 29 D), raste,
odnosno opada, respektivno, tokom reakcije, iako dostize lokalni maksimum/minimum

blizu tacke u kojoj qy ima minimalnu vrednost.
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Slika 28. Odabrana QTAIM svojstva duz reakcione koordinate za reakciju hidrohinona

sa hidroksilnim radikalom: duzina O—H veze (A), rastojanje izmedu atoma kiseonika

(B), elektronska gustina u kriti¢noj tacki O—H veze (C), Laplasijan elektronske gustine

u kriti¢noj tacki O—H veze (D), elipti¢nost elektronske gustine u kriticnoj tacki O—H

veze (E), delokalizacioni indeks O—H veze (F). DuZine veza izrazene su u A, a svojstva

elektronske gustine u atomskim jedinicama (a.u.). Kruzi¢ima/kvadrati¢ima oznacene su

veze koje se formiraju/raskidaju. Zvezdicama su predstavljena O—O rastojanja.

Atomske zapremine (slika 29 E i F) izracunate su uzimajuéi u obzir deo prostora

ogranicen interatomskim izopovrSima za p = 0,0002 a.u. One odslikavaju promene u
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naelektrisanju, na nac¢in da sa nagomilavanjem/opadanjem elektronske gustine dolazi do
povecanja/smanjenja zapremine atoma. Jo$ jedno znacajno svojstvo atoma jeste njegov
dipolni moment, (slika 29 G i H). Dipolni momenti O"° i 0™ se poveéavaju u toku
reakcije. Do toga kod OH? dolazi zbog delokalizacije elektrona, a kod O™ zbog prenosa
elektrona. Za ocekivati bi bilo da oblik krive koja predstavlja dyy prati promene
zapremine ovog atoma. Medutim, kriva ima jednostavniji izgled, sa minimumom na
mestu gde zapremina pokazuje lokalni maksimum. Do toga verovatno dolazi zbog

blizine protona slobodnim elektronskim parovima atoma kiseonika.

Rezultati prikazani na slici 29 upucuju na zakljuak da se prenos atoma
vodonika pri reakciji hidrohinona sa hidroksilnim radikalom desava u skladu sa PCET
mehanizmom. Naime, kod PCET reakcija, proton i elektron krecu se zasebno.*™ Proton
se krece izmedu slobodnih elektronskih parova atoma kiseonika, tako da interaguje sa
elektronima iz slobodnog elektronskog para donora u predreakcionom i akceptora u
postreakcionom kompleksu. S druge strane, elektron se prenosi sa p orbitale donora na p
orbitalu akceptora. Ovakvo kretanje ukazuje na to da bi trebalo do¢i do smanjenja
elektronske i spinske gustine atoma vodonika, a time i njegove zapremine i dipolnog
momenta. | zaista, spinska gustina atoma vodonika opada, dostizu¢i minimum u tacki

Y2 dok se spinska gustina O"%/0™ povecava/smanjuje. Gubitak

oko 0,4 ap(amu)
elektrona kod O™ i njegov prenos na 0™ dovode do pomenutog ponasanja. Ovo nije
slu¢aj kod naelektrisanja atoma vodonika. Moglo bi se ocekivati da vrednosti ovog
parametra rastu, dostiZu maksimum u prelaznom stanju, i opadaju kako reakcija
napreduje ka postreakcionom kompleksu. Kako reakcija tece ka prelaznom stanju,
vodonik se pomera ka O™. Medutim, nakon §to aktivirani kompleks krene niz
hiperpovrs potencijalne energije u pravcu postreakcionog kompleksa, atomi kiseonika
nastavljaju da se priblizavaju jedan drugom. Proton koji je na pocetku bio vezan za o

biva privucen od strane slobodnog elektronskog para o™

, Sto dovodi do opadanja
vrednosti g,;. Minimum na krivoj promene naelektrisanja duz puta minimalne energije
odgovara minimalnom O-O rastojanju. Stoga, do malog opadanja vrednosti
gy, Neposredno nakon prelaznog stanja najverovatnije poti¢e od blizine slobodnog
elektronskog para akceptora u oblasti gde malo O-O rastojanje omogucuje transfer

elektrona izmedu p orbitala.
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Slika 29. Promena odabranih QTAIM svojstava atoma vodonika (A, C, E, G) i
kiseonika (B, D, F, H) duz reakcione koordinate za reakciju hidrohinona sa hidroksilnim
radikalom: spinske gustine (A/B), naelektrisanja (C/D), zapremine obuhvacene 0,002
izopovrsi (E/F), dipolni momenat (G/H). Sve vrednosti date su u atomskim jedinicama.
Trouglovima su predstavljene vrednosti koje se odnose na atom vodonika, a

kruzi¢ima/kvadrati¢ima one koje se odnose na atom kiseonika sa hidrohinona/radikala.
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4.1.2. Reakcija hidrohinona sa hidroperoksil radikalom

Kod reakcije hidrohinona sa hidroperoksil radikalom, vrednost energije
aktivacije za direktnu i povratnu reakciju iznosi 47 kJ/mol, odnosno 68 kJ/mol,
respektivno. Barijera za direktnu reakciju je znacajno visa u poredenju sa prethodno
prou¢avanim sistemom, a niza u slucaju povratne reakcije. Odabrana svojstva
predreakcionog kompleksa i prelaznog stanja prikazana su u tabeli 2. Ovi podaci
ukazuju na postojanje slabije vodoni¢ne veze u slucaju HQ - - - "OOH u odnosu na HQ -
-+ "OH, $to se moze primetiti i po numerickim vrednostima svojstava O-Hi H - - - O
veze. Takode, rastojanje izmedu atoma kiseonika u predreakcionom kompleksu je vece
za 0,186 A. U prelaznom stanju, atomi bivaju blizi za 0,126 A, a O™ - - - H veza je
neSto jaca u slucaju hidroperoksil radikala, pri ¢emu su atomi koji ucestvuju u

formiranju veze blizi za 0,267 A, a gustina elektrona u BCP je dvostruko veca.

Promene svojstava O-H veze do kojih dolazi tokom reakcije prikazane su na
slici 30. U kvalitativnom smislu, ove promene sli¢ne su onima do kojih dolazi u slucaju
hidroksilnog radikala, osim §to je tacka u kojoj se ukrStaju vrednosti delokalizacionih
indeksa raskidajuce 1 formirajuce veze nesto bliza prelaznom stanju, na + 0,2 ao(amu)m.
Do toga dolazi usled male razlike u stabilnosti pred- i postreakcionog kompleksa.®*
Odabrana svojstva atoma prikazana su na slici 31. Prisustvo peroksidne veze najvise se
odrazava na svojstva 0™ te se kod njega mogu uociti niZza spinska 1 elektronska

gustina, a time 1 manja atomska zapremina nego u slucaju istog atoma u reakciji sa

hidroksilnim radikalom, dok dipolni moment ima vecu vrednost.
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Tabela 2. Reakcija hidrohinona sa hidroperoksil radikalom. Odabrana svojstva
kompleksa reaktanata, odnosno prelaznog stanja: meduatomsko rastojanje (),
elektronska gustina (p) u kriti¢noj tacki veze O-H p, Laplasijan elektronske gustine
(V2p) u kriti¢noj tacki O-H veze, elipti¢nost elektronske gustine (¢) u kriti¢noj tacki O—
H veze, Delokalizacioni indeks (DI) O-H veza, naelektrisanje (q), zapremina (V) i
dipolni moment (d) atoma vodonika koji podleze transferu. Zapremina je izracunata
uzimajuci u obzir prostor oivi¢en interatomskim povrSima i izopovrsima p = 0,002 a.u.
Sve vrednosti date su u atomskim jedinicama izuzev duZine veza, izrazenih u A.
Svojstva atoma kiseonika predstavljena su prema redosledu O™"%/0™. Prilagodeno iz

rada kandidata.>*°

Parametar Kompleks reaktanata Prelazno stanje
HOMQ- 0™ 2,953 2,357
+O-H) 0,963/2,154 1,098/1,281
Ppcp(O-H) 0,371/0,017 0,236/0,140
V2p,,p(0-H) -2,818/0,057 -1,003/-0,043
&(O-H) 0,021/0,055 0,027/0,074
DI(O-H) 0,58/0,04 0,37/0,26
spinska gustina (H) -0,0003 -0,0148

g(H) 0,611 0,605

V(H) 14,27 9,13

d(H) 0,142 0,039
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Slika 30. Odabrana QTAIM svojstva duz reakcione koordinate za reakciju hidrohinona
sa hidroperoksil radikalom: duzina O—H veze (A), rastojanje izmedu atoma kiseonika
(B), elektronska gustina u kriti¢noj tacki O—H veze (C), Laplasijan elektronske gustine
u kritiénoj tacki O—H veze (D), elipti¢nost elektronske gustine u kriti¢noj tacki O-H
veze (E), delokalizacioni indeks O—H veze (F). DuZine veza izrazene su u A, a svojstva
elektronske gustine u atomskim jedinicama (a.u.). Kruzi¢ima i1 kvadrati¢ima oznacene
su veze koje se formiraju, odnosno raskidaju, respektivno. Zvezdicama su predstavljena

0-0 rastojanja.
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Slika 31. Promena odabranih QTAIM svojstava atoma vodonika (A, C, E, G) i
kiseonika (B, D, F, H) duz reakcione koordinate za reakciju hidrohinona sa

hidroperoksil radikalom: spinske gustine (A/B), naelektrisanja (C/D), zapremine
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obuhvacene 0,002 izopovrsi (E/F), dipolni momenat (G/H). Sve vrednosti date su u

atomskim jedinicama. Trouglovima su predstavljene vrednosti koje se odnose na atom

vodonika, a kruzi¢ima/kvadrati¢ima one koje se odnose na atom kiseonika sa

hidrohinona/radikala.
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4.1.3. Reakcija hidrohinona sa metoksi radikalom

Na osnovu optimizovanih prelaznih stanja za reakciju hidrohinona sa metoksi
radikalom, moze se zakljuciti da je cis konformer stabilniji od trans konformera, za
svega 1 kJ/mol, $to je izvan granice preciznosti DFT metode. Energija aktivacije
korigovana za vrednost nulte vibracione energije iznosila je 23 kJ/mol za cis, odnosno
25 kJ/mol za trans konformer. Na osnovu tako malih razlika u visini energijske barijere,
moze se zakljuciti da kod oba konformera dolazi do sli¢nih energijskih promena tokom
reakcije. Zbog stabilnosti, male razlike u vrednosti aktivacione energije, kao i blizine
hidrohinonskog prstena metoksi grupi (moguénost njihove uzajamne interakcije), za
potrebe ove disertacije ispitivan je samo cis konformer, sa akcentom na ona elektronska

svojstva koja su se pokazala znacajnim kod prethodna dva sistema.

Promene naelektrisanja posmatranih atoma i fragmenata kod cis konformera u
odnosu na prvu tacku na putu minimalne energije prikazane su na slici 32. lako
semihinonski, odnosno metoksi radikal postoje samo pre, odnosno nakon prelaznog
stanja, kako bi bilo moguce predstaviti svojstva sistema duz Citavog reakcionog puta od
reakcionog kompleksa HQ - - - Me  u kome postoji vodoni¢na veza, pa do
odgovarajuc¢eg kompleksa proizvoda HQ" - - - Me, ceo sistem je vestacki podeljen na tri
segmenta: semihinonski radikal (HQ"), metoksi radikal (Me’) 1 atom vodonika (H).
Prenos atoma vodonika prati porast ukupnog naelektrisanja HQ" 1 opadanje ukupnog
naelektrisanja Me'. Naelektrisanja atoma kiseonika O(HQ) i O(Me) izmedu kojih se
transfer atoma vodonika vrsi prate isti trend koji se uocava kod radikala sa kojih oni
poti¢u (slika 32 A). Uoceno je i to da kod atoma ugljenika C1, koji je direktno
kovalentno vezan za O(HQ), dolazi do najveceg porasta vrednosti naelektrisanja, usled
privlacenja elektrona od strane susednog atoma kiseonika. Ova promena raspodele
naelektrisanja odrazava se na jacanje C1-O(HQ) veze, §to se moze uociti u promeni
elektronske gustine u odgovarajucoj kriti¢noj tacki veze (slika 32 B). Slabljenje
O(HQ)-H i jacanje (Me)O—H veze takode se odrazava u promeni elektronske gustine u

odgovaraju¢im kriti¢nim tatkama veze.
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Slika 32. Promene odabranih QTAIM svojstava cis oblika prelaznog stanja hidrohinona
I metoksi radikala. (A) akumuliranje i opadanje nivoa naelektrisanja (u atomskim
jedinicama) atoma vodonika ¢iji se prenos vrsi, hidrohinona/metoksi radikala
(HQ'/Me’), atoma kiseonika O(HQ) i O(Me) i ugljenika C1 na molekulu hidrohinona.
(B) promena elektronske gustine (p, u atomskim jedinicama) u kriti¢nim tackama dve

O-H veze i O(HQ)-C1 veze. Prilagodeno iz rada kandidata.®"*

4.1.4. Redosled prenosa protona i elektrona

PCET mehanizam karakteriSe odvojeno kretanje protona i elektrona. Analiza
spinske gustine na radikalskom atomu kiseonika u funkciji rastojanja izmedu protona i
radikalskog kiseonika izvrSena je da bi se identifikovalo da li kretanje protona
prouzrokuje prenos elektrona ili je situacija obrnuta (slika 33). Reakcija se odvija
udesno, odnosno sa njenim napretkom smanjuje se O™ -H rastojanje. Kod obe reakcije,
spinska gustina na O™ pocinje se smanjivati kada su oba atoma na rastojanju barem
dvostruko veéem od proseéne duzine O—H veze, odnosno oko 1,9 A. Ukoliko bi u
nekom procesu kretanje protona prethodilo prelasku elektrona, za ocekivati bi bilo da
spinska gustina O™ naglo opadne u dolini proizvoda. U obrnutom sludaju, spinska
gustina na 0™ drasti¢no bi opala u dolini reaktanata. PoSto ona monotono opada sa
skra¢ivanjem 0" H veze sa 1,9 na 1,0 A, dostizuéi vrednost od 0,5 a.u. u prelaznom

stanju, obe Cestice najverovatnije simultano vrSe prelaz, tako da jedna ne utice na drugu.

106



L 1 1 1 1 " 1 i 1 " 1 " 1 i 1 "
A 0.8+ Bl
3 0.8 B 3 0.74 —
- | o© 2 ] oooOOooo
B o g 0.67 c)ooo l
B 6 & B ]
y 0, © -
£ €
= 5 3 0.4 @ -
2 041 - 2 o
T " o 0:3- L
4 S 4 [e) L
@ 2 0.2 i
£ 0.2 ” - ke o
@ 1 s 9 @ 0.1+ 52 -
o P
0 o? T L T Y T . T 0 T ¥ T T T * T
1 1.2 14 1.6 1.8 2 1 1.25 15 1.75 2
fO™H) /A (0°H) /A

Slika 33. Spinska gustina 0™ atoma u funkciji O™-H rastojanja za reakciju
hidrohinona sa hidroksilnim (A) i hidroperoksilnim (B) radikalom. Vrednosti koje

odgovaraju prelaznom stanju prikazane su u okviru veceg kruga. Prilagodeno iz rada

kandidata.®!°

Kod interakcije hidrohinona sa metoksi radikalom, porast vrednosti
naelektrisanja atoma vodonika pri priblizavanju prelaznom stanju, te opadanje nakon
prevojne tacke u dolini proizvoda ukazuju na postojanje PCET mehanizma prenosa
atoma vodonika.’® Ovakav M oblik krive (dat kao umetak na slici 32 A) ve¢ je opisan
za slucaj hidroksilnog i hidroperoksilnog radikala. Odsustvo intermedijera duz
reakcionog puta kojim su povezani HQ- - -Me" i HQ'- - -Me ukazuje na to da
mehanizam reakcije ne odgovara ni EPST ni PEST mehanizmu prenosa atoma

vodonika, "1

4.1.5. Prisustvo rastvaraca

Zbog odnosa kvaliteta dobijenih rezultata 1 utroSka raCunarskih resursa,
prethodne reakcije analizirane su u gasovitoj fazi. Medutim, kod modelovanja procesa
koji se desavaju u zivim organizmima (a avarol poseduje perspektivu upotrebe u
terapijske svrhe), gotovo je sigurno da ¢e rastvara¢ imati znacajan uticaj, posebno na
formiranje vodoni¢nih veza sa reaktantima. U tu svrhu, proucavana su tri modela za
reakciju HQ + "OOH u vodi. Ova reakcija odabrana je zbog vece energijske barijere u
gasovitoj fazi. Model M; pociva na predstavljanju molekula rastvaraca kao
polarizabilnog  kontinuuma posredstvom modela polarizabilnog kontinuuma

implementiranog u Gaussian programskom paketu.’***?°32! Kod modela M, i M3, uz
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polarizabilni Kontinuum, molekul vode eksplicitno je dodat tako da je vodoni¢nom

vezom vezan za donor (M) ili akceptor (Ms). Optimizovane strukture svakog od

modela prikazane su na slici 34. Energije aktivacije izraCunate na osnovu modela

M1/M,/M3 znacéajno su nize od vrednosti dobijene za gasovitu fazu, ali medusobno Su

slicne, 1 iznose 10/9/10 kcal/mol. Upotreba polarizabilnog kontinuuma dovodi do

zakljucka da, zbog visoke vrednosti relativne dielektri¢cne konstante vode, molekuli

rastvaraa znacajno uticu na tok reakcije. Slabljenje O"%-H veze u M, modelu dovodi

do nesto nize vrednosti energijske barijere.
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Slika 34. Reakcija hidrohinona sa hidroperoksil radikalom u rastvoru. Tri modela

rc.l ab(amu)”2

1.5
r(O™H) / A

1.756

rastvaraca (A): M; (plavo) — rastvara¢ modelovan upotrebom modela polarizabilnog

kontinuuma (PCM), M, (crveno) — uz PCM, molekul vode vezan je za donor, M3

(zeleno) — uz PCM, molekul vode vezan je za akceptor. Spinske gustine atoma

kiseonika (krsti¢cima/kruzi¢ima oznaceni su atomi kiseonika sa hidrohinona/radikala)

(B). Spinska gustina 0" atoma u funkciji rastojanja 0"%-H (C). Crnim krugovima

oznacene su vrednosti u prelaznom stanju. Prilagodeno iz rada kandidata.

310

108



U skladu sa svojstvima koja atom vodonika koji se prenosi (tabela 3) ima u
predreakcionom kompleksu, reakcija u vodenoj sredini takode predstavlja PCET
mehanizam. Vrednosti spinske gustine, naelektrisanja, zapremine i dipolnog momenta
razlikuju se od vrednosti dobijenih za vakuum, ali ne drasti¢no. Spinske gustine za
atome kiseonika duz puta minimalne energije u blizini prelaznog stanja i zavisnost
spinske gustine 0™ od O™"_H rastojanja prikazani su na slikama 34 B i C. Spinska
gustina 0™ u modelu M; monotono se smanjuje tokom transformacije reaktanata u
proizvode, a njen nagli pad se ne moZze opaziti ni u dolini reaktanata niti proizvoda. Ovo
ponasanje ukazuje da se i u vodenoj sredini proton i elektron istovremeno krec¢u ka
akceptoru. Modeli M, i M3 pokazuju isto ponasanje, ¢ime se zakljuCuje da prisustvo
molekula vode ne menja nacin prenosa protona i elektrona u reakciji izmedu

hidrohinona i hidroperoksilnog radikala.

Tabela 3. Reakcija hidrohinona sa hidroperoksil radikalom. Odabrana svojstva atoma
vodonika koji podleze transferu u kompleksu reaktanata 1 prelaznom stanju u skladu sa
M1(M2/M3) modelima: naelektrisanje (q), zapremina (V) i dipolni moment (d).
Zapremina je izraCunata uzimajuéi u obzir prostor oivicen interatomskim povrsima i
izopovr§ima p = 0,002 a.u. Sve vrednosti date su u atomskim jedinicama. Prilagodeno iz

rada kandidata.>*°

Parametar Kompleks reaktanata Prelazno stanje

spinska gustina (H) 0,0000 (-0,0004/0,0000) -0,0160 (0,0154/-0,0119)
q(H) 0,611 (0,625/0,644) 0,596 (0,598/0,613)
V(H) 15,08 (13,94/10,82) 9,60 (9,54/9,75)

d(H) 0,146 (0,137/0,114) 0,058 (0,055/0,081)

4.2. DLS merenja

Na osnovu rezultata DLS merenja (slika 35), moze se zakljuciti da najveci broj,
kako avarolskih, tako i 100 % DPPC lipozoma, ima dimenzije izmedu 80 i 100 nm.3?
Takode, moze se primetiti 1 da su 100 % DPPC lipozomi distribuirani nesto uniformnije

u odnosu na avarolske lipozome.
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Slika 35. DLS profil avarolskih i 100 % DPPC lipozoma. Prilagodeno iz rada

kandidata.???

4.3. Rezultati EPR eksperimenata

4.3.1. Provera integriteta lipozoma

EPR spektri snimljeni tokom eksperimenata spinskog obeleZzavanja pomocu 5-
DS karakterisani su izracunavanjem parametra reda membrane (S). Karakteristican
spektar 100 % DPPC lipozoma obelezenih pomocu 5-DS prikazan je na slici 36.

Parametri A i A, odnose se na spoljasnje i unutrasnje hiperfino cepanje, respektivno.
323,

Vrednosti S izraCunate su kao odnos hiperfine anizotropije, na osnovu formule

Ay-(A4,+C)

S=17 Ay+2(4,+C)

(36)

gde A4, i A, predstavljaju vrednosti paralelnog i normalnog hiperfinog cepanja,

respektivno, a C, korekcioni faktor za 4, definisan je slede¢im izrazom:
C=1,4-0,053- (4, — 4,) (37)

Vrednost S = 1 predstavlja potpuno rigidnu uredenost (4, ima maksimalnu, a 4
minimalnu vrednost), dok se S = 0 odnosi na potpuno izotropno kretanje (4, i 4, imaju

jednaku vrednost). Sa povecanjem fluidnosti membrane, raste i vrednost 4, , tako da

vrednost S opada®’®.
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Slika 36. EPR spektar 5-DS u prisustvu 100 % DPPC lipozoma. 24, i 24, predstavljaju

spoljasnje i unutrasnje hiperfino cepanje, respektivno. Prilagodeno iz rada kandidata.*??

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da, u poredenju sa 100 %
DPPC lipozomima koji su uzeti kao kontrolni, avarolski lipozomi ne pokazuju promene
u fluidnosti membrane (tabela 4).%%? Integritet i funkcionalnost obe vrste lipozoma
ostaju nepromenjeni ¢ak 1 mesec dana nakon $to su formirani. To znaci da je odabrani
sastav lipozoma pogodan, odnosno da ne dolazi do eventualnih interakcija izmedu

avarola i lipida.

Tabela 4. Vrednosti parametra uredenosti S za 100 % DPPC i avarolske

lipozome u prisustvu ‘OH, O," i NO’ radikala generisanih u suspenziji lipozoma,

odnosno u njihovom odsustvu. Prilagodeno iz rada kandidata.*??

100% DPPC lipozomi Avarolski lipozomi
Kontrola 0,96+0,02 0,95+0,02
‘OH 0,82+0,02 0,90+0,02
0 0,88+0,02 0,91+0,02
NO’ 0,92+0,02 0,93+0,02
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Nakon interakcije lipozoma sa 'OH, O, i NO’ radikalima generisanim u
njihovoj suspenziji, uoceno je blago opadanje vrednosti parametra uredenosti S (tabela
4). Na osnovu ovoga se moze zakljuciti da je region lipidnog dvosloja u blizini granice
vodene i lipidne faze koji je imao relativno visoku rigidnost postao malo fluidniji nakon
interakcije sa odabranim radikalima. Smanjenje vrednosti parametra S bilo je izrazenije
u slucaju 100 % DPPC lipozoma. Ovakav rezultat ukazuje na to da avarol zapravo ima
protektivno dejstvo na integritet lipozoma, odnosno da ih §titi od lipidne peroksidacije,

Sto je u skladu sa podacima dostupnim u literaturi, koji se odnose na mikrozome.***
4.3.2. Antiradikalska aktivnost avarola

EPR tehnika spinskog trapovanja upotrebljena je kako bi bilo moguce
detektovati kratkoziveée slobodnoradikalske vrste i proucavati njihovu interakciju sa
avarolskim, odnosno 100 % DPPC lipozomima, u ¢ijoj su suspenziji direktno
generisane (sa izuzetkom askorbil radikala). Karakteristican izgled EPR spektra
spinskih trapova snimljenih nakon njihove reakcije sa slobodnim radikalima
(takozvanih  spin-adukata) = omogucava  procenu inicijalne  koncentracije
slobodnoradikalskih vrsta, kao i njihovo medusobno razlikovanje.?**4*3% 73 detekciju
‘OH i O;" radikala, upotrebljen je spin-trap DEPMPO, posto je dobro poznat po svojoj
selektivnosti i dugom vremenu polu-zivota njegovih spinskih adukata (132 minuta u
sluaju "OH, odnosno 17 minuta u slucaju O, radikala).?®*®* Za detekciju NO'
radikala upotrebljen je kompleks Fe(DTCS),, posto je spin-adukt NO-Fe(DTCS),
izuzetno stabilan.®® EPR spektri su snimljeni 2 minuta nakon generisanja radikalskih
vrsta u suspenziji lipozoma. Ovo je bilo neophodno kako bi bio izbegnut uticaj procesa
prirodnog razlaganja spin-adukata, kao i interakcija avarola i spin-adukata na dobijene
rezultate. Kontrolni eksperimenti radeni su upotrebom 100 % DPPC lipozoma (odnosno
DMSO u slucaju askorbil radikala), kako bi se potvrdilo da uocena redukcija EPR

signala potice iskljucivo od avarola.

EPR spektri odgovarajuéih spin-adukata i askorbil radikala snimljeni 2 minuta
nakon njihovog generisanja u suspenziji avarolskih, odnosno 100 % DPPC lipozoma,
prikazani su na slici 37.3%> EPR spektri dobijeni kompjuterskim simulacijama prikazani

su tackastim linijama.
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Slika 37. Reprezentativni EPR spektri DEPMPO/OH adukta (A), DEPMPO/OOH
adukta (B), NO-Fe(DTCS), adukta (C) i askorbil radikala (D) snimljeni 2 minuta nakon
generisanja radikalskih vrsta u suspenziji 100 % DPPC (crno), odnosno avarolskih
lipozoma (crveno). Tackastim linijama prikazane su raCunarske simulacije

eksperimentalno dobijenih spektara. Prilagodeno iz rada kandidata.*

Jo§ jednom je vazno ista¢i da su snimanja EPR signala morala biti izvrSena $to
pre, kako bi se smelo tvrditi da smanjenje intenziteta EPR signala spin-adukata
posledica iskljucivo interakcije avarola sa datim radikalskim vrstama. Inace, ono §to je
izmereno odslikavalo bi mahom spontano razlaganje spin-adukata, ili njihovu
interakciju sa avarolom, i ne bi bilo moguce izvesti dovoljno dobar zakljuak o
aktivnosti avarola sa samim slobodnoradikalskim vrstama koje su ispitivane. Na osnovu

rezultata prikazanih na slici 37, moze se uoditi jasno smanjenje intenziteta EPR signala
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nakon 2 minuta onda kada je avarol prisutan u sistemu. Opadanje intenziteta EPR
signala usled ocekivane nestabilnosti spin-adukata je zanemarljivo, i moze se pripisati
iskljucivo koli¢ini slobodnoradikalskih vrsta prisutnih u sistemu.?®#?* Normalizovane
vrednosti dobijene dvostrukom integracijom simuliranih EPR spektara prikazane su na

slici 38. Antiradikalska aktivnost avarola izraCunata je prema formuli:

Ik'la

k

A=

100 (%) (38)

gde se 7, i I, odnose na vrednosti dvostrukog integrala rac¢unarski simuliranih EPR
spektara uzoraka koji su sadrzali avarolske lipozome (ili rastvor avarola u DMSO u
slu¢aju askorbil radikala), ili 100 % DPPC lipozome (odnosno DMSO u sluéaju askorbil
radikala).

I 100 % DPPC lipozomi [ ~varolski lipozomi
DMSO S Avarol

Intenzitet EPR signala (%)

‘OH 0, NO' Asc’

Slika 38. Normalizovane vrednosti dvostrukog integrala za EPR spektre simulirane na
osnovu eksperimentalnih spektara snimljenih 2 minuta nakon generisanja radikalskih
vrsta. Svaki signal avarolskih lipozoma normalizovan je u odnosu na odgovarajuci
signal 100% DPPC lipozoma (odnosno DMSO kao kontrole u slu¢aju askorbil
radikala). Antioksidativna aktivnost avarola sa svakom radikalskom vrstom navedena je

iznad odgovarajuceg stubiéa. Prilagodeno iz rada kandidata.?*

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 38, moze se zakljuciti da avarol

najsnazniju antiradikalsku aktivnost ispoljava prema ‘OH radikalima (86,2 %), zatim
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askorbil radikalima (61,8 %), O," radikalima (50,9 %) i NO' radikalima (23,6 %).
Moze se zakljuéiti da je reakcija avarola sa ‘OH radikalima intenzivnija od njegove
reakcije sa O," radikalima. Ovo zapazanje u skladu je sa rezultatima predvidanja
reaktivnosti hidrohinona (pretpostavljenog aktivnog segmenta molekula avarola?)
izvrSenih racunarskim putem. DFT proracunima ustanovljeno je da je energijska
barijera znatno viSa za reakciju O,  radikala sa hidrohinonom, nego §to je to slucaj za

"OH radikal (47 kd/mol i 1 kd/mol, respektivno).**°

Manji stepen interakcije avarola sa NO® radikalom ne mora nuzno biti
nepozeljan. Poznato je da je, pri fizioloskim uslovima, NO’ radikal prisutan u ljudskom

telu, gde ima signalnu ulogu.3?"3%

Intenzivno uklanjanje ove radikalske vrste
potencijalno bi dovelo do zdravrsvenih problema, ukoliko je prethodno bila prisutna u

uobicajenoj koli€ini.

Askorbil radikal vazan je prirodni, neinvazivni indikator oksidativnog stresa.
Moguce ga je u slobodnom obliku detektovati u tkivima, posto do povecanja njegove
koncentracije dolazi kod pojedinih patologkih stanja.**® Posto je dovoljno stabilan,
moguée ga je detektovati i bez upotrebe spin-trapova.?* Medutim, njegova stabilnost u
vodenim rastvorima tokom duzeg vremenskog perioda problemati¢na je za potrebe
kvantitativne analize. 1z tog razloga, EPR snimanja bila su izvr§ena u DMSO. Medutim,
rezultati ovih eksperimenata, upravo zbog razlike u upotrebljenom rastvaracu, ne mogu
biti direktno uporedeni sa onima gde su koriS¢eni lipozomi. Ipak, ovi rezultati pokazuju
da avarol ima znacajan antiradikalski potencijal i sa askorbil radikalom. Ovaj zakljucak
je zanimljiv, poSto je askorbil radikal uklju¢en u mnoge bioloske procese. Izmedu

ostalog, on moZze reagovati i sa kiseonikom, dajuci kiseonicne radikale.3®

Uprkos €injenici da nakon kratkog vremenskog perioda od pocetka reakcije nije
moguée potpuno pouzdano tvrditi da do smanjenja signala spin-adukata dolazi
isklju¢ivo usled interakcije avarola sa datim radikalskim vrstama, svejedno je pracena
kinetika ovog procesa tokom 40 minuta. Svi radikali generisani su u skladu sa ve¢
opisanim procedurama, s tim Sto je kao dodatna kontrola, kako bi se utvrdilo da ni
DPPC nema uticaja na Kkinetike, umesto lipozoma kori$¢ena voda (izuzev u slucaju
askorbil radikala). Rezultati ovih eksperimenata prikazani su na slici 39. Za potrebe

ovih eksperimenata, isproban je i drugaliji generatorski sistem za proizvodnju O,
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radikala. Ovom prilikom upotrebljen je sistem riboflavin/svetlost, kao jedan od najéesce

koriséenih u EPR studijama.?*®
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Slika 39. Kinetika redukcije EPR signala DEPMPO/OH (A), DEPMPO/OOH (B), NO-
Fe(DTCS), (C) i Asc’ (D). Tacke na graficima predstavljene su slede¢im simbolima:
avarolski lipozomi m; 100 % DPPC lipozomi ©; voda (kontrola) A; DMSO 0.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 39, moze se zakljuciti da avarolski
lipozomi postepeno dovode do smanjenja intenziteta signala DEPMPO/OH (slika 39 A),
DEPMPO/OOH (slika 39 B) i NO-Fe(DTCS), adukata (slika 39 C), kao i askorbil
radikala (slika 39 D). Uprkos tome $to je kinetika ovog procesa sloZena (jer nije poznato
do kakvih sve dodatnih reakcija tokom vremena dolazi), na svim graficima uocljiv je
isti trend — krive koje poti¢u od sistema sa 100 % DPPC lipozomima imaju isti profil, sa

manje izraZzenim nagibom u odnosu na one koje poticu od sistema sa avarolskim
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lipozomima. Zanimljivo je primetiti i to da se reakcija izmedu avarola i ‘OH radikala
odvija brze od njegove reakcije sa O, radikalom, i da je najintenzivnija tokom prvih
par minuta. Ukupna aktivnost avarola u smanjivanju koli¢ine prisutnih radikalskih vrsta
nakon 40 minuta bila je 91,1 % za DEPMPO/OH, 92,7 % za DEPOMPO/OOH i 83,3 %
za NO-Fe(DTCS);, spin-adukt. Takode, avarol je umanjio koli¢inu askorbil radikala za
71,2 %. Ipak, iako su ovi rezultati korisni, jo§ jednom je potrebno napomenuti da ih
treba uzeti sa izvesnom rezervom, zbog slozenih procesa koji se mogu uporedo odvijati
(poput interakcije avarola sa spin-aduktima, ili interakcije spin-adukata sa lipidnim

dvoslojem, kao i njihovog spontanog razlaganja).

Jedno neocekivano opazanje koje je potrebno ista¢i odnosi se na reakciju avarola
sa Oy radikalom (slika 39 B). Pri upotrebi riboflavin/svetlost generatorskog sistema,
inicijalni signal DEPMPO/OOH spin-adukta bio je ve¢i u sistemu u kom su se nalazili
avarolski lipozomi u odnosu na sistem sa 100 % DPPC lipozomima. Medutim, od ranije
je poznato da flavinska grupa molekula riboflavina pri fizioloskim uslovima moze

postojati u semihinonskom obliku.?®

Takode, postoje 1 dokazi da riboflavin formira
kompleks sa molekulima hidrohinona, upravo posredstvom flavinske grupe.®® Na
osnovu ove dve Cinjenice, moZe se pretpostaviti da do porasta inicijalnog EPR signala
kod sistema sa avarolskim lipozomima dolazi zbog toga $to hidrohinonska grupa
avarola reaguje sa flavinskom grupom riboflavina, pospesujuéi proizvodnju O," . 1z tog
razloga, u ovom konkretnom slucaju, povoljnije je umesto riboflavin/svetlost koristiti
hipoksantin/ksantin-oksidaza sistem za proizvodnju O™, kako bi se izbegle pomenute

neZeljene reakcije.
4.4. Rezultati elektrohemijskih eksperimenata

Elektrohemijsko ponaSanje |-dope ispitivano je u prisustvu razliitih
koncentracija avarola, u opsegu 0,05 — 0,5 mM (tako da je molarni odnos avarol/_ -dopa
bio 0,1 — 1 mM) kao i u njegovom odsustvu (slika 40). Snimljen je i ciklovoltamogram

¢istog avarola koncentracije 0,5 mM.

Na ciklovoltamogramu avarola moze se uociti jedan anodni pik na potencijalu
od 0,16 V, koji odgovara oksidaciji QH, i jedan katodni pik na potencijalu od -0,18 V,

koji odgovara procesu redukcije nastalog hinona. Ovaj zakljucak je u skladu sa
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literaturnim podacima, kojima je ustanovljeno da je oksidacija avarola u vodenoj sredini
dvoelektronski-dvoprotonski proces, pri kojem dolazi do formiranja avarona na svim

posmatranim pH vrednostima.***
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Slika 40. Ciklovoltamogrami smese 0,5 mM | -dope u etanolu i fosfatnom puferu sa
razli¢itim koncentracijama avarola: (A) prvi skenovi, (B) drugi skenovi, (C) odnos log
I, ilog v, (D) prvi izvod linearnih voltamograma, (E) funkcija struje za oksidaciju | -
dope, (F) simulirani anodni deo voltamograma snimljenog u rastvoru koji je sadrzao 0,5
mM -dopu i 0,1 mM avarol u smesi etanola i fosfatnog pufera, pri brzini od 20 mV s™.

Prilagodeno iz rada kandidata.**
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Na ciklovoltamogramu | -dope moze se uociti jedan anodni pik na potencijalu od
0,38 V, koji se moze pripisati oksidaciji | -dope do odgovarajuceg 0-benzohinona (-
dopahinona). Na potencijalu od -0,60 V javlja se katodni pik, koji odgovara redukciji
nastalog proizvoda. Zapravo, poreklo katodnog pika zavisi od pH vrednosti. U

prethodnom radu**

, ustanovljeno je da elektrooksidacija -dope prati ECE (od eng.
electrochemical-chemical-electrochemical) mehanizam, te da priroda proizvoda koji
nastaje nakon prenosa prvog elektrona zavisi od pH vrednosti. Unutarmolekulska
hemijska reakcija ocekuje se u neutralnoj sredini. Pri drugom skeniranju, anodni pik
javio se pri potencijalu od -0,45 V (slika 40 B). Moze se primetiti i to da su struje
pikova pri drugom skeniranju bile nize nego pri prvom. Do ovog pada dolazi usled
prevlacenja povrsine elektrode polimernim filmom pri anodnoj oksidaciji L-dopeggg, kao
i avarola®. Poznato je da do stvaranja ovakvog polimernog filma dolazi pri oksidaciji
mnogih fenolnih jedinjenja, zbog toga §to fenolni radikali koji tom prilikom nastaju

334

podlezu dimerizaciji i polimerizaciji sa drugim radikalima®* ili molekulima®®. Slian

proces moze se o¢ekivati i u sluéaju | -dope.

Sa povecanjem koncentracije avarola, na ciklovoltamogramima je doslo do
pojave dodatnog para pikova, koji odgovaraju oksidoredukciji samog avarola.
Potencijali na kojima su se pikovi avarola i (-dope pojavili bili su razdvojeni dovoljno
(oko 200 mV) da bi dalja analiza dobijenih voltamograma bila moguéa. U cilju

povecanja osetljivosti, za dalju analizu upotrebljena je linearna Voltametrija336 Ciji je

prvi izvod prikazan na slici 40 D.

Graficki prikazane vrednosti log 7, u funkciji log v uvek su formirale prave linije
sa nagibom od 0,35 do 0,40 (slika 40 C). Dobijene vrednosti nagiba, to jest linearnost
pravih na grafiku, ukazuju da na proces elektrooksidacije -dope na elektrodi od
staklastog ugljenika uti¢e difuzija. Nikolson i Sain (Nicholson i Shain) smatraju oblik

1/2

krive I,/v"“ u funkciji brzine skeniranja (tzv. funkcije strujnog pika — eng. peak current

function) (slika 40 E) jednim od kriterijuma za utvrdivanje mehanizma reakcije na
elektrodi.®*" Eksponencijalno opadanje vrednosti ove krive sa poveanjem brzine
skeniranja ukazuje na mehanizam kod koga nakon prenosa elektrona dolazi do hemijske
reakcije. Oblik ove krive bio je isti bez obzira na koncentraciju avarola, §to dovodi do

zakljucka da je mehanizam elektrodne reakcije nepromenjen. Zavisnost vrednosti struje
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pikova koji odgovaraju procesu oksidacije -dope od brzine skeniranja prikazana je u

prilozima 1 i 2. Zavisnost vrednosti /, u funkeiji v'* data je na slici 41.

0,6 mM LD

0,5mM LD + 0,05 mM A P
0,5mMLD +0,1 mMA %
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Slika 41. Zavisnost vrednosti /, u funkciji v} za sistem koji je sadrzao (-dopu i avarol.

Elektrohemijsko ponaSanje -dope ispitivano je i u prisustvu hidrohinona, u
istom koncentracionom opsegu kao i u slucaju avarola (slika 42). Sa dobijenih
ciklovoltamograma moze se uociti isto ponasanje kao i kod sistema avarol/, -dopa, S tim

da je u slucaju sistema hidrohinon/ -dopa preklapanje pikova bilo izrazenije.

L-dopa pokazuje ireverzibilno elektrohemijsko ponasanje na Cistoj elektrodi od

staklastog ugljenika, pri ¢emu je razmak pikova bio veé¢i od 59 mV. Potencijal pika u

funkciji brzine skeniranja moze se predstaviti izrazom®®;

. RT D2 (I-a)nFo]"?
Ey= B o] 0.780+2.303 log ( = 42,303 log |—— (39)

gde su R, T i F univerzalna gasna konstanta, apsolutna temperatura i Faradejeva
konstanta, respektivno. Dy je difuzioni koeficijent redukovane vrste, k° je standardna
heterogena konstanta brzine reakcije, o je koeficijent prenosa energije, n je broj

elektrona prenetih tokom heterogene reakcije, a v je brzina skeniranja.
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Slika 42. (A) ciklovoltamogrami snimljeni u rastvoru 0,5 mM _-dope u 0,1 M
fosfatnom puferu sa razli¢itim koncentracijama hidrohinona, (B) Prvi izvod linearne
voltametrije, (C) simulirani anodni deo voltamograma smese 0,5 mM | -dope i 0,1 mM
hidrohinona u fosfatnom puferu snimljenih brzinom od 20 mVs™. Prilagodeno iz rada
kandidata.**!

Kako bi bilo moguce odrediti heterogenu standardnu konstantu brzine reakcije
(k°), neophodno je izvrsiti ra¢unarsku simulaciju snimljenih voltamograma. Simulacije
su vrSene u programu CV_EC Simulator v 12.**° Pretpostavljeni mehanizam
elektrooksidacije |-dope upotrebljen za simulacije dat je na slici 43. Podaci su pre
simulacija korigovani za vrednost pozadinske struje, dobijene snimanjem
ciklovoltamograma pod istim uslovima, u odsustvu _-dope. Greska merenja odredena je
kao standardna devijacija vrednosti dobijenih simulacijom voltamograma snimljenih pri

razli¢itim brzinama skeniranja.**>**" Reprezentativni simulirani voltamogrami avarola i
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hidrohinona prikazani su na slikama 40 F i 42 C. Tokom simulacija je upotrebljena
literaturno dostupna vrednost difuzionog koeficijenta | -dope (1,06 x 10®° cm? s%).3%

0 0
HO o]
OH -2¢”-2H* OH
—_—
o s
HO o]

Slika 43. Pretpostavljeni mehanizam elektrohemijske oksidacije | -dope na povrsini

elektrode.

Vrednost k° ukazuje na lakocu prenosa elektrona u posmatranom procesu.
Postoje uobi¢ajene vrednosti k° za reverzibilne (k > 2 x 102 cm s%), kvazi-reverzibilne
(5 x 10° cm s < k < 2 x 10? cm s™) i ireverzibilne (k < 5 x 10 cm s™) elektrodne
procese. U skladu sa tim, elektrooksidacija | -dope je kvazi-reverzibilan proces.

U prethodnim istrazivanjima,?*®

ispitivan je efekat fizisorbovanog i
hemisorbovanog hinonskog monosloja na elektrooksidaciju katehola. Formiranje
hemisorbovanog monosloja kataliticki deluje na oksidaciju katehola. Pretpostavlja se da
se ubrzanje koraka u kome dolazi do prenosa naelektrisanja javlja usled vodoni¢nog
vezivanja hinonskog kiseonika i katehola. Na osnovu ovde prikazanih rezultata (tabela
5), moze se zakljuciti da uticaj hinona na oksidaciju katehola zavisi od njihovog odnosa.
Promena vrednosti k° sa promenom odnosa avarol/_-dopa, odnosno hidrohinon/_-dopa
ukazuje na to da prenos naelektrisanja moZe biti ubrzan u pojedinim odnosima
koncentracija. Pri odnosu od 0,1 (za oba sistema), vrednost k° bila je umanjena, te je
transfer elektrona bio otezan. Najveca vrednost k° uodena je kod avarola/|-dope u
odnosu 0,4, i hidrohinona/, -dope u odnosu 0,2. Kod odnosa 1 (u oba sistema), dobijena
je umanjena vrednost k. Moze se pretpostaviti da u ovom odnosu formiranje
polimernog sloja dovodi do pasivizacije elektrode, a time i do otezanog prenosa

naelektrisanja.

Iz tabele 5 moze se uotiti i da su vrednosti k° bile nize kod eksperimenata
izvedenih u smesi etanol/pufer (eksperimenti sa avarolom), nego u samom fosfatnom
puferu (eksperimenti sa hidrohinonom). Poznato je da atomi vodonika iz —NH®" i

fenolnih hidroksilnih grupa dopamina mogu formirati vodoni¢ne veze sa hidroksilnom
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grupom etanola.** Sli¢no ponasanje moguée je odekivati i u slucaju (-dope i etanola,
usled ¢ega bi proces oksidacije u smesi etanol/pufer bio otezan. Osim toga, moguce
reakcije izmedu molekula 1 jona u rastvoru u znacCajnoj meri zavise od
protonovanosti/deprotonovanosti | -dope. Usled toga je moguce i postojanje snaznih jon-
dipol interakcija sa neorganskim jonima prisutnim u fosfathom puferu. Da bi se to
potvrdilo, neophodno je izvrsiti dodatna istrazivanja.

Tabela 5. Vrednosti k° za sistem koji sadrzi 0,5 mM | -dopu u prisustvu razli¢itih

koncentracija avarola, odnosno hidrohinona. Pilagodeno iz rada kandidata.***

Koncentracija Odnos Sa avarolom Sa hidrohinonom
avarola ili A/LD ili
K% 10 (cm s} K% 10 (cm s}
hidrohinona HQ/LD
0 - 4,8 58
0,05 mM 0,1 3,7 5,2
0,1 mM 0,2 4,0 59
0,2 mM 0,4 4,9 5,4
0,5mM 1 3,2 5,0

4.5. Rezultati UV-Vis eksperimenata

UV-Vis spektri | -dope u prisustvu avarola, odnosno hidrohinona u razlicitim
koncentracijama prikazani su na slici 44. U skladu sa dostupnim podacima®?, dva
maksimuma koji se na UV-Vis spektru -dope javljaju na 218-280 nm mogu se pripisati
n- i La-Ly prelazima, respektivno. Ls-L, prelaz se kod avarola i hidrohinona javlja na
neSto veéim talasnim duZinama (295 1 287 nm, respektivno). Po dodatku
avarola/hidrohinona u rastvor | -dope, doslo je do blagog pomeranja maksimuma na 280
nm ka veéim talasnim duzinama (batohromni pomeraj). To ukazuje na postojanje
izvesnih interakcija izmedu -dope i avarola/hidrohinona. Pouzdanija interpretacija UV-

Vis spektara smeSe jedinjenja moze se dobiti dekonvolucijom apsorpcionih maksimuma
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u obliku sume Gausijanskih krivih.** U tu svrhu, spektri su najpre skalirani do opsega
talasnih duzina od 250-320 nm (Sto odgovara oblasti apsorpcionog maksimuma smese
avarola/hidrohinona sa |-dopom), nakon ¢ega je izvrSena njihova dekonvolucija
upotrebom softvera Fityk (verzija 1.3.1)**

Sbplx metodom (slika 44 C i D)*®.

, ha dve Gausijanske komponente, fitovane

0.5 mM HQ
05mMA A 0.5mM LD B
25- ) 0.5mMLD 254 0.5mM LD +0.05 mM HQ
——0.5mMLD +0.05mMA : \ 0.5mM LD + 0.1 mM HQ
05mMLD +0.1 mMA \ 0.5mMLD +0.2mM HQ
0.5mMLD +02mMA | 0.5mM LD + 0.5 mM HQ
2.0 0.5mMLD +0.5mM A 2.0
1.5 1.5
ot ]
% 1.0 1.0
0.5 0.54
- \
N - A
0.0 = 0.0 = —
200 220 240 260 280 300 320 200 220 240 260 280 300 320
Talasna duZina (nm) c Talasna duzina (nm) D
LD komponenta 0,05 mM LD komponenta 0,05 mM
1.4 - —— LD komponenta 0,1 mM 1.8+ —— LD komponenta 0,1 mM
- —— LD komponenta 0,2 mM —— LD komponenta 0,2 mM
1.2 \ —— LD komponenta 0,5 mM 1.6+ —— LD komponenta 0,5 mM
: A komponenta 0,05 mM HQ komponenta 0,05 mM
—— A komponenta 0,1 mM 144 Vo —— HQ komponenta 0,1 mM
1.04 —— A komponenta 0,2 mM 124 —— HQ komponenta 0,2 mM
—— A komponenta 0,5 mM : —— HQ komponenta 0,5 mM
1.04
< <
0.8
0.6 \
0.4 / \\
024 4 ' \
i T T T T 7 T " 0.0 T T T T T T \
250 260 270 280 290 300 310 320 250 260 270 280 290 300 310 320
Talasna duZina (nm) Talasna duzina (nm)
2.5+ E
= HQLD -
® ALD
A HQ
2.0
v A & o
‘ ad
-
151 ¢
v
< A
1.0
0.5 X
e
-
0.0 T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Koncentracija avarola/hidrohinona (mM)

Slika 44. UV-Vis spektri | -dope: (A) u prisustvu razli¢itih koncentracija avarola u
smesi etanola i fosfatnog pufera, (B) u prisustvu razli¢itih koncentracija hidrohinona u
0,1 M fosfatnom puferu, (C) dekonvoluirani UV-Vis spektar | -dope u prisustvu avarola,
(D) dekonvoluirani UV-Vis spektar  -dope u prisustvu hidrohinona, (F) kalibracione
prave za oba ispitivana sistema, kao i za avarol i hidrohinon zasebno. Prilagodeno iz

rada kandidata.>®
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Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da doprinos komponente koja
potic¢e od avarola, odnosno hidrohinona, raste sa porastom njihove koncentracije, §to je
u skladu sa oc¢ekivanjima. Nasuprot tome, doprinos komponente koja poti¢e od -dope
opadao je sa porastom koncentracije ovih molekula, iako je za oCekivati bilo da ostane
nepromenjen. Na osnovu toga je moguée zakljuciti da izmedu -dope i

avarola/hidrohinona zaista dolazi do interakcije.

Osim pomeranja apsorpcionog maksimuma, i promena u apsorpcionom
maksimumu moze pruziti informaciju o intenzitetu reakcije. 1z tog razloga, nacrtane su
kalibracione prave za oba posmatrana sistema, ocitavanjem vrednosti apsorbancije na
280 nm za datu koncentraciju supstanci. lzvedeni su i uporedni eksperimenti sa
variranjem koncentracije samog avarola, odnosno hidrohinona. Njihov doprinos
apsorbanciji na 280 nm prikazan je zajedno sa kalibracionim pravama za sistem avarol
+ _-dopa, odnosno hidrohinon + | -dopa (slika 44 E). Posto nagib pravih zavisi jedino od
koeficijenta apsorpcije, njegova promena predstavljala bi i promenu u elektronskoj
gustini ispitivanih supstanci, a time bi se dobila i informacija o intenzitetu interakcije
izmedu -dope i avarola/hidrohinona. Nagibi pravih za smese bili su nizi nego za
pojedinacne supstance. Prisustvo | -dope je u manjoj meri uticalo na ponasanje avarola u
poredenju sa hidrohinonom. Ovo se moZe objasniti konformacionim ogranic¢enjima
avarola, slabom reaktivno$c¢u terpenoidnog dela ovog molekula, ili interakcijom -dope
sa etanolom prisutnim u rastvoru. Interakciji -dope sa etanolom u prilog ide i mala

razlika u apsorbanciji rastvora Ciste | -dope u zavisnosti od rastvaraca.
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5. Zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije, teorijski i eksperimentalno je analizirana
antiradikalska aktivnost avarola, seskviterpenoidnog hidrohinona izolovanog iz
morskog sundera Dysidea avara. Dok je eksperimentalno analizirana antiradikalska
aktivnost avarola, za teorijsku analizu odabran je hidrohinon, jer je pretpostavljeni
aktivni segment molekula avarola, a zbog svojih dimenzija je znatno jednostavniji za
modelovanje. Osim toga, primenom cikli¢ne voltametrije i ultraljubicaste 1 vidljive

spektroskopije ispitane su i interakcije avarola sa neurotransmiterom -dopom.

Teorijski su analizirane interakcije  hidrohinona sa  hidroksilnim,
hidroperoksilnim i metoksi radikalom. Hidroksilni i hidroperoksilni radikal odabrani su
zbog svog bioloskog znacaja (delom i zbog malih dimenzija, jer su jednostavniji za
modelovanje). Metoksi radikal je odabran zbog svojih malih dimenzija, kao jednostavan
model za proucavanje interakcija hidrohinona (avarola) sa radikalima organskog
porekla. Antiradikalska svojstva hidrohinona analizirana su u gasovitoj fazi. Kvantna
teorija atoma u molekulima (QTAIM) je teorijska tehnika koja je pruzila dublje
razumevanje promena koje se u sistemu hidrohinona i odgovarajuc¢ih radikala desavaju
tokom hemijskih reakcija. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se
proces apstrakcije atoma vodonika sa molekula hidrohinona desava putem PCET
mehanizma, te da proton 1 elektron istovremeno vrSe prelaz na radikalski atom
kiseonika. H-OM"? i H-O™ rastojanja i vrednosti elektronske gustine u njima
odgovaraju¢im kriticnim tackama veze monotono se menjaju u smeru od
predreakcionog ka postreakcionom kompleksu. Kljuéne promene duzine posmatranih
veza, a time i njihovih svojstava (elektronske gustine, njenog Laplasijana,
delokalizacionog indeksa) odvijaju se u dolini proizvoda, blize globalnom minimumu

hiperpovrsi potencijalne energije.

Kod svih posmatranih reakcija, svojstva atoma vodonika u blizini prelaznog
stanja imaju neobican trend, zbog blizine i donora i akceptora. Usled snaznih interakcija
sa dva elektronegativna atoma kiseonika, kriva koja predstavlja promenu naelektrisanja
atoma vodonika tokom reakcije ima neobi¢ni ,,M” oblik. Iz istih razloga se neuniformno
menja i zapremina atoma vodonika tokom reakcije. Na osnovu primene tri razli¢ita

modela, ustanovljeno je da kod reakcija hidrohinona sa hidroksilnim i hidroperoksilnim
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radikalom, rastvara¢ ne utice na promenu mehanizma kojim atom vodonika biva

apstrahovan, niti utice na nacin transfera samog protona i elektrona.

U cilju prevazilazenja problema rastvorljivosti avarola u vodi, izvrSena je
njegova inkorporacija u zid lipozoma. U tu svrhu, kao model upotrebljeni su 100 %
DPPC lipozomi, zbog njihove jednostavnosti pravljenja i biokompatibilnosti.
Ustanovljeno je da je nakon ekstruzije njihova veli¢ina bila uniformna (oko 90-100 nm).
Obelezavanjem pomocu spinske probe 5-DS ustanovljeno je da ni 100 % DPPC ni
avarolski lipozomi ne pokazuju promene u fluidnosti membrane. Takode, ustanovljeno
je da su ispitivani lipozomi stabilni mesec dana nakon sintetisanja. Nakon interakcije
obe vrste lipozoma sa ‘OH, O," i NO radikalima, uo¢eno je da parametar uredenosti
blago opada. Na osnovu toga zakljuéeno je da je oblast lipidnog dvosloja najbliza
granici sa vodenom sredinom postala nesto fluidnija. Ova promena bila je manje
izrazena kod avarolskih lipozoma, ukazujuci na to da avarol zapravo §titi lipozome od

lipidne peroksidacije.

EPR eksperimentima ustanovljeno je da avarol poseduje snaznu antiradikalsku
aktivnost prema reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, poSto umanjuje aktivnost ‘OH
radikala za 86,2 % i O, radikala za 50,9 %. Ovi rezultati su u dobroj korelaciji sa
rezultatima teorijskih proracuna kojima je ustanovljeno da je energijska barijera za
reakciju hidrohinona sa ‘OH radikalom izuzetno niska (1 kJ/mol). Kao generator za
proizvodnju O, radikala bolje je koristiti hipoksantin/ksantin-oksidazni sistem, posto
je eksperimentalno ustanovljeno da riboflavin (takode generator O,  radikala)
interaguje sa avarolom, $to se odrazava na koli¢inu generisanih O,  radikala u sistemu.
Avarol ima izvesnu, ali blagu antiradikalsku aktivnost prema reaktivnim azotnim
vrstama, posto je umanjio aktivnost NO' radikala za 23,6 %. Kako je NO radikal
prisutan pri normalnim fizioloskim uslovima u organizmu kao signalni molekul,
njegovo intenzivno uklanjanje bilo bi nepoZeljno. Posto je stabilnost Asc’ radikala u
vodenoj sredini tokom duzeg vremenskog perioda upitna, kao 1 sposobnost ovog
radikala da naruSi integritet lipozoma i time dode u kontakt sa avarolom, njegova
interakcija sa avarolom testirana je u DMSO. Ustanovljeno je da avarol poseduje anti-
askorbil radikalsku aktivnost, posto je umanjio aktivnost Asc’ za 61,8 %. Prou¢avanjem
kinetika ovih reakcija potrvdeni su isti trendovi. Medutim, uoceno je i da su kinetike

ovih procesa slozene, verovatno jer se uporedo sa interakcijom izmedu avarola 1
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odabranih radikala odvijaju i sporedni procesi koji imaju uticaj na redukciju signala
spin-adukata i askorbil radikala. Ustanovljeno je da je snimanje EPR spektara dva
minuta od generisanja slobodnih radikala optimalno za analizu, po$to tada sporedni
procesi nisu izrazeni. Opsti zaklju¢ak EPR eksperimenata vazan je sa tri aspekta.
Najpre, pokazano je da avarol poseduje izuzetno znacajnu antiradikalsku aktivnost
prema odabranim, fizioloSki relevantnim radikalima, C¢ime se potvrduje njegov
potencijalni znaCaj u tretmanu oboljenja uzrokovanih slobodnim radikalima
(prevashodno Alchajmerove bolesti), ili posluziti kao model za razvoj novih terapija
koje bi pomogle u njihovom tretmanu. Zatim, uprkos ¢injenici da avarol moze proci
kroz krvno-mozdanu barijeru, njegova primena bila je ograni¢ena Cinjenicom da je
nerastvoran u vodi, te da bi se mogao Koristiti jedino lokalno, S§to bi kod
neurodegenerativnih oboljenja bilo invazivno, a time prakticno neprihvatljivo.
Inkorporacijom u DPPC lipozome ovaj problem je prevaziden, odnosno avarol je
indirektno ucinjen ,,rastvornim” u vodi, pa se neometano moze transportovati putem
krvi. T tre¢e, EPR eksperimenti sa avarolom prvi su takve vrste. Nikada ranije u
literaturi nije opisana  kombinacija EPR metode i lipozomske
inkorporacije/enkapsulacije  u  cilju  prouCavanja  antiradikalske  aktivnosti
vodonerastvornih jedinjenja. Sli¢nih pokusaja bilo je sa micelama (ali ne prema bioloski

relevantnim radikalima), nad kojima lipozomi imaju znacajnih prednosti.

Ciklovoltametrijskim eksperimentima ustanovljeno je da modifikacijom
povrsine elektrode od staklastog ugljenika pomocu avarola dolazi do promene konstante
brzine prenosa elektrona izmedu elektrode i _-dope, te da je prenos naelektrisanja
poboljsan u odredenom opsegu koncentracija. Kako ciklovoltametrijski, tako i UV-Vis
spektroskopskom analizom ustanovljeno je da je interakcija _-dope bila snaznija sa
hidrohinonom nego sa avarolom, najverovatnije zbog konformacionih ogranic¢enja koja

se javljaju kao posledica prisustva terpenoidnog segmenta u strukturi avarola.

Opsti zakljucak koji je moguce izvesti na osnovu rezultata eksperimenata i
proracuna prikazanih u okviru ove teze jeste da je moguce koristiti hidrohinon kao
model-molekul za ispitivanje interakcija avarola sa razli¢itim nevoluminoznim
sistemima, te da hidrohinon jeste nosilac antiradikalske aktivnosti avarola. Sem toga,
postoji vazna korelacija izmedu teorijskih proracuna i rezultata EPR eksperimenata.

Avarol poseduje izuzetno visoku antiradikalsku aktivnost prema gotovo svim
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odabranim radikalima, a ujedno i bioloski korisnu selektivnost u reakciji sa njima, dok
je njegova nerastvorljivost u vodi prevazidena inkorporacijom u zid lipozoma.
Modifikacijom povrSine elektroda avarolom, moguce je povecati brzinu transporta

elektrona izmedu elektrode 1 neurotransmitera.

Iz eksperimenata i prora¢una izvrSenih u okviru ove disertacije moguce je dobiti
1 nekoliko smernica za dalja istraZzivanja. Najpre, dobijeni rezultati sugeriSu da bi
istrazivanja trebalo proSiriti 1 na molekule strukturno sli¢ne avarolu, kako bi se $to bolje
razumela hemija ovih jedinjenja, a u cilju iznalaZzenja najoptimalnije strukture za
terapijske svrhe i razvoj novih lekova za terapiju bolesti uzrokovanih slobodnim

radikalima.

Sa poboljSanjem racunarskih resursa moguée bi bilo umesto hidrohinona kao
model-molekula, prorac¢une vrsiti koriste¢i strukturu samog avarola. lako se smatra da je
hidrohinonski segment ovog molekula nosilac njegove bioloSke aktivnosti, (Sto je i
potvrdeno, kako proradunima, tako i eksperimentima u okviru ove teze), pozeljno je
ispitati i na¢in na koji seskviterpenoidni segment interaguje sa okolinom. Ovo je korisno
1 zbog toga Sto nije iskljueno da upravo ova celina molekul avarola ¢ini manje
toksi¢nim u odnosu na srodna jedinjenja, pa i u odnosu na sam hidrohinon. Opisanu
metodologiju potrebno je primeniti i na druge radikale, kako bi se dobila Sto celovitija

slika ovih procesa.

EPR eksperimente trebalo bi proSiriti, ne samo na avarolu srodna jedinjenja 1
druge slobodnoradikalske vrste, ve¢ i tako da budu ispitane drugacije formulacije
lipozoma. Ovo je korisno radi pronalaska najoptimalnije formulacije sa aspekta
stabilnosti 1 vremena zadrZzavanja lipozoma u organizmu, ali 1 efikasnosti otpuStanja

aktivnih komponenti.

Ciklovoltametrijske ~ eksperimente trebalo bi proSiriti 1 na druge
neurotransmitere, ali 1 testirati sposobnost njihove simultane detekcije u rastvoru

upotrebom elektroda ¢ija je povrSina modifikovana avarolom.
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Prilog 1. Zavisnost vrednosti struje pikova koji odgovaraju procesu oksidacije  -dope

od brzine skeniranja bez avarola (A), odnosno kada je on u sistemu prisutan u
koncentraciji od 0,05 mM (B), 0,1 mM (C), 0.2 mM (D) i 0.5 mM (E).
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Prilog 2. Zavisnost vrednosti struje pikova koji odgovaraju procesu oksidacije | -dope

od brzine skeniranja bez hidrohinona (A), odnosno kada je on u sistemu prisutan u

koncentraciji od 0,05 mM (B), 0,1 mM (C), 0.2 mM (D) i 0.5 mM (E).
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnncanu-a bypa Hakapaga

6poj nHaoekca 2013/0309

UsjaBrbyjem
a je QOKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBoMm

»AHTUPaAMKariCKa akTUBHOCT aBaposia: TEOPUjCKU N eKcrepuMeHTarHm npucrtyn®

e pe3yntat CONnCTBeHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npegnoxeHa gucepTaumja y LenvHU HX y aenosuma Huje buna npeanoxexHa
3a pgobujakbe OMNO koOje OunnioMe npema CTyAujCKMM nporpamuma gpyrmx
BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,
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Mpunor 2.

I/I3jaBa O UCTOBETHOCTU LWLUTaMNaHe U erieKTPpoHCKe Bep3V|je
AOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa bhypa Hakapaga

Bpoj nHpekca 2013/0309
CTtyavjcku nporpam HDokTopcke akageMcke ctyamje — chmsmyka xemumja
Hacnos paga +LAHTUPaAMKASICKa aKTUBHOCT aBaposia: TeOPUjCKU U

eKcrnepuMeHTanHu npucryn®

MeHTOp ap MuneHa lNetkoBuh, BaHpeaHu npodecop Pakynrera
3a chm3nyky xemunjy YHuBepauteta y beorpagy

ap bopuc ejuH, Hay4yHU caBeTHUK, UHCTUTYT 3a
MyNTUANCUMNIMHAPHA UCTpaXxueakwa — IMS|
YHuBep3uTteTa y beorpagy, Oacek 3a Hayke 0 XXUBUM
cucreMmma

Motnucanw/a hypa Hakapaga

U3sjaBrbyjem Oa je witamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr pajla UCTOBETHAa eneKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy caMm npefao/na 3a objaBrbmBake Ha noprtany  AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTteTa y beorpany.

[lo3sorbaBam ga ce objaBe MojM NuYHM nodaum Be3aHu 3a gobuvjare akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe M npesume, roanHa u MecTto poherwa u gatym
oabGpaHe paga.

OBM nUYHM nogjaum Mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHWM CTpaHuuama aurutasnHe
H6nbnunoTeke, y €NEKTPOHCKOM KaTarory u y nybnvkauvjama YHusepauteta y beorpaay.

MoTnuc poktopaHpa

Y Beorpaay,
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y Ourutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTaumjy nopg
HaCcnoBoM:

+AHTUPAOMKANICKA aKTUBHOCT aBaposia: TEOPUJCKU N eKCNepUMEeHTasrHM npucrtyn’

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomM dopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxMBUpaHE.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauujy noxpamweHy y [urutanHn penosvTopujym YHuBep3auteTta
y beorpagy mory ga KopucTte CBM KOju NOLWTYjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4ymo/na.

1. AyTOopCcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLNjanHo — AennuTn nog UCTUM ycnosuma
5. AytopcTtBo — 6€e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AENUTM Nog UCTUM YCnoBMMa

(Monumo aa 3aoKpyXuTe camo jedHy of LecT NOHYheHWX nuueHuUW, KpaTtak onmc
nUueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay,
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYUMjy U jaBHO caoniTaBahe
Aena, n npepage, ako ce HaBefle UMe aytopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe aytopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja og CBUX
nULEeHUN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, gUCTpnbyuujy n jaBHO
caonwTaBawe gena, v npepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
anctpmbyumnjy M jaBHO caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WK
ynoTpebe gena y cBOM ferny, ako Ce HaBede UMme aytopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHMyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuujanHo — AEenUTM Mof McTUM ycrnoeuma. [JossorbaBate
yMHOXaBah-e, AUCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, v npepane, ako ce HaBede
“MMe ayTopa Ha HauuH ogpefheH of CTpaHe ayTopa Wi AaBaoua fMUEHLE M ako ce
npepaga AMCTpMOyvMpa Mog WCTOM WM CNMYHOM nuvueHuoM. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa koMepuujandy ynotpeby aena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y M jaBHO
caonwTaBake gerna, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa Unu ynotpebe genay ceom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua 403BOrbaBa Komepuumjandy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - denutum nog MUCTUM ycrioBuma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
AncTpmnbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBege nMme aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnM JaBaoua nuueHue U ako ce npepaga
anctpmbympa nog UCTOM MAM  CriMYHOM nuudeHuoMm. OBa nuueHua [03BoSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBepckMM nuueHuama,
O[JHOCHO InuueHuama oTBOPEeHOr Koaa.
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