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1. UvOD

Sekundarni (specijalizirani) biljni metaboliti su tvari koje biljke sintetiziraju
sekundarnim reakcijama iz primarnih metabolita. Sekundarni metaboliti nisu esencijalni za
zivot same biljke jer ne sudjeluju u njenom rastu i razvoju, ali sudjeluju u interakcijama biljke

i okolisa te mogu imati ekolosku ulogu, kao Sto je zastita od kukaca i privlacenje istih.

S obzirom na biosintetske puteve kojima nastaju, sekundarne metabolite mozemo
razvrstati u tri skupine: terpene, fenolne spojeve i alkaloide. Terpeni su lipidne molekule ¢iji su
prekursori izopentenil-difosfat ili dimetil-alil-difosfat koji nastaju u dva biosintetska puta: u
citosolu mevalonatnim putem (prekursor je acetil-CoA) te metil-eritriol-fosfatnim putem u
plastidima (prekursori su piruvat ili gliceraldehid-3-fosfat). Fenolni spojevi sadrze jednu ili
viSe hidroksilnih skupina na aromatskom prstenu, a nastaju uglavnom u putu Sikimata
pretvorbom jednostavnih ugljikohidrata u aromatske aminokiseline koje se dalje derivatiziraju
do fenolnih spojeva. Alkaloidi nastaju iz aromatskih te nekih alifatskih aminokiselina, a sadrze

jedan ili vise atoma dusika kao dio heterociklickog prstena (Pevalek-Kozlina, 2003).

Covjek biljne sekundarne metabolite koristi kao polimere, boje, ljepila, mirise te
lijekove. Najraniji zapis o koriStenju biljaka u medicinske svrhe bio je 2 600 godina prije Krista
u Mezopotamiji gdje su ljudi kasalj lijecili uljem obi¢nog ¢empresa (Cupressus sempervirens).
Farmaceutska industrija bazirana je na znanstveno utemeljenoj upotrebi biljaka i njihovih
ekstrakata. Sekundarni metaboliti izolirani iz biljaka danas se mogu direktno koristiti kao
lijekovi, mogu se koristiti kao prototip za sintezu novih - sintetskih lijekova, te se koriste kao
farmakoloski 1 biokemijski alati za otkrivanje molekularnth mehanizama nekih bolesti.
Istrazivanja biljnih sekundarnih metabolita trenutno su intenzivna zbog pretpostavke da je do
danas u farmakoloske svrhe testirano svega 10% od ukupnog broja identificiranih biljnih

sekundarnih metabolita (Dias i sur., 2012).



2. SEKUNDARNI BILIJNI METABOLITI KORISTENI KAO LIJEKOVI U
IZVORNOM OBLIKU

Usprkos napretku kemijske i farmaceutske industrije u sintezi novih lijekova,
medicinski vazne biljke i dalje imaju nezamjenjivu ulogu u zdravstvenoj zastiti zato Sto
odredeni spojevi iz biljaka mogu biti izolirani i1 procis¢eni na jednostavan nacin te se direktno
mogu Koristiti za razvoj lijekova. Lijekovi proizvedeni bez konverzije sekundarnih biljnih

metabolita upotrebljavaju se za lijeCenje razli¢itih medicinskih stanja.

U lije¢enju kardiovaskularnih bolesti vazan je kinidin, izoliran iz biljaka roda Cinchona,
koji se koristi kao antiaritmik jer produljuje trajanje akcijskog potencijala djelujuci na ionske
kanale u srcu (Inama i sur., 2010). Na sredis$nji ziv€ani sustav djeluju nikotin iz vrste Nicotiana
tabacum koji djeluje na nikotinske acetilkolin receptore, morfin i kodein izolirani iz opijuma
maka (Papaver somniferum) koji se koriste kao analgetici, te galantamin iz vrste Galanthus
woronowii koji djeluje na nikotinske acetilkolin receptore te se koristi u lije¢enju Alzheimerove
bolesti. U lije¢enju tumora dojke i jajnika vazan je paklitaksel iz vrste Taxus brevifolia, dok se
vinblastin i vinkristin iz vrste Catharanthus roseus upotrebljavaju u lijeenju raznih oblika
leukemije. Kao antiparazitici, posebno u lije¢enju malarije, koriste se kinin iz vrste Cinchona

sp. i artemizinin izoliran iz slatkog pelina (Artemisia annua) (Pan i sur., 2009).



2.1. GALANTAMIN

Galantamin (Slika 1) je alkaloid prvi puta izoliran iz voronove visibabe (Galanthus
woronowii, porodica Amaryllidaceae) u ranim 50-im godinama proslog stolje¢a kada se
koristio za lijeCenje glavobolja i poliomijelitisa, a testiran je i za upotrebe u anesteziologiji.
Kasnije je izoliran i iz drugih vrsta ove porodice. Danas se koristi u lijeCenju ranijih faza
Alzheimerove bolesti koja je kroni¢na i neurodegenecrativna. KoriStenjem galantamina
usporava se progresija bolesti — smanjuje se razgradnja acetilkolina ¢ime se kompenzira
nedostatak istog zbog odumiranja ziv€anih stanica koje ga proizvode. Galantamin je selektivan,
reverzibilan i kompetitivan inhibitor acetilkolinesteraze, enzima koji razgraduje acetilkolin na
acetat 1 kolin (Marco i1 Carreiras, 2006). Takoder, galantamin je pozitivan alostericki modulator
nikotinskih acetilkolin receptora ¢ime se omogucava povecano otpustanje acetilkolina iz

presinapticke pukotine (Nikiforuk i sur., 2015).

Istrazivanje provedeno na 75 ljudi koji pate od Alzheimerove bolesti u ranoj fazi, uz
terapiju u trajanju od 36 mjeseci sa povecanjem doze galantamina, pokazalo je da su se
ponasanje i pamcenje poboljsali tijekom prvih 12 mjeseci terapije. Nakon 36 mjeseci
primijeéeno je pogorsanje pamcenja, medutim i dalje na boljoj razini u usporedbi s pacijentima

koji nisu primali terapiju (Richarz i sur., 2014).

HQ H

Slika 1. Strukturna formula galantamina.
(Izvor: Marco i Carreiras, 2006)



2.2. VINBLASTIN I VINKRISTIN

Potraga za antitumorskim supstancama iz biljaka pocela je 1950-ih otkricem vinka
alkaloida — vinblastina (VLB) i vinkristina (VCR). VLB i VCR (Slika 2) su strukturno sli¢ne
molekule - dimeri indol-dihidroindola. Ovi spojevi izolirani su iz vinke (Catharanthus roseus
ili Vinca rosea) (Pan i sur., 2009). Prije 1950-ih koriteni su za lijeCenje dijabetesa, a
istrazivanjem na Stakorima pokazano je da VLB i VCR smanjuju broj leukocita i reduciraju
aktivnost kostane srzi (Cragg i Newman, 2005). Danas su u upotrebi semi-sintetski analozi ovih
spojeva — vinorelbin i vindezin koji se u kombinaciji s nekim drugim kemoterapeuticima koriste
u lijeenju razli¢itih tipova leukemije, limfoma, raka testisa u uznapredovalom stanju i raka
dojke (Pan i sur., 2009). Potreba za sintetskim i semi-sintetskim analozima proizlazi iz ¢injenice
da je potrebno 500 kilograma osus$enih listova vinke kako bi se izoliralo 1 gram VLB (Van Der
Heijden i sur., 2004). Budud¢i da je vinka izvorno endemska biljka s Madagaskara, danas se
proucava biosinteza njenih alkaloida u stani¢noj kulturi. Istrazuje se genom vinke na razini
transkriptoma kako bi se sintetiziralo analoge VLB i VCR $to sli¢nije izvornom obliku (Dugé

de Bernonville i sur., 2015).

Mehanizam djelovanja VLB i VCR zasniva se na inhibiciji mitoze tumorskih stanica u
metafazi putem vezanja na mikrotubule (Pan i sur., 2009). Kako bi mikrotubuli bili stabilni i
kako bi se diobeno vreteno pravilno formiralo potrebne su i longitudinalne i lateralne interakcije
izmedu susjednih molekula tubulina. Kristalografijom X-zraka pokazano je da se pri nizim
koncentracijama VLB veze na rubove mikrotubula ¢ime se narusavaju longitudinalne
interakcije tubulina te se molekula izvija zbog nepovoljne stericke konformacije. Pri viSim
koncentracijama VLB narusSavaju se i longitudinalne i lateralne interakcije izmedu molekula
tubulina Sto dovodi do depolimerizacije mikrotubula. Tofan molekularni mehanizam

djelovanja jo$ nije u potpunosti objasnjen (Gigant i sur., 2005).

Slika 2. Strukturna formula vinblastina (R = CHz) i vinkristina (R = CHO).
(Izvor: Cragg i Newman, 2005)



2.3. KININ

Kinin (Slika 3) je alkaloid izoliran iz kore biljnih vrsta roda Cinchona. Kinin je prvi spoj
koji je pokazao djelotvornost kod lijeCenja malarije izazvane parazitom Plasmodium
falciparum. Malarija se kininom lije¢i od 17. stolje¢a, medutim molekularni mehanizam
djelovanja kinina i dalje je nepoznat. Pretpostavlja se da kinin inhibira hem-polimerazu

domacina (Pan i sur., 2009).

Pocetkom 20. stoljeca kinin je zamijenjen sintetskim analogom klorokininom, no zbog
postepenog stvaranja rezistencije ponovno se pocinje koristiti kinin, pogotovo za kasnije faze
bolesti jer se rezistencija na kinin razvija puno sporije. Terapija samo kKininom danas se ne
preporuca jer izaziva niz nuspojava kao $to su poremecaji vida, sluha i glavobolje te u tezim
sluCajevima gubitak vida, sluha, povracanje, astmu i poremecaje u radu jetre (Achan i sur.,
2011). Prema preporukama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) iz 2010., za lijeenje
ranijih stadija malarije koristi se kombinacija kinina i antibiotika - tetraciklina ili doksiciklina
ili klindamicina, no u Zapadnoj Africi, gdje je malarija najvec¢i problem, Kinin se i dalje ne

koristi u propisanim kombinacijama (Achan i sur., 2011).
Danas se kinin koristi i za sprjeavanje gréenja misi¢a. Studija na ljudima iz 2011.

pokazala je da dnevna uporaba 200-500 mg Kinina ili kinina u kombinaciji s nekim drugim

tvarima kao §to su teofilin i vitamin E reducira broj i intenzitet svih tipova gréeva (El-Tawil,
2011).
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Slika 3. Strukturna formula kinina.
(Izvor: Dias i sur., 2012)



3. SEMI-SINTETSKI LIJEKOVI RAZVIJENI 1Z BILIJNIH SEKUNDARNIH
METABOLITA

Koristenje semi-sintetskih spojeva dobivenih iz sekundarnih biljnih metabolita u
farmaceutskoj industriji pocelo je krajem 19. stoljeca. Najpoznatiji primjer semi-Sintetskog
lijeka je aspirin dobiven iz acetilsalicilne kiseline. Potreba za sintetskom optimizacijom
sekundarnih biljnih metabolita javila se zbog Zelje za poboljSanjem terapeutskog djelovanja te
eliminacijom nuspojava koje koriStenje odredenog lijeka izaziva. Takoder, cilj je povecati
dostupnost odredenog spoja, §to moze biti problem ako je spoj izoliran iz biljaka koje nisu
Siroko rasprostranjene te ako iz biljke mozemo izolirati zeljeni spoj u nedovoljnim
koncentracijama. Semi-sintetski lijekovi na bazi sekundarnih biljnih metabolita imaju Siroku

primjenu u svim aspektima zdravstva.

U lijeCenju tumora, pogotovo limfoma i leukemije, koristi se podofilotoksin izoliran iz
smole vrste Podophyllum peltatum te vrste Podophyllum hexandrum. Zbog njegove toksi¢nosti
razvijeni su spojevi pobolj$anih farmakoloskih karakteristika: etopozid i tenipozid. Mehanizam
njihovog djelovanja temelji se na inhibiciji topoizomeraze Il koja sudjeluje u replikaciji
molekule DNA. Uz podofilotoksin u lijeCenju tumora efikasan je 1 paklitaksel koji se dobiva iz
spoja 10-deacetilbakatina Il izoliranog iz tise (Taxus baccata). Za razliku od podofilotoksina,
paklitaksel inhibira mitozu tumorskih stanica djeluju¢i na formiranje diobenog vretena. Za
lijeCenje malarije razvijeni su lijekovi na bazi artemizinina izoliranog iz slatkog pelina
(Artemisia annua) — artezunat i dihidroartemizinin jer su topivi u vodi i metabolicki stabilniji
od artemizinina. Nitizinon, dobiven iz leptospermona ekstrahiranog iz vrste Callistemon
citrinus, koristi se u lijeCenju nasljedne bolesti tirozinemije tipa I jer inhibira vazan enzim u
katabolizmu tirozina - 4-hidroksifenilpiruvat dioksigenazu. Oseltamivir fosfat, dobiven iz
sikiminske kiseline, je inhibitor neuraminidaze te se koristi u lijeenju i prevenciji gripe (Pan i

sur., 2009).



3.1. PAKLITAKSEL

Paklitaksel (Slika 4a) je diterpenski spoj antitumorskog djelovanja izoliran iz kore
pacificke tise (Taxus brevifolia). Koristi se u lije¢enju tumora kao sastavni dio kemoterapije.
Budu¢i da je pacificka tisa sporo rastuca biljka te je iz nje moguce ekstrahirati male koli¢ine
paklitaksela koje ne mogu zadovoljiti potrebe trziSta, javila se potreba za sintetskom
proizvodnjom paklitaksela. Prekursor u laboratorijskoj sintezi paklitaksela je 10-deacetil
bakatin 111 (Slika 4b), spoj koji nije citotoksi¢an, a ekstrahiran je iz listova obicne tise (Taxus
baccata) u puno ve¢im koncentracijama u usporedbi s prinosima paklitaksela ekstrahiranog iz

pacificke tise (Pan i sur., 2009).

Mehanizam djelovanja paklitaksela temelji se na inhibiciji mitoze tumorskih stanica
djelovanjem na stabilizaciju mikrotubula. Nekovalentno se veze na molekule B-tubulina na
jedno od tri specifi¢na vezna mijesta kao §to je Arg?®?. Takvim vezanjem paklitaksel jaca
lateralne veze medu susjednim protofilamentima te stabilizacijom mikrotubula inhibira

formiranje diobenog vretena u metafazi mitoze (YYang i Horwitz, 2017).

Buduc¢i da je paklitaksel hidrofoban, slabo je topiv u vodi te se mora otapati u etanolu
Sto doprinosi vecoj toksi¢nosti lijeka. Takoder, primijeCeno je stvaranje rezistencije na
djelovanje paklitaksela kod veceg broja pacijenata. Zbog tih razloga razvijaju se drugi lijekovi
istog djelovanja. Jedan od njih je docetaksel koji se takoder dobiva iz 10-deacetilbakatina I11.
Docetaksel ima isti mehanizam djelovanja na mitozu tumorskih stanica, ali je manje hidrofoban

i u istim koncentracijama djeluje na veci broj stanica (Seca i Pinto, 2018).

U lijecenju tumora paklitaksel 1 docetaksel pokazali su najvecu uc¢inkovitost kod tumora
jajnika, dojke 1 pluca, a danas se istrazuje njihov potencijal u lijecenju bolesti kao §to su multipla

skleroza, reumatoidni artritis te psorijaza (Cragg i Newman, 2005).

Slika 4. Strukturne formule paklitaksela (a) i 10-deacetilbakatina 111 (b).
(Izvor: Dias i sur., 2012)



3.2. NITIZINON

Nitizinon (Slika 5a) je derivat terpena leptospermona (Slika 5b), herbicida iz biljke
cetkovac (Callistemon citrinus). Ovi spojevi inhibiraju enzim 4-hidroksifenilpiruvat
dioksigenazu (HPPD) koji kod biljaka sudjeluje u sintezi plastokinona, dok kod sisavaca
inhibicija HPPD djeluje na metaboli¢ki put tirozina. Nitizinon se prodaje pod marketinSkim
imenom Orfadin (Lock, 2017).

0 0 CHg
HaC
H3C CHs
0% o
HsC  CHy
a) b)

Slika 5. Strukturne formule leptospermona (a) i nitizinona (b).
(Izvor: Lock, 2017)

Toksikoloska studija iz 1996. pokazala je da Stakori izlozeni odredenim dozama
nitizinona imaju povecanu koncentraciju tirozina u krvi te izlu¢uju povecane koliine 4-
hidroksifenilpiruvata (HPP) u urinu zbog ¢ega su istrazivanja usmjerena prema metabolizmu
tirozina (Lock i sur., 1996). Nitizinon djeluje na katabolizam tirozina (Slika 6) kao kompetitivni
inhibitor enzima HPPD. Ovaj enzim Katalizira oksidativnu dekarboksilaciju HPP u spoj
homogentizat koji se u sljede¢im koracima prevodi do kona¢nih produkata katabolizma tirozina

— fumarata i acetoacetata (Lock, 2017).

Nitizinon je prvi odobreni lijek za nasljednu bolest tirozinemiju tipa |, rijetku
metabolicku bolest uzrokovanu niskom razinom fumarilacetoacetat hidrolaze (FAH), enzima
ukljucenog u zadnji korak razgradnje tirozina — razgraduje 4-fumarilacetocetat na fumaril i
acetoacetat. Ako enzim FAH nije funkcionalan dolazi do akutnog zatajenja jetre i bubrega kod
novorodencadi zbog nakupljanja toksi¢nih meduprodukata katabolizma tirozina (Pan i sur.,
2009). Koristenje nitizinona zaustavlja katabolizam tirozina te onemogucava nakupljanje
toksic¢nih tirozinskih produkata 4-maleilacetoacetata i 4-fumarilacetoacetata (Olsson i sur.,
2015). Kombinirana terapija nitizinona i prilagodene prehrane rezultira znatnim produljenjem

zivotnog vijeka, koji bez terapije iznosi maksimalno 10 godina (Das, 2017).
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Slika 6. Prikaz katabolicke razgradnje tirozina s naznacenim mjestom djelovanja nitizinona te
oznacenim enzimima ¢iji nedostatak dovodi do alkaptonurije i tirozinemije tipa 1.
(Prilagodeno na temelju: Olsson i sur., 2015)



Nitizinon se koristi za lijeCenje jo$ jedne bolesti izazvane poremeéenim katabolizmom
tirozina - alkaptonurije. Alkaptonurija je recesivni autosomalni metabolicki poremecaj, a javlja
se zbog nedostatka enzima homogentizat 1,2-dioksigenaze kojim se iz homogentizata (HGA)
stvara 4-maleilacetoacetat. lako su glomerularna filtracija i tubularna sekrecija pojacane, u
tijelu se nakuplja HGA koji se tijekom vremena oksidira u pigmentirani polimer nalik melaninu.
Taj pigment skladisti se u vezivnom tkivu, posebice u hrskavi¢nom tkivu, u procesu okronoze.
Nitizinon uc¢inkovito smanjuje koncentraciju HGA i smanjuje stopu okronoze (Olsson i sur.,
2015).
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3.3. OSELTAMIVIR FOSFAT

Oseltamivir fosfat (Slika 7b) je inhibitor neuraminidaze, a koristi se za lijeCenje i
prevenciju virusa gripe A i B. Prodaje se pod nazivom Tamiflu. Sinteza ide preko Sikiminske
kiseline (Slika 7a) koja je intermedijer za sintezu mnogih aromatskih spojeva kod bakterija i
biljaka. Prvi puta je izolirana 1885. iz japanskog zvjezdastog anisa (Illicium anisatum), a rod

Ligquidambar bogat je sikiminskom kiselinom (Pan i sur., 2009).

Mehanizam djelovanja oseltamivir fosfata je selektivna inhibicija neuraminidaze,
enzima nuznog za replikaciju virusa. Oseltamivir fosfat u tijelu posredstvom jetrenih esteraza
prelazi u aktivni spoj — oseltamivir karboksilat koji je iznimno u¢inkovit u inhibiciji replikacije
virusa. Buduc¢i da je mjesto djelovanja oseltamivir fosfata kod svih podtipova neuraminidaze
visoko konzervirano, inhibicija replikacije je ucinkovita kod svih do sada testiranih virusa

(Davies, 2010).
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Slika 7. Strukturne formule Sikiminske kiseline (a) i oseltamivir fosfata (b).
(Izvor: Ghosh i sur., 2012)

Budu¢i da je oseltamivir fosfat djelotvoran i1 kod lije¢enja pandemije pticje gripe, tezi
se proizvodnji vece koli¢ine lijeka za masovno trziste (Pan i sur., 2009). Kako bi se premostio
nedostatak Sikiminske kiseline u prirodi, moze ju se proizvoditi genetickim inzenjerstvom u
modificiranim sojevima bakterije Escherichia coli s promijenjenim metabolizmom. To se moze
posti¢i na jedan od sljede¢ih nacina: inaktivacijom gena za enzim S$ikimat kinazu ili
prekomjernom ekspresijom klju¢nih gena u biosintezi Sikiminske Kiseline koji su organizirani

u operone na plazmidu te su pod kontrolom inducibilnih promotora (Martinez i sur., 2015).

Danas je moguca sinteza oseltamivir fosfata neovisna o Sikiminskoj kiselini. Jedan od
mogucih nacina je sinteza iz 1,3-butadiena i akrilne kiseline. Ova reakcija je jednostavna i

financijski isplativa, a uspjesnost je 30% (Yeung i sur., 2006).
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4. SEKUNDARNI BILINI METABOLITI KAO FARMAKOLOSKI I BIOKEMIJSKI
ALATI

Sekundarni biljni metaboliti mogu se Koristiti kao biokemijski alati istrazivanjem
njihovog utjecaja na razlicite receptore, enzime i stanicne procese. Takvim istrazivanjima mogu
se okarakterizirati receptori i enzimatski procesi vazni kod nekih bolesti in vitro ili in vivo

praéenjem utjecaja odredenih spojeva biljnog porijekla na aktivnost zeljenog receptora/enzima.

Genistein je izoflavonski spoj izoliran iz soje (Glycine max). Djeluje kao inhibitor
tirozin kinaze te se koristi u istrazivanjima interakcije tirozin kinaze i odgovarajucih proteinskih
kanala. Kvercetin je takoder fenolni spoj, flavonol, a esktrahiran je iz §irokog spektra biljnih
vrsta. Buduc¢i da se veze na velik broj razlicitih signalnih molekula, koristi se kao osjetljiv i
selektivan alat u spektroskopskim metodama prac¢enja unutarstani¢nih procesa. Istrazivanja
regulacije ciklickog adenozin monofosfata, vaznog aktera u mnogim signalnim putevima,
provode se pracenjem djelovanja forskolina. Forskolin je diterpenski spoj izoliran iz korijena
vrste Coleus forskohlii. U istrazivanju tumorigeneze mogu se koristiti ve¢ spomenuti spojevi -
vinblastin, vinkristin, paklitaksel i podofilotoksin koji djeluju na mikrotubule. Kapsaicin,
alkaloid izoliran iz ¢ili papri¢ice (Capsicum sp.), koristi se u istrazivanjima kojima se proucava
osjecaj boli povezan s toplinom (Pan i sur., 2009). Kapsaicin djeluje na ionske TRP kanale (eng.
transient receptor potential channels) — proteinske kanale u membrani koji moduliraju osjecaj
toplo/hladno. Takoder, pomoc¢u kapsaicina je okarakteriziran prvi nocireceptor — TRPV1.
Klonirani TRPV1 receptor reagira na izlozenost kapsaicinu jednako kao i na izloZenost visokoj
temperaturi. Budu¢i da je TRPV1 eksprimiran kod svih senzornih neurona, danas se istrazuje

potencijal tog receptora kao mete za lijekove protiv bolova (Jara-Oseguera i sur., 2008).
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4.1. GENISTEIN

Genistein (Slika 8) je difenolni spoj izoliran iz soje (Glycine max), a po kemijskoj
strukturi spada u skupinu izoflavonoida. Strukturom podsjea na zenski spolni hormon
estrogen, pa ga svrstavamo i u fitoestrogenske spojeve. Fitoestrogenski spojevi mogu djelovati
kao antagonisti i agonisti estrogena moduliranjem estrogenskih receptora. Genistein je koristen
u mnogim istrazivanjima koja se bave antioksidacijskim potencijalom, stani¢nom imunosti,
tumorskim bolestima i oStecenjem molekule DNA. Interagira s mnogim molekulama vaznim

za metabolicke reakcije i put prijenosa signala (Ganai i Farooqi, 2015).

Slika 8. Strukturna formula genisteina.
(Izvor: Russo i sur., 2016)

U niZzim koncentracijama genistein inhibira tirozin kinaze i DNA topoizomerazu II.
Posljedica inhibicije je smanjena aktivnost stani¢ne imunosti. Smatra se da genistein smanjuje
broj karakteristicnih CD4+ (eng. cluster of differentiation 4) membranskih molekula na
pomoc¢nickim T-limfocitima i CD8+ (eng. cluster of differentiation 8) membranskih molekula
na povrsini citotoksi¢nih T-limfocita. Istrazivanja su pokazala da je aktivnost T-limfocita, ali i
imunogobulina, kod djece ¢ija je prehrana temeljena na sojinom mlijeku znatno manja nego $to

bi trebala biti (Ganai i Farooqi, 2015).

Mnoga istrazivanja dokazuju povezanost prehrane bogate genisteinom 1 prevencije
tumora. Kod raka debelog crijeva genistein djeluje na stanice utiSavajuci aktivnost gena za
raka pluca genistein djeluje na odredene stanicne linije in vitro poticanjem apoptoze tumorskih
stanica te induciranjem prelaska stanica u Go fazu stani¢nog ciklusa tj. fazu metabolickog
mirovanja. In vitro istrazivanja provode se i na stanicama raka dojke gdje se ispituje kakav

utjecaj genistein ima na gene BRCAL i BRCAZ2 (Spagnuolo i sur., 2015).
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4.2. KVERCETIN

Kvercetin (Slika 9) je jedan od najzastupljenijih flavonoida u prirodi, a s obzirom na
kemijsku strukturu pripada skupini flavonola (Pan i sur., 2009). Potice veliki broj razli¢itih
stani¢nih reakcija preko interakcije s mnogim signalnim molekulama kao S§to su proteinske
kinaze i kalmodulin. Poznat je po antioksidativnom potencijalu i protuupalnom djelovanju, a
koristi se i u spektroskopskim metodama pracenja unutarstani¢nih procesa te istrazivanjima
funkcije odredenih receptora. Takoder, koristi se u istrazivanju tumora zbog utjecaja na

aktivnost tumor supresorskog proteina p53 (Pan i sur., 2009).

Slika 9. Strukturna formula kvercetina.
(Izvor: Roubalova i sur., 2015)

Kvercetin ima antioksidativno djelovanje — brani stanice od reaktivnih kisikovih spojeva
(eng. reactive oxygen species, ROS) koji uzrokuju oksidacijski stres, veze slobodne radikale i
prijelazne ione metala (Pan i sur., 2009). Antioksidativni potencijal kvercetina ovisi 0 njegovoj
koncentraciji — u nizim koncentracijama (1 pM) djeluje kao antioksidans, a pri viSim
koncentracijama (100 uM) ponasa se kao oksidans te uzrokuje ostecenja molekule DNA S§to
dovodi do aktivacije p53 proteina te potencijalne apoptoze. Zbog antioksidativnog djelovanja
kvercetin se smatra dobrim lijekom protiv upala. Buduéi da po strukturi spada u grupu
fitoestrogenskih spojeva te da je antagonist estrogena, jedan je od alata za proucavanje
estrogenskih receptora. Kvercetin djeluje i na inhibiciju sinteze proteinskih Saperona, kao §to
su tzv. “heat-shock* proteini (Hsp) Hsp70 i Hsp90, onemogucavanjem transkripcije Saperona s

odgovarajuc¢eg promotora (Miles 1 sur., 2014).

Kvercetin se moze vezati na unutarstanicne molekule kao §to su nukleinske kiseline i
proteini. Vezanjem kvercetina mijenja se valna duljina pri kojoj ovi spojevi pokazuju
maksimalnu apsorbanciju i/ili fluorescenciju. Ako kvercetin formira kovalentne komplekse s
nukleinskim Kiselinama spektroskopska detekcija ¢e biti pri valnoj duljini 395 nm, a ako
formira komplekse s proteinima detekcija ¢e biti pri valnoj duljini od 500-540 nm (Nifli i sur.,

2007). Ovo svojstvo omogucava koristenje kvercetina kao vrijednog, osjetljivog i selektivnog
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spektroskopskog alata. Spektroskopija se u ovom slu¢aju moze koristiti za pracenje stvaranja
kompleksa koji sadrze kvercetin u stanicama, $to dovodi do razjasnjavanja strukture odredenog

spoja (Pan i sur., 2009).

Kvercetin se koristi u istrazivanju tumora jer u visokim koncentracijama (100 uM)
djeluje kao oksidans te uzrokuje dvolan¢ane lomove molekule DNA. Dvolan¢ani lomovi DNA
signal su stanici da aktivira protein p53 i inducira apoptozu tumorske stanice. U normalnim
stani¢nim uvjetima p53 nije aktivan jer je u kompleksu s regulatorom - proteinom MDM2 (eng.
mouse double minute 2 homolog) te se kompleks ubikvitinira. Protein p53 se aktivira
autofosforilacijom te ne stvara kompleks s MDM2, a zaustavlja stani¢ni ciklus u Gy fazi
aktivacijom proteina p21 koji inhibira sustav ciklin/ciklin-ovisna kinaza (ciklin D/CDK4). Ako
popravak lomova zahtjeva preveliki utroSak energije, stanica ide u induciranu apoptozu
mitohondrijskim apoptoti¢nim putem (Slika 10). Brojna istrazivanja pokazuju da kvercetin
inhibira apoptozu u normalnim, zdravim stanicama povecavajuci unutarstani¢ne koncentracije
antioksidansa sto dovodi do nemoguénosti ROS-ova da aktiviraju p53-inducirani put apoptoze.
Ako p53 nije aktivan, ¢emu uzrok moze biti tockasta mutacija ili delecija dijela gena, ne dogada
se zustavljanje stani¢nog ciklusa te stanica replicira oSteCenu DNA §to moze dovesti do

nastanka tumorskih stanica (Miles i sur., 2014).

APOPTOZA

OH O
KVERCETIN

ciiepanje kaspazom-3
Jepany P tumorske zdrave
stanice stanice

citokrom ¢ g

aktivacija p53

mitohondrij

- Bax translokacija

Slika 10. Shematski prikaz djelovanja kvercetina na aktivnost proteina p53 u tumorskim i
zdravim stanicama. Proapoptoticki protein Bax (eng. Bcl-2-associated X protein) inhibira
antiapoptoticku Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2) skupinu proteina.
(Prilagodeno na temelju: Miles i sur., 2014)
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Mehanizam djelovanja visokih koncentracija (100 uM) kvercetina (Slika 10) zasniva se
na aktivaciji p53 u tumorskim stanicama zbog velikog broja lomova u molekuli DNA. Ako su
lomovi nepopravljivi, stanica ulazi u mitohondrijski induciranu apoptozu. Bax (eng. Bcl-2-
associated X protein), proapoptoticki protein, translociran je iz citosola, gdje se nalazi u
monomernom obliku, u mitohondrij gdje prolazi konformacijske promjene i stvara oligomere.
Oligomeri utjecu na antiapoptoti¢ke proteine iz Bel-2 (eng. B-cell lymphoma 2) skupine, koji u
normalnim uvjetima inhibiraju otpustanje citokroma c. Zbog inhibicije Bcl-2 proteina, dolazi
do otpustanja citokroma ¢ koji aktivira cisteinske proteaze - kaspaze, s naglaskom na kaspazu

3 koja dovodi do razgradnje stani¢nih komponenti tj. apoptoze stanice (Wang i Youle, 2009).
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4.3. FORSKOLIN

Forskolin (Slika 11), poznat i kao koleonol, je diterpenski spoj izoliran iz korijena biljne
vrste Coleus forskohlii koja se u Indiji koristi za lije¢enje kardiovaskularnih bolesti i astme.
Forskolin je u¢inkovit i reverzibilan aktivator transmembranskog proteina adenilat ciklaze (Pan
i sur., 2009). Forskolin vezanjem direktno utjece na kataliticku podjedinicu adenilat ciklaze te

pokazuje odredenu aktivnost u svim eukariotskim stanicama osim spermija (Wagh i sur., 2012).

Slika 11. Strukturna formula forskolina.
(Izvor: https://www.caymanchem.com/product/11018)

Adenilat ciklaza je enzim koji katalizira reakciju nastajanja sekundarnog glasnika
ciklickog adenozin monofosfata (cAMP) iz adenozin trifosfata (ATP) uz oslobadanje
pirofosfata (PPi) (Slika 12) te se zato koristi kao farmakoloski alat za istrazivanje katalitickog
mehanizma i regulacije cCAMP kod raznih fizioloskih stanja (Alasbahi i Melzig, 2012).

NHQ NH2
N XN N XN
‘4 4
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ATP OTRTOTHTOR 0T camp
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Slika 12. Prikaz reakcije nastajanja ciklickog adenozin monofosfata (cAMP) katalizirane
enzimom adenilat ciklaza.
(Prilagodeno na temelju: https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-lyase/)

Inhibicija/aktivacija CAMP-a posredovana forskolinom primjenjuje se u istrazivanjima
stani¢nih procesa ovisnih o cAMP, ukljucujuéi autoimune bolesti Stitnjace, akutnu malariju te
prijenos signala kod depresije. Takoder, forskolin se koristi kao lijek za glaukom (Alasbahi i
Melzig, 2012). Glaukom je progresivna degenerativna bolest koja moze dovesti do sljepoce.
Ocni tlak je kod ove bolesti povisen iznad 22 mmHg, a forskolin ga smanjuje djelujuci, preko

CAMP-a, na unos o¢ne vodice (Wagh i sur., 2012).
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5. ZAKLJUCAK

Zbog Sirokog spektra djelovanja, kao Sto su inhibicija/aktivacija odredenih enzima
vaznih za odredene stani¢ne procese te interakcije S mnogim signalnim molekulama, sekundarni
biljni metaboliti i dalje imaju nezamjenjivu ulogu u farmaceutskoj industriji. Sekundarni biljni
metaboliti sluZe za lijeCenje mnogih medicinskih stanja, kao §to su tumori, neurodegenerativne

bolesti, parazitske bolesti i metabolicke bolesti (Tablica 1).

Tablica 1. Sumarni prikaz spojeva i pripadajuéih karakteristika opisanih u radu.

SPOJ BILINA VRSTA 1Z KLINICKA MEHANIZAM
KOJE JE UPORABA DJELOVANJA
IZOLIRAN
Galantamin = Galanthus woronowii LijeCenje Inhibicija acetilkolinesteraze i
Alzheimerove modulacija nikotinskih
bolesti receptora
Vinblastini | Catharanthus roseus LijeCenje Inhibicija mitoze tumorskih
vinkristin leukemije, raka stanica vezanjem na
dojke i raka testisa mikrotubule
Kinin Cinchona sp. LijeCenje malarije = Nepoznat (pretpostavlja se da
inhibira hem-polimerazu
domacina)
Paklitaksel Taxus brevifolia Lijecenje raka Inhibicija mitoze tumorskih
jajnika, dojke i stanica stabilizacijom
pluca mikrotubula
Nitizinon Callistemon citrinus LijeCenje Inhibicija 4-
tirozinemije tipa | i hidroksifenilpiruvat
alkaptonurije dioksigenaze
Oseltamivir [llicium anisatum Lijecenje i Inhibicija neuraminidaze
fosfat prevencija gripe
Genistein Glycine max Prevencija tumora | Inhibicija tirozin kinaze i DNA
topoizomeraze 1l
Kvercetin Quercus sp. IstraZivanje tumora Interakcija s mnogim
i uloge proteina signalnim molekulama te
p53 utjecaj na aktivnost proteina
p53
Forskolin Coleus forskonhlii Lijecenje glaukoma Aktivator adenilat ciklaze
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7. SAZETAK

Biljni sekundarni metaboliti su spojevi koji nisu nuzni za rast i razvoj biljaka, ali im
omogucavaju prilagodbu i prezivljavanje u okolisu. Strukturna kompleksnost i raznolikost
sekundarnih metabolita osigurala im je vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji. Ovi Spojevi
koriste se u lije¢enju razli¢itih medicinskih stanja kao $to su tumori, neurodegenerativne bolesti,
parazitske bolesti s naglaskom na malariju, metabolicki poremecaji te glaukom. Biljni
sekundarni metaboliti mogu biti izravno koristeni kao lijekovi za klini¢ku upotrebu, kao npr.
galantamin, vinblastin i kinin. Sintetska optimizacija ¢esto je potrebna kako bi se povecala
dostupnost samog spoja, u tom slucaju koriste se kao prototip za sintezu velikog broja
strukturnih analoga koji mogu biti kori$teni u razvoju lijekova. Dobri primjeri ovakve uporabe
su paklitaksel, nitizinon i oseltamivir fosfat. Takoder, mogu biti koriSteni i kao farmakoloski i
biokemijski alati u istrazivanju mehanizama koji dovode do bolesti. Neki od spojeva koristeni

u tu svrhu su genistein, kvercetin i forskolin.

8. SUMMARY

Plant secondary metabolites are compounds not essential for plant growth and
development, but are useful for adjustment and survival of plants in environment. Secondary
metabolites structural complexity and diversity has ensured them an important role in
pharmaceutical industry. Plant secondary metabolites are used for treatment of various medical
conditions such as cancer, neurodegenerative diseases, parasitic diseases with emphasis on
malaria, metabolic disorders and glaucoma. These compounds can be used directly as drugs in
clinical use, like galantamine, vinblastine and quinine. Synthetic optimization is often required
to increase bioavailability, in that case plant secondary metabolites serve as prototypes for the
synthesis of high number of structural analogs that can be used in drug development. Good
examples for such use are paclitaxel, nitisinone and oseltamivir phospate. Further, plant
secondary metabolites can also serve as pharmacological and biochemical probes to help
explain the mechanisms underlying human diseases. Some of the compounds used for this

purpose are genistein, quercetin and forskolin.
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