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Povzetek: Veliko bolezenskih stanj je povezanih s prekomernim nastajanjem reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Z manganovimi spojinami, ki
oponasajo reakcijo dismutacije, ki jo katalizira encim superoksid dismutaza (SOD), se odpira moznost nevtralizacije reaktivnosti ROS. Ti
kataliticni antioksidanti, ki so manganove ione vsebujoce uc¢inkovine, so mimetiki encima SOD. Razlikujejo se po in vitro selektivnosti
odstranjevanja superoksidnega radikala. Najbolj selektivni so makrocikliéni mimetiki SOD, manj selektivni pa saleni in metaloporfirini.
Predstavljene ucinkovine so ucinkovite pri zdravljenju kardiovaskularnih, nevrodegenerativnih in respiratornih boleznih, pri vnetnih procesih in
pri modulaciji boleCine ter predstavljajo pomemben poskus zacetka zdravljenja z uporabo kataliti¢nih antioksidantov.

Kljuéne besede: antioksidanti, superoksid dismutaza, kataliticni antioksidanti, reaktivne kisikove zvrsti, mimetiki SOD.

Abstract: Several pathological states involve the overproduction of reactive oxygen species (ROS). Manganese-containing compounds that
mimic the dismutation reaction catalyzed by superoxide dismutase (SOD) disclose a novel class of potential scavengers of reactive oxygen
species. These catalytic antioxidants represented by manganese—containing active agents are SOD mimetics divided into three groups by their
in vitro selectivity towards the scavenging of superoxide free-radical. The class of selective catalytic antioxidants includes macrocyclics,
whereas the non-selective catalytic antioxidants comprise salens and metalloporphyrins. Cardiovascular, neurodegenerative and inflammatory
lung disorders are all potential targets for the future catalytic antioxidant therapy presented herein.

Key words: antioxidants, superoxide dismutase, catalytic antioxidants, reactive oxygen species, SOD mimetics.

Oksidativni stres je posledica poruSenja ravnotezja med

prooksidativnimi in antioksidativnimi procesi v celici. Radikali in Flziolosko odstranjevanje superoksidnega radikala

reaktivni intermediati (reaktivne kisikove in dusikove spojine - RONS),

ki pri tem prekomerno nastajajo, pomembno prispevajo k sprozenju 0; + 2H* .

zaCetka bolezenskega procesa. Sam zacetek procesa je najveckrat 0, | 0, . NO,I dusikov oksid
posledica nekontrolirane in prekomerne tvorbe superoksidnega 'yfl/sn;:::ﬁlf“ildni<

radikala. Na opisano situacijo je organizem v omejenem obsegu sob \

pripravljen, ker ima encime, sposobne pretvorbe superoksidnega AL ATA : -
radikala v manj nevarne kemijske zvrsti. Tako se superoksidni radikal H,0, -~ H0+1,0; ONOO I

v seriji dveh zaporednih rekacij, ki ju katalizirata superoksid dismutaza
(SOD) in katalaza, pretvori do vode in kisika. V primeru prekomernega

- . . . N . Fentonova rekeija
nastajanja ROS pa se omenjena obramba zasiti; nastajati zacno drugi k Fe*
reaktivni radikali in intermediati (npr.: hidroksilni radikal in

peroksinitritni anion), ki toksi¢no delujejo na celico (slika 1) (1, 2). HO + HO" I

Antioksidant je vsaka snov, ki ze v zelo nizki koncentraciji zmanjsa
oksidacijo drugih snovi v celici najveckrat tako, da prepreci nastajanje
radikalov. Pojav antioksidantov predstavlja nujno evolucijsko
prilagoditev organizmov na pojav kisika v zemeljski atmosferi. Najve¢
antioksidantov najdemo v rastilnah, ki so vir antioksidantov tudi za

zivali in ¢loveka. Poznamo tri mehanizme delovanja antioksidantov. Slika 1: Razstrupljanje superoksidnega radikala in nastanek

Fe* reaktivni peroksinitritni anion

reaktivni hidroksilni radikal

Pre‘ventivni ahtioksidanti vgiejo nase ione  kovin . prehoda reaktivnih kisikovih in dusikovih spojin - RONS (prirejeno po 4)
(najpomembnejsa sta Zelezo in baker) in s tem preprecijo njinovo  Figure 1: The detoxification of the superoxide and formation of reactive
interakcijo z vodikovim peroksidom in superoksidnim radikalom, ki oxygen and nitrogen species - RONS (based on ref. 4)
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vodi do nastanka nevarnih hidroksilnih radikalov. V to skupino
uvrs¢amo zelezo-vezajoli protein transferin in proteine, ki vezejo
baker, kot sta ceruloplazmin in albumin. V drugi skupini so encimski
antioksidanti: superoksidna dismutaza (SOD), glutation peroksidaza
ter katalaza, ki se nahajajo v celicah. Ti encimi katalizirajo pretvorbo
radikalov in RONS v manj reaktivne produkte. V tretjo skupino
uvr§¢amo »Zrtvene« (sacrificial) antioksidante. To so donorji
elektronov, ki reagirajo z radikali, preden le-ti reagirajo z drugimi
molekulami. Tak antioksidant se oksidira v relativno stabilen in
nereaktiven radikal, ki se bodisi regenerira ali pa izlo€i iz organizma.
V tej skupini je mnogo predstavnikov: vitamin C, vitamin E, ubikinol 10,
razli¢ni betakaroteni, bilirubin, tiolne spojine, organske kisline, flavoni,
polifenoli itd. (3).

Vpletenost antioksidantov v prepreCevanje razvoja patoloskih
procesov in zaviranje procesov staranja povecuje pomen razvoja
antioksidantov kot zdravilnih u¢inkovin. Z njihovo pravilno uporabo bi
razvoj mnogih bolezni preprecili ali upocasnili ze na samem zacetku
(4). Na sliki 2 prikazujemo bolezenska stanja, kjer bi bila smiselna
pravocasna preventiva z antioksidanti (1, 5).
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Slika 2: Bolezenska stanja, povezana z nastankom rekativnih
kisikovih in dusikovih spojin (prirejeno po ref. 5)

Figure 2: Different pathological states connected with the generation
of reactive oxyigen and nitrogen species (based on ref. 5)

Najvecji napredek k uresnicitvi tega cilja je bil dosezen pri razvoju
mimetikov encimskih antioksidantov, predvsem encima SOD, ki z
reakcijo dismuatcije pretvarja superoksidni radikal v kisik in vodikov
peroksid. S tem se povec¢a hitrost odstranjevanja superoksida in
hitrej8a vzpostavitev homeostaznega ravnotezja. Veliko spojin, ki jih
bomo predstavili, oponasa 8e delovanje antioksidantnega encima
katalaze, zato to skupino SirSe opredelimo kot Kkataliticne
antioksidante. Mimetiki SOD predstavljajo kataliti¢ne antioksidante, ki
selektivno oponasajo delovanje SOD (6). Na sliki 3 prikazujemo
protivnetni mehanizem delovanja kataliti¢nih antioksidantov.
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Slika 3:  Mehanizem  protivnetnega delovanja  kataliticnih
antioksidantov kot mimetikov SOD (prirejeno po 7)

Figure 3: Mechanism of antiinflammatory action of the catalytic
antioxidants as SOD mimetics (based on ref. 7')

Obi¢ajno zdravilne ucinkovine vplivajo na aktivnost encimov, na
procese prenosa signalov ali na strukturo in funkcijo pomembnih
celi¢nih sestavin. Kataliticne antioksidante pa uvr§¢amo med umetne
encime, saj so nadomestek nativnega encima. Primeren je tudi izraz
encimomimetiki (ang. synzymes - sintezni encimi) (5). Prve
potencialne ucinkovine so v fazah klini¢nega testiranja na ljudeh. V
prispevku bomo predstavili lastnosti SOD in podali aktualni pregled
kataliticnih antioksidantov, nacrtovanih kot mimetiki encimskih
antioksidantov.

Superoksid dismutaza, skupaj s hidroksiperoksidazami (katalaza in
glutationska peroksidaza), s katerimi je funkcijsko sklopljena, tvori
skupino encimskih antioksidantov iz druzine metaloproteinov. Glede
na prisoten ion kovine prehoda (Fe, Zn, Cu, Mn) v aktivnem mestu
razlikujemo 3 tipe SOD encimov: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD in Fe-SOD.
Slednji je prisoten le v prokariontskih celicah (6).

SOD katalizira reakcijo dismutacije, v kateri iz dveh molekul
superoksida nastaneta molekula vodikovega peroksida in kisika /1/.
Dismutacija je reakcija disproporcionacije, saj se ista kemijska zvrst
(superoksidni radikal) v reakciji oksidira in reducira hkrati (7).

SUPEROKSID
DISMUTAZA - SOD

20, + 2H* >H,0,+0, /1

Celokupna reakcija dimutacije /1/ je sestavljena iz dveh sklopljenih
enoelektronskih redoks reakcij (slika 4). Aktivno mesto encima lahko
naenkrat sprejme eno molekulo superoksidnega radikala, zato je
produkt encimske redoks reakcije odvisen od oksidacijskega stanja
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iona kovin prehoda. V primeru visjega oksidacijskega $tevila (M ++)
pride do prenosa elektrona iz superoksidnega radikala na kovinski
kation in oksidacije do kisika. Kovinski kation M™ v spro$¢enem
aktivnem mestu nato pritegne naslednjo molekulo superoksidnega
radikala, ji odda elektron in jo reducira v vodikov peroksid. Kataliti¢ni
cikel, znan tudi kot »ping-pong« mehanizem, se nato ponovi (7).

nizje oksidacijsko stanje kovinskega iona
prenos elektrona iz kovine prehoda
na superoksidni radikal
nastanek vodikovega peroksida

(n+ 1 \
o)

vi§je oksidacijsko stanje kovinskega iona
sprejem elektrona iz superoksidnega radikala
nastanek kisika

Slika 4: Reakcija dismutacije, ki jo katalizira SOD - »ping-pong«
mehanizem

Slika 4: The dismutation reaction calatysed by SOD - » the ping-
pong« mechanism

Reakcija dimutacije je uCinkovita in za svoj potek ne potrebuje dodatnih
reducentov in energije. Kineticno je SOD znan kot eden najhitrejSih
encimov v naravi. Kineti¢ne konstante velikosti 2 x 10° mol” s™ kazejo,
da je hitrost dismutacije omejena le z difuzijo superoksidnega radikala
v aktivno mesto encima (7).

V c¢loveskih celicah najdemo 3 izoencime SOD, ki so v razli¢nih
predelih celice. SOD 1 je pretezno v citosolu in v aktivnem mestu
vsebuje kationski par Cu/Zn. SOD 2 ima v svojem aktivnem mestu
manganov ion (Mn) in jo najdemo v mitohodrijih, kjer je raven
oksidativnega stresa najvec¢ja. SOD 3 ima Cu/Zu kationski par in jo

Preglednica 1: Osnovne znacilnosti SOD izoencimov
Table 1: The basic characteristics of SOD isoenzymes

celica izlo¢a v zunajceli¢ni prostor. Splosne lastnosti izoencimov SOD
strnjeno predstavljamo v preglednici 1 (6).

Mutacija SOD 1 je pokazala na pomembnost encima pri
preprecevanju razvoja nevrodegenerativnih bolezni (Alzheimerjeva in
Parkinsonova bolezen). Pomanjkanje SOD 1 vodi v pove&ano
nitriranje tirozinskih fenilnih obrocev, kot posledica povecane koli¢ine
peroksinitritnega aniona. Prekomerna ekspresija SOD 1 &citi
cerebralno tkivo v patoloskih pogojih, kot sta ishemija in Parkinsonova
bolezen (5).

Izguba SOD 2 je za organizem smrtna, saj odsotnost le-te povzroci
povecano produkcijo superoksidnega radikala, ki inhibira dihalno
verigo zaradi inhibicije kompleksa | in Il. Zmanj$ana aktivnost SOD 2
poveca lipidno peroksidacijo in mitohondrijsko vakuolizacijo, kar vodi
do nevrodegeneracije in odpovedi srca. SOD 2 izkazuje genski
polimorfizem in v primeru »up-regulacije« pride do mo¢no izrazenega
protektivnega delovanja (5).

Poznavanje izoencima SOD 3 je Se zelo omejeno. SOD 3 je pomeben
dejavnik pri razvoju fokalne cerebralne ishemije, poveca obd&utljivost
misi za hipoksijo in posledi¢no zmanj$a sposobnost u¢enja. V primeru
»up-regulacije« SOD 3 se poveca koncentracija v predelih alveolov
tipa Il in bronhialnih epitelnih celicah, kar kaze na pomen SOD 3 pri
hipoksi¢nih respiratornih bolezni (8).

Aktivnost izoencimov SOD je tkivno specificna. Najvec¢ja encimska
aktivnost SOD je v jetrih, kjer je obremenitev z radikali zaradi
intenzivnega metabolizma visoka. Ekstracelularna aktivnost SOD pa
je najvecja v pljucih, kar kaze na njeno fiziolosko vlogo v medceli¢nih
prostorih plju¢ pri preprecevanju plju¢nih obolenj (8).

Na zacetku razvoja kataliticnih antioksidantov so terapevtsko
uporabljali kar sam encim, vendar zaradi nezazelenih imunskih reakcij
ni bilo pri¢akovanih rezultatov (9). Poleg tega so nadaljni razvoj
omejevali tudi: velikost in naboj SOD, nizka permeabilnost, kratek
razpolovni Cas (ty,), nizka bioloska uporabnost in alergenost. Zato je
razvoj stekel v smeri peroralnih mimetikov SOD. Odkrili so ve¢ skupin
kompleksov, ki vsebujejo ion kovine prehoda, najveckrat mangan,
kordinativno vezan v razlicna ciklicna ogrodja, in s katerimi
oponasanjo delovanje encimskih antioksidantov (4).

SOD 1 SOD 2 SOD 3
Lokacija v celici citosol mitohodriji zunajceli¢ni prostor
Masa proteina 32,000 88,000 120,000
Struktura dimer tetramer tetramer
Kovina prehoda Cutlzni Mn 1 Cutlzni
UtiSanje gena neletalno letalno neletalno
Lokacija (kromosom) 21 6 neznana
Bolezenska stanja sréni infarkt sréna kap respiratorne bolezni
povezana z zmanj$ano ishemija odpoved srca vhetja

aktivnostjo posameznega podtipa

nevrodegenerativne bolezni

nevrodegenerativne bolezni cerebralna ishemija
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Kataliticne antioksidante delimo na selektivne in neselektivne.
Selektivni so reakcijsko specificni za reakcijo s superoksidnim
radikalom v in vitro pogojih. V to skupino uvr§€amo makrociklicne
kataliticne antioksidante. Skupino neselektivnih  kataliti¢nih
antioksidantov pa predstavljajo saleni in metaloporfirini (4).

Glavna omejitev hitrejSega razvoja skupine kataliti¢nih antioksidantov
je nizka korelacija med in vitro aktivnostjo in aktivnostjo v bioloskem
sistemu, kjer so reakcijske hitrosti zaradi velikega Stevila potencialnih
interakcij lahko bistveno drugacne (4). Navkljub temu imajo nekatere
spojine odli¢no aktivnost v in vivo Studijah na Zivalih in ¢loveku. Ker
imajo RONS pomembno vlogo tudi v nekaterih fizioloskih procesih, pri
transdukciji signalov, izrazanju genov in imunskem odgovoru, je
zagotavljanje selektivnosti kataliticnih antioksidantov prav tako nujen
pogoj za uspesen nadaljnji razvoj (10).

Makrocikliéne spojine

Pri-makrocikli¢nih mimetikih SOD je Mn** koordinativno vezan v center
15-¢lenskega obroca s petimi dusiki (pentaaza makrocikel). Tak sistem
omogoca prenos le enega elektrona v redoks reakciji, zato so tovrstni
makrocikliéni kompleksi selektivni le za odstanjevanje superoksidnega
radikala. Lovljenje peroksinitriinega radikala in vodikovega peroksida
zahteva namre¢ prenos dveh elektronov. Kemijske strukture nekaterih
sintetiziranih predstavnikov so na sliki 5 (11).

Slika 5: Predstavniki kataliticnih antioksidantov makrociklicnega tipa
Figure 5: Several catalytic antioxidants of the macrocyclic class

Makrocikli so kemijsko stabilni in selektivno odstranjujejo superoksidni
radikal. Spojine z vegjim Stevilom substituentov na makrocikli¢nem
obrocu so termodinamsko in kineti¢no stabilnejSe. Za aktivnost SOD
ima pomembno vlogo tudi stereokemija vezave dodatnih obroCev
(11). M40403 je do sedaj najuspesnejsi makrocikli¢ni antioksidant, ki
je ucinkovit pri zdravljenju mnogih patoloskih stanj (preglednica 2).
Spojina, ki ima kataliti¢no aktivnost primerljivo s SOD, prehaja celi¢ne
bariere in ne povzro¢a imunskih reakcij, zaklju€uje Il. fazo klini¢nih
testiranj kot potencialni analgetik (9), ker so odkrili, da je superoksidni
radikal mediator bole¢ine na ravni centralnega in perifernega
Ziv€evja, kar odpira nove moznosti modulacije bolecine (12).

Preglednica 2: Struktura mimetika SOD M 40403 ter bolezenska
stanja, kjer se je spojina izkazala kot ucinkovita (povzeto po 6)

Table 2: Structure of the SOD mimetic M40403 and patological states
where this compound was proved to be effective (based on ref. 6)

X
»
H T Cl
) /
N\Mn/

/7 1N /
N = N
o

N’H

Bolezensko stanje Zivalska vrsta

uporabljena v Studiji

Sréna ishemija podgane

Z endotoksinom povzro¢en $ok podgane

(izvajajo se ze klinicne
Studije na ljudeh)
podgane

Hiperalgezija podgane

Kolitis

Saleni

Saleni so substituirani aromatski N,N — bis(saliciliden)etilendiaminski
kovinski kompleksi, ki lahko odstranjujejo tako superoksid kot tudi
vodikov peroksid (slika 6). Reagirajo tudi s peroksinitritnim anionom in
peroksidi v mas¢obah. Mangan je v salenovih spojinah koordiniran s
Stirimi aksialnimi  ligandi.  Strukturna posebnost salenskih
antioksidantov je, da je centralni kation koordinativno vezan z dvema
kisikovima in dvema du$ikovima atomoma. To omogoca tvorbo vec¢
valen¢nih stanj, ki vsa omogoc€ajo odstranjevanje velikega Stevila
ROS/RNS. (13)

\
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Slika 6: Nekateri kataliticni antioksidanti salenskega tipa
Figure 6: Several salen type catalytic antioxidants
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Mehanizem delovanja salenskega tipa kataliti¢nih antioksidantov $e ni
znan. Ceprav imajo le 1 % SOD aktivnosti, so &e vedno uginkoviti pri
prepre¢evanju oksidativnega stresa. Spojina EUK 189 je bila v in vivo
Studijah ucinkovita pri zasc€iti mikroglije pred poskodbami z B-
amiloidom in je pomemben kandiat za zdravljenje Alzheimerjeve
bolezni (14). Saleni so ucinkoviti tudi pri terapiji endotoksi¢nega Soka
in razli¢nih kardiovaskularnih zapletih (15) (preglednica 3) .

Preglednica 3: Bolezenska stanja, kjer so se salenski kataliticni
antioksidanti izkazali kot uspesni (povzeto po 4)

Table 3: Pathological states where salen-type catalytic antioxidants
were particulary effective (based on ref. 4)

Bolezensko stanje Zivalska vrsta Oznaka

uporabljena kataliticnega
v Studiji antioksidanta
Hemoragi¢ni Sok podgane EUK-8
Sréna ishemija podgane EUK-8
Hipoksi¢na plju¢na misi EUK 8
vazokonstrikcija
Spongiformna encefalopatija misi EUK 134
ALS misi EUK134
Metaloporfirini
Metaloporfirini  so najbolj raziskovana skupina kataliti¢nih

antioksidantov. Ker se spojine strukturno razlikujejo od endogenih
porfirinov, jih kemijsko uvr§¢amo v skupino mezo-substituriranih
protoporfirinov z manganovim Mn®* ionom v sredini porfirinskega
obroca, ki ga koordinirajo Stirje aksialni dusikovi atomi, kot vidmo na
sliki 7 (16).

AEOL 10113

AEOL 10201 AEOL 10150

Slika 7:  Kemijske strukture metaloporfirinskega razreda kataliti¢nih
antioksidantov

Figure 7: Chemical structures of the metaloporphyrin class of catalytic
antioxidants
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Metaloporfirini lahko odstranjujejo superoksidni radikal, vodikov
peroksid, peroksinitritni anion in lipidne perokside (17). Spojine so
ucinkovite in vivo v primeru mnogih bolezenskih stanj (preglednica 4).
Ker so inhibitorji lipidne peroksidacije, lahko zascitno delujejo v
primeru endotoksi¢nega in hemoragi¢nega Soka ter akutne odpovedi
ledvic. UcCinkoviti so v primeru vnetja ter uspesno zavirajo apoptozo.

Melatopofririni (spojina AEOL-10113) zakasnijo klinicno manifestacijo
sladkorne bolezni tipa 1. Ugotovili so, da ni pomembno le kataliticno
odstranjevanje radikalov, ampak tudi inhibicija avtoimune reakcije, ki
vodi do razvoja sladkorne bolezni. Metaloporfirini preprecujejo
aktivacijo T-celic imunskega sistema in so tudi potencialni
imunomodulatorji (18).

Pregledica 4: Bolezenska stanja, kjer so se metaloporfirinski kataliticni
antioksidanti izkazali kot ucinkoviti (povzeto po 4)
Pathological states where metaloporphyrin class of
catalytic antioxidants where particularly effective (based
on ref. 4)

Table 4:

Oznaka
kataliticnega
antioksidanta

Zivalska vrsta
uporabljena v Studiji

Bolezensko stanje

Z antigenom izvana astma misi AEOL-10201
Radiacijska fibroza misi AEOL-10113
Nitratna toleranca podgane AEOL-10201
Cerebralna vazokonstrikcija misi AEOL-10201
Diabetes misi AEOL-10113

Kolitis podgane AEOL-11201

Pomembnost superoksidnega radikala in aktivnost SOD v patoloskih
stanjih sta temelja za razvoj mimetikov encimskih antioksidantov.
Njihova uporaba bo smiselna v primerih, ko poznamo korelacijo med
vlogo superoksidnega radikala pri nastanku in razvoju bolezenskega
procesa. Nov pristop, kljub vzpodbudnim rezultatom, je $e vedno v
zacetnih stopnjah razvoja, ker raziskovalci $e nimajo standardiziranih
postopkov za kvantifikacijo koli¢ine antioksidantov v in vivo pogojih ter
za oceno stopnje oksidativnega stresa. Ob omenjenih problemih bo
reSevanje problema transporta in porazdelitve mimetika SOD po
telesu verjetno lazjega znacaja. V naslednjih letih bodo zakljucene
raziskave, ki bodo predstavljene mimetike SOD bodisi pripeljale med
uCinkovine bodisi se bodo morali raziskovalci ozreti po novih
mimetikih antioksidantnih encimov, kot so npr. lipofilni ionofori (19) in
nekateri peptidi (20). Ob sedanji stopnji poznavanja biokemi¢nih
procesov v organizmu, v katerih so udelezeni ROS ali RNS, lahko
zaklju¢imo, da so to tako pomembni fizioloski (npr. staranje) in
patoloski procesi, da bodo raziskovalci poskusili vse, da pridejo do
»eliksirja mladosti«, kar pomeni, da na tem podro¢ju z veliko
verjetnostjo pri¢akujemo nova zdravila.
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