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Uvod

B-Karbolini pripadaju skupini prirodnih i sintetskih, strukturno sli¢nih indol-
skih alkaloida, izvedenih iz aminokiseline triptofana, prekursora serotonina i
melatonina. Sadrzavaju piridinski prsten uklopljen u indolski kostur uz razlic¢ite
stupnjeve nezasicenosti (dihidro, tetrahidro, aromatski p-karbolini) pri ¢emu
piridinski dusik karakterizira bazi¢niji karakter u odnosu na kiseliji indolski
dusik. Ovisno o pH i otapalu, p-karbolini postoje u cetiri forme: kation, neu-

tralna forma, zwitterion i anion (slika 1.).
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Slika 1. » @pcestrukturne
férmule g-karbolina

Spojevi koji sadrze B-karbolinski prsten nadeni su u brojnim biljnim i Zivo-
tinjskim vrstama (kopnenim i morskim), kao i u nekim bakterijama (1,2). Ovaj
heterociklicki sustav prisutan je u strukturi nekih lijekova (npr. cipargamin i
tadalafil) koji se koriste u terapiji ili su trenutno u klini¢kim ispitivanjima (3,4).
Opéenito, heterocikli¢ki sustavi imaju povoljna svojstva u smislu interakcija s
makromolekulama u nasem organizmu (npr. vodikove veze) i pruzaju moguc-
nost velike strukturne raznolikosti. Heterocikli¢ki prstenovi relativno se lako
sintetiziraju i otporni su na metaboli¢ku razgradnju. Uvodenje heterocikli¢kog
prstena u molekulu Cesto je primjenjivana strategija u dizajniranju novih lije-
kova (5).
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Farmakolosko djelovanje prirodnih i sintetskih derivata f-karbolina vrlo je
raznoliko. Ti spojevi su u brojnim in vitro i in vivo ispitivanjima pokazali antima-
larijsko, antiproliferativno, antikonvulzivno, hipnotsko, anksioliti¢cko, antiviru-
sno i antimikrobno djelovanje (6). Relativno jednostavne sinteze 3-karbolinskog
prstena, od kojih je najpoznatija Pictet-Spenglerova reakcija, pruzaju moguc-
nost priprave raznovrsnih derivata (2). U ovom radu dan je pregled prirodnih i
sintetskih derivata B-karbolina s osvrtom na njihovo farmakolosko djelovanje.

Prirodni B-karbolini
Tako su ovi alkaloidi dosta zastupljeni u kopnenim biljnim1i zivotinjskim vrstama,
poput ljubicaste pasiflore (Passiflora incarnata, Passifloraceae) i nekih vrsta $kor-
piona, velika grupa B-karbolina izolirana je iz morskih beskraljeznjaka (spuzvi,
mekih koralja, plastenjaka, mahovnjaka i zarnjaka) (1,7,8).

Iz cijanobakterije Nostoc 78-12A je izoliran

alkaloid nostokarbolin, zanimljiv zbog svojeg anti- .
malarijskog ucinka (slika 2.) (9). Q—/f}\\
Iz potkoljena plastenjaka izdvaja se rod Eudi- N Z

stoma, iz ¢ijih su pripadnika izolirani brojni bioak- H
tivni P-karbolinski derivati karakteristi¢ni po pri- Siika 2. » Strukturnaformula
sutnosti oksatiazepinskog prstena, 3,4-dihidropirola  Nestokarbelina

ili atoma broma u svojim strukturama, poznati pod
nazivom eudistomini (slika 3.). Ovim spojevima

utvrdeno je in vitro citotoksi¢no djelovanje na neko- "

liko stani¢nih linija karcinoma (P-388, L1210, A549 & \ -0

i HCT-8) (6). N J
Manzamini su strukturno kompleksniji alkalo- HoN

idi izolirani iz odredenih vrsta morskih spuzvi iz  sjika 3. » Eudistemin C
podru¢ja Indonezije, u kojima je B-karbolinski dio
povezan sa slozenim aliciklickim sustavom koji sadrzi dva dusikova atoma (okos-
nica pirolo[2,3-a]izokinolin). Ti su prirodni spojevi pokazali antitumorsko, anti-
malarijsko, tuberkulostatsko i antileishmanijsko djelovanje (slika 4.) (10).

Kako su B-karbolini ¢esto prisutni u namirnicama biljnog (npr. biljni za¢ini
i kava) i zivotinjskog podrijetla (nastaju u mesu tijekom termicke obrade), nji-
hov vazan izvor je prehrana (6,7). Medutim, neka istrazivanja su pokazala da je
moguca i endogena Pictet-Spenglerova reakcija kondenzacije izmedu indolalki-
lamina, poput triptofana i njegovih derivata, i aldehida kojom se dobivaju tetra-
hidro-B-karbolini. Pinolin je jedan takav f-karbolin (slika 4.B). Jo$ uvijek nije do
kraja razja$njeno potjece li pinolin iz prehrane ili je nastao endogeno. Dokazano
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je da ima antioksidativno djelovanje
usporedljivo s melatoninom (11,12).

Sintetski B-karbolini

Kako je ve¢ napisano, sintetizirani su
brojni derivati koji u svojoj strukturi
sadrze B-karbolinski prsten te im je ispi-
tano farmakolosko djelovanje. Ovdje
¢emo istaknuti one ¢ije je djelovanje
ispitano na ljudima ili su odobreni za
primjenu kod ljudi.

Tadalafil (slika 5.A) je reverzi-
bilni inhibitor forsfodiesteraze 5 ¢ime
je sprijecena razgradnja cGMP-a $to
dovodi do vazodilatacije. Koristi se u
lijecenju erektilne disfunkcije, benigne
hipertrofije prostate i plu¢ne hiper-
tenzije (13).

Cipargamin pripada novoj sku-
pini antimalarika, spiroindola. Tre-
nutno se nalazi u drugoj fazi klini¢kih
ispitivanja gdje se utvrduje njegova
sigurnost i uc¢inkovitost samostalno i
u kombinaciji s drugim antimalari-
cima. Mehanizam djelovanja mu je
inhibicija plazmodijske Na*-ATPaze
(PfATP4) ¢ime ometa homeostazu Na*
$to predstavlja novi mehanizam djelo-
vanja antimalarika (slika 5.B) (4).
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Stika 5. » A) Tadalafil; B) cipargamin i C) abekarnil

Abekarnil (slika 5.C) djeluje kao parcijalni agonist GABA ;-receptora. Ima
anksioliticko djelovanje. Dobro je istrazena njegova uc¢inkovitost u ublazavanju
anksioznosti koja se javlja prilikom odvikavanja od alkohola (14).

U nastavku rada je pregled farmakoloskog djelovanja najbolje istrazene
skupine B-karbolina poznatih pod nazivom harmala alkaloidi. Terapijska vrijed-
nost biljaka koje sadrze ove -karboline poznata je od prije vise stotina godina.
Te biljke koristile su se u tradicionalnoj orijentalnoj medicini za lijec¢enje karci-

noma i malarije (15).
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Harmala alkaloidi

Harmin je jedan od najbolje proucenih B-karbolina. Njegovo djelovanje poznato
je od davnina. Prvi put je izoliran iz sirijske rutvice (Peganum harmala, Nitraria-
ceae), visegodidnje biljke koja raste u Indiji, Kini, Mongoliji i Turskoj. Osim har-
mina, u biljci su pronadeni i drugi B-karbolinski alkaloidi poput harmalina, har-
malola i tetrahidroharmina. Zajedno nose naziv harmala alkaloidi (slika 6.).
Karakterizira ih prisutnost metilnog supstituenta na piridinskom prstenu (C-1),
metoksi ili hidroksilne skupine na benzenskoj jezgri (C-7) te razli¢iti stupnjevi
zasi¢enosti piridinskog prstena.

\O R\O Z \ 2 \O f \ H Slika 6. 4« Harmala
N N 1 N 1 alkaloidi
b 9 He Ho
harmin harmalol: R = H tetrahidroharmin

harmalin: R = CH,

Sirijska rutvica koristila se u tradicionalnoj medicini kao abortiv, emena-
gog, diuretik, antipiretik, halucinogen i laktagog, dok se ekstrakt sjemenki u sje-
vernom dijelu Kine koristio za lije¢enje malarije i karcinoma probavnog trakta
(16).

Banisteriopsis caapi je juznoamericka halucinogena penjacica iz porodice
Malpighiaceae dobro poznata kao glavni sastojak napitka ayahuasca. Taj psiho-
deli¢ni napitak tradicionalno koriste razlic¢ite etni¢ke skupine u ritualne, medi-
cinske i rekreacijske svrhe. Glavne komponente prisutne u B. caapi su B-karbolini
(0,05-1,95 % suhe mase) harmin, harmalin i tetrahidroharmin (17). Koristi se s
biljkama poput Psychotria viridis (charcruna) koje sadrzavaju N,N-dimetiltrip-
tamin (DMT) -derivat i strukturni analog triptamina s izrazenim psihodeli¢nim
uc¢inkom. Uzet per os, DMT podlijeze deaminaciji perifernim monoamino-oksi-
dazama ¢ime se inaktivira. Ako se konzumira per os uz inhibitore monoamino-
oksidaze poput harmina ili harmalina, DMT zadrzava jaki psihodeli¢ni u¢inak
(18).

Od ostalih sporednih prirodnih izvora harmina, zabiljezeno je jos tridese-
tak biljnih i zZivotinjskih vrsta, uklju¢ujuci duhan, marakuju i mati¢njak, te neke
vrste leptira iz porodice Nymphalidae.

Harmala alkaloidi imaju izrazito raznolik profil djelovanja. U literaturi je opi-
sano njihovo antimikrobno, antimalarijsko, antihipertenzivno, vazorelaksirajuce,
tuberkulostatsko, antioksidativno, osteoprotektivno, antidijabeticko, antitumor-
sko, antiproliferativno, antid epresivno, halucinogeno, antivirusno, protuupalno,
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anksiogeno, antiangiogeno, sedirajuce, agitirajuce, hipotermijsko, prokonvulzivno,
antikonvulzivno, antitrombotsko, analgetsko i citotoksi¢no djelovanje (6,16,19).

Izrazeni su njihovi ucinci na sredidnji zivcani sustav (sedativno, antikon-
vulzivno, prokonvulzivno i halucinogeno djelovanje) koji su rezultat interakcije
sa serotoninskim (5-HT) receptorima, benzodiazepinskim receptorima (BZR),
imidazolinskim receptorima, opioidnim te dopaminergickim receptorima (6).

Razlicite frakcije alkaloidnog ekstrakta sjemenki sirijske rutvice pokazale
su o dozi ovisan sredi$nji i periferni analgetski u¢inak koji se gubi uslijed istovre-
mene primjene s opioidnim antagonistom naloksonom, §to upucuje na opioidima
posredovan mehanizam analgezije. Alkaloidni ekstrakt je sadrzavao: harmin,
harmalol, harman, harmalin, vasicin i vasicinon, te se od svih frakcija najucin-
kovitijom pokazala ona s identificiranim harmalinom (20,21).

Norharman i harman su reverzibilni kompetitivni inhibitori monoamino-
oksidaze (MAO), od kojih norharman djeluje na MAO-A, a harman na MAO-B
izoformu enzima (22). Harmin ima antidepresivnu aktivnost kroz interakciju s
MAO-Ainekoliko stani¢nih receptora ukljucujuciiserotoninske receptore S-HT2A,
te je zbog selektivnostiireverzibilnog inhibitornog djelovanja na MAO-A manje
podlozan izazivanju hipertenzivnih kriza koje su moguce kod primjene ireverzi-
bilnih MAO inhibitora (23).

Harmalin je pokazao znacajnu antiparazitsku aktivnost protiv bi¢asa Leish-
mania mexicana amazonensis in vitro i in vivo, na njegovu intracelularnu ama-
stigotnu formu (24), dok su harman i harmin inhibirali i izvanstani¢nog bica-
stog promastigota (25).

Za norharman, harmin i harman zabiljezena je i tripanosomicidna aktiv-
nost na Trypanosoma cruzi epimastigote dvaju razli¢itih sojeva (26).

Jedna je studija pokazala da harmin preko Wnt signalnog puta regulira eks-
presiju receptora PPARY, glavnog regulatora adipogeneze. Agonisti PPARy su
tiazolidindionski antidijabetici. Harmin tako oponasa uc¢inke PPARY liganada
na gensku ekspresiju adipocita i inzulinsku osjetljivost ,bez nuspojava tipi¢nih za
tiazolidindione (27).

Postoje in vivo i in vitro studije o anabolickom uc¢inku harmina na kosti.
Harmin preko razli¢itih signalnih puteva u misevima inhibira formaciju i dife-
rencijaciju osteoklasta zaduzenih za resopciju kosti, a poti¢e diferencijaciju oste-
oblasta (28).

Zabiljezena je i uloga harmina u aktiviranju intrinzi¢nih i ekstrinzi¢nih
puteva apoptoze, reguliranju transkripcijskih faktora i proinflamatornih cito-
kina. Harmin je in vivo pokazao antiangiogenu aktivnost, a in vitro inhibitorno
djelovanje na TNF-a (29).
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Harmala alkaloidi iz sirijske rutvice su testirani in vitro na antiagregacijsku
aktivnost. Za harman i harmin je uoceno da inhibiraju kolagenom posredovanu
aktivaciju trombocita, $to ih ¢ini potencijalnim spojevima uzorima za razvoj
novih lijekova u lije¢enju aterotrombotskih oboljenja (30).

Harmin i njegovi derivati ¢ine izrazito zanimljivo podrudje interesa u
razvoju novih antimalarika. Harmin je pokazao selektivno inhibitorno djelova-
nje na PfHsp90 u odnosu na humani Hsp90 (protein toplinskog $oka 90). Hsp90
je visoko ocuvani eukariotski §aperon koji na N-kraju ima ATP-aznu domenu,
klju¢nu za interakciju s ciljanim proteinima. Hsp proteini imaju klju¢nu ulogu u
normalnoj metabolickoj aktivnosti stanica te omogucuju pravilno smatanje pro-
teina. Ukljuceni su u unutarstani¢ni promet proteina, ekspresiju gena, stani¢ni
ciklus, kao i diferencijaciju, te se zbog svih navedenih znacajki u novije vrijeme
istrazuju kao mete novih citostatika i antimalarika. PfHsp90 kod plazmodija ima
klju¢nu ulogu u prilagodbi parazita s hladnokrvnih insektnih vektora na toplo-
krvne sisavce (31).

In vitro ispitivanja antimalarijskog djelovanja su pokazala kako harmin dje-
luje sinergisticki s drugim antimalaricima (klorokinom i artemisininom), dok je
in vivo na modelima miSeva uoceno da potencira u¢inak klorokina (32).

Uz jo§ neke prirodne (3-karboline antimalarijskog djelovanja (nostokarbo-
lin, manzamini), znacajna je biljka Eurycoma longifolia iz koje su izolirani har-
man-1-propionska kiselina i harmin-1-propionska kiselina, a koji su se pokazali
uc¢inkovitima protiv dva soja P. falciparum: W2, D6 (33).

Sintetski derivati harmala alkaloida
U nastavku teksta prikazano je nekoliko primjera derivatizacije harmala alkalo-
ida i njihovog moguceg farmakoloskog djelovanja. To je samo mali dio cjeloku-
pne znanstvene literature koja je dostupna na ovu temu, §to govori o farmako-
loskom potencijalu spojeva s 3-karbolinskim prstenom.

Razli¢iti O-alkilirani derivati harmina (slika 7.) sintetizirani su i ispitano je
njihovodjelovanje kao selektivnih MAO-A inhibitora (34). Ovi derivati mogli bi
biti spojevi uzori za nove antidepresive pobolj$anih svojstava.

O AR O

derivat A derivat B derivat C

Slika 7. » O-alkilirani derivati harmina s lipofilnim skupinama
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Harmin i njegovi sintetski derivati pokazali su se kao snazni inhibitori tau
fosforilacije preko inhibicije protein kinaze DYRK1A (povezuje se s nekontroli-
ranom proliferacijom stanica, kemorezistencijom tumorskih stanica i Alzheime-
rovom bolesti). Pojacana fosforilacija tau proteina negativno djeluje na sklapanje
mikrotubula u neuronima te je uocena kod brojnih

neurodegenerativnih bolesti (35,36). =
U literaturi postoje brojni podaci o interakciji o \
harmina i njegovih derivata s DNA. Planarna struktura Mg
B-karbolinskog prstena omogucuje interkaliranje R
izmedu parova baza i inhibiciju enzima koji sudjeluju u R = alifatski i

aromatski supstifuenti

popravku DNA. Takvo djelovanje pokazuju sam har-
min i njegovih 9-supstituiranih N-derivata, kao i zna-
¢ajnu inhibiciju enzima humane topoizomeraze I i II
(slika 8.) (15).

Sintetizirani su i dvojni 3-karbolini, s pretpostav-
kom da ¢e pokazati jo$ bolja antitumorska svojstva u
odnosu na monovalentne -karboline, jer se jace vezu

Slika 8. » g9-supstituirani
nezasiceni derivati harmina

za DNA bis-interkalacijom i uzrokuju vece strukturne
promjene DNA. Ipak, takvi su spojevi pokazali skro-
mnije antitumorsko djelovanje i probleme s topljivosti
u vodi (slika 9.) (37).

Sinteza velikog broja derivata pokazala je koji
supstituenti i koji polozaj na p-karbolinskom prstenu
pojacavaju citotoksi¢no djelovanje. Neki od tih u¢inaka
prikazani su na slici 10. (38-42).

Slika 9. » Opca strukturna
formuladvojnih B-karbelina

Prikladan supstituent na C3
je pogodan za antitumoisko

6-Br supstituent povedava djelovanje in vivo 1 in vitro, ali
citotoksiéno djelovanje / amino,alkoksikarbonilamino i
. hidroksimetil su nepoZeljni

N2-alkilni supstituent
poveéava antitumorsko

- - N e ;
s 0&,6"']6 7'-alkc11(k_s§ sul:is.t ‘;“?““! 7 2 R djclovanje invivo i in vitro;
poy §ca\. a701toto kstlcno yelovan)e 8 ,\? benzilni supstituent je
in vitro; 7-metoksi sups&tuent _ | o najizraienijeg udnka
odgovoran za neurotoksicnost in R
wivo . .
Pitkladan supstituent na C1
. . poveéava antitumorsko

NQ-alklll supstlltuent p.oveéava  djelovanje

citotoksi¢no djelovanje in vivo 1

in vitiro

Slika 10. » Mjesta modifikacije strukture $-karbolina u svrhu optimiranja citotoksi¢nog djelovanja
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Zakljucak

s Priroda je od davnina neiscrpna inspiracija u potrazi za spoje-
vima uzorima za razvoj novih lijekova. Prirodni produkti ¢esto su inovativnih
struktura, koje bi ¢ovjeku bilo nemoguce osmisliti, ali i sintetizirati. Cesto takve
strukture kriju i novo biolosko djelovanje. Terapijski potencijal B-karbolina, pri-
rodnih produkata pronadenih u velikom broju biljnih i zivotinjiskih vrsta, istra-
7uje se dugi niz godina, a temeljen je na njihovoj uc¢inkovitosti u lije¢enju mala-
rije i karcinoma poznatoj od davnina iz tradicionalne orijentalne medicine. Valja
naglasiti da se neki od derivata ve¢ primjenjuju u terapiji (tadalafil) ili su u kli-
nickim ispitivanjima (cipargamin). Relativno jednostavnasinteza p-karbolinskog
prstena pruza mnogo mogucnosti za dobivanje raznovrsnih sintetskih derivata.

B- Carbolines - searching for novel
5-6 therapeutic options

2021 V. Konjevod, Z. Raji¢, I. Perkovié

Abstract P-Carboline alkaloids, natural products ubiquitously distribu-

ted in various plants and animals represent a pharmacologically
very attractive scaffold due to its convenient synthesis and structural diversity.
Their pharmacological potential has been known for centuries and a large num-
ber of publications is focused on exploring the possibilities for their application.
To name a few, these compounds have exerted antimalarial, antineoplastic, anti-
convulsant and anxiolytic activity. In addition, several pB-carboline drugs are
already used in therapy or are currently in clinical trials.

Zahvale
sm———— Pisanje ovoga rada financijski je pomogla Hrvatska zaklada za
znanost (projekt UIP-05-2017-5160).
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