YHUBEP3UTET Y BEOI'PAY-XEMUNJCKU ®AKYJITET
HACTABHO-HAYYHOM BERY
IIpenmer: OOpa3znoxeme TeMe JOKTOPCKe AWcepTaluje KaHauaara Mnanena Pajaxosuha,

MacTep Ornoxemuyapa, pujaBbeHe o] HaCIOBOM

LAcnuTuBame crenujajan3oBanux Meradosaura ribuse Hericium erinaceus (Bull.) Pers. u

in Vitro nmpomeHa \HUX0OBe AHTHHEYPO/IereHePaTUBHE AKTUBHOCTH.

1. Hayuna o6sact: XeMHjCcKe HayKe

¥Y:ika HayuHa o6Jact: Oprancka xemuja

2. [IpeameT HAYYHOT HCTPAKUBaba

[IpenMer wucTpakuBamkma y OKBHPY OBE JOKTOPCKE JAHMCEpTaluje je ojapehuBame MOTCHIUjaia
crienujann3oBaHnx MerabonuTa MeauiuHCcke ripuBe Hericium erinaceus (Bull.) Pers. y tpermany
JIEMCHIIMj€ Y3POKOBaHe AJXajMepOBOM OoJieCTH. Y Ty CBPXY, pa3iU4uTe Kiace MeTaboauTa he ouru
W30JI0BaHE W JETaJbHO OKapaKTepUCaHe, ca IMJbeM Jajbe onThMuzanuje HoopasBujeHnx NMR
eKCTIiepUMEeHTa 32 Tpahiele MHTEepaKIKja ca MIJbaHUM MPOTEHHIMA, Kao IITO CY alleTHIXOJIHMHeCTepas3a
(AChE), o6yrupunxomuuecrepaza (BChE) u anbymun. ¥V 1y cBpxy passujahe ce asa NMR
excriepuMenTa. [IpBu, koju he omoryhutu noOujame Mare €muUTONa BE3MBaKka HMCIMTHBAHOT
MeTabo/MTa ca MPOTEMHUMA U JT00Ujambe mojaTaka 0 (QYHKIMOHAIHHUM TIpylaMa y MOJIEKYIy Koje Cy
Haj3acay»KHHje 3a OCTBapUBam¢ HTepakiyje. Jpyru ekcriepuMeHT he ce KOpUCTUTH Kao yHampeheHa
MeToja 3a npaheme HHXHOUTOPHOT MOTEHIMjala TECTUPaHUX MeTabosmTa ca Xxonuectepasama (AChE
u BChE), ¢ mwbeM passujamba poOycHHje METOJe y OJHOCY Ha crekTpodoTomerpujcky Ellman-osy
METO/y KOja ce JlaHac HajBulle npuMemyje. Onadbupy kanauaata he nperxomutu in Vitro oapehusame
AKTUBHOCTHU KakKo OW ce 0JIpeIno BUXOB TOTEHINjall KA0 PEeBEP3UOMITHAX HHXHONTOPA, jeAHHEkha Koja
ce KOpucTe 3a yonaxaBame cumnroMa AmnixajMepose Ooectu. McrpaxuBame he Outn ycmepeHo Ha
MPOLIEHY CIIOCOOHOCTH T00MjeHHX jeTUbEHh-a 1a HHXUONPA]jy KIbyUHE €H3UME IIOBE3aHe Ca MaTOreHe30M
Amxajmepose 6onect — AChE u BChE. [Topex Tora, 6uhe ncnurana u HeyponpOTeKTHBHA aKTHBHOCT

M30JI0BaHUX METa0O0JIMTa Ha KyJITypaMa acTPOLMTa M3JI0KEeHUX omTehyjyhum ctumyinycuma.
3. OcHOBHe XUIOTE3E

Amxajmeposa 6onect (AbB) je Bogehu y3pok neMmeHImje Koja JOBOIHU 10 CMamkEeHOT KBAIUTETA XKUBOTA
o0oJieNnnX, a HCTOBPEMEHO AyOOKO yTHWYe Ha JKMBOTE UIAHOBA KOJU MPYXajy IOAPIIKY OBUM
nanujeHTuMa. Buie on 35 MunMoHa JbyAM IIMPOM CBETA je OroheHo, a MpojeKLdje cyrepuily aa Ou
ce IhCHA MpeBalieHIMja Moriia yuerBopoctpyuntd 10 2050. roaune. [1] [TokaszaHo je na Ab nounme

MHOI'0 roaAvuHa Mmpe HETO LITO CC nojaBe npBU CUMIITOMHU, KOjI/I qeCTOo OCTajy HCHpI/IMeheHI/I IIOIITO CC



HEypOIIaTOJIONIKH MHPOLECH OJ[BHjajy CIOPO W HENPUMETHO TOKOM BpEMEHa, Te€ Ce CcaBpeMeHa
HEypOHayKa M MEIHUIIMHCKA JMjarHo3a CyodvaBajy ce ca 3HavajHuMm mu3a3oBuMa. [2] [ToBehame HHBOA
dbaxropa pacta Hepasa (enri. Nerve Growth Factor, NGF), koju je k/bydaH 3a NpESKHBIbABAKE H
(yHKIM]y HEypOHa, yTH4Ye Ha BHUXOBY 3amTUTy o omTehema koja Hactajy ycnen Ab. Illrapwe,
nnxubunmja (AChE) uma kibyuHy yIory, MomTo J0BOIM 10 HoBehama J0CTYMHOCTH alleTUIIXOJTMHA 1
nosehamwa ocnobahamwa u ancopnuuje NGF. Ha oBaj Haunn, naxudutopu AChE crumynumy AChE -
3aBHCHE CHTHAJIHE ITyTeBe KOjU 1Mo0oJblIaBajy mpou3BoAmy u TpancmopT NGF 1o XonmnHepruykux
Heypona. [3] OBaj myT je BUTaNIaH 3a OJp)KaBarbe MpaBUiIHE QYHKIIMje HEYPOHA, TOCEOHO Y KOHTEKCTY
HeypojereHepaiuje nosesane ca Ab. ['anantamun, naxuobutop AChE, koju je omobpuna Amepuuka
areHuyja 3a xpany u JiekoBe 2001. romuHe, W Jajbe TPEACTaBIba HAJHOBHUJU JICK 33 YOJiaKaBambe
CHMIITOMA KOJI MalfjeHaTa ca oiaruM 1o ymepenuM ooimukom Ab, Te je jacHa moTpeba 3a OTKpHBamEM

HOBHX TepamneyTuka 3a Tpetman AB. [4]

Crenyjann3oBaHd METa0OIUTH MEIUIMHCKUX TJbHBA M OHMJbaKa Cy OCHOBA 3a OTKPHBAIbE JICKOBA 3
TpeTMaH pasnuuTuX obosbera. Hericium erinaceus (HE), y Hapomy mo3nata kao JlaBiba rpuBa je
MEIUIIMHCKA TJbHBA KOja Ce KOPUCTHU Yy JbYJICKO] McXpaHu. [5,6] PesynaraTu nqocamammux HCIIUTHBAbA
yKa3alii Cy Ha HeH TOTEHIIHjall Kao JOAaTHE Tepalje 3a yorakaBame CUMITOMAa IeMeHIuje ko Ab,
a FEHH CIEHUjaIn30BaHH METAa0ONUTH NpHUBIAYe MHOTO MAXIE Yyciel CHenu(pUIHOCTH |
Pa3HOJIMKOCTH XEMHUJCKHX CTPYKTYpa OIHCaHuX y tutepatypu. [7] [IpetxomHe cTyauje cy mokasaie na
onpehenu cnernujanuzoBann Metabommtu HE, xkao mro cy xepuileHOHM W epHHAIMHY, WHXUOUPAjy
AChE nox mnosehaBajy mpousBoamwy (akTtopa pacTa HepaBa, LITO je Yy CKJIAAYy ca TPEHYTHUM
TepanujcKuM crparterrjama y tperMmany Ab. [7, 8] TpeHyTHO Cy y JuTepaTypd HOCTYIHE CTYAHUje
MOJIEKYJICKOT MOJIENIOBaha 3aCHOBAHE Ha MCIHMTHBamY pasnmuutux meradonura HE, koje oOyxBatajy
M TpeIor TOTSHIHMjaTHOT MEXaHW3aM [IeJloBamka HCIUTHBAaHUX METa0oIMTa y TpEeTMaHy
AnmxajMepoBoj 6omectn myrem uaxuouimje AChE. [9] Jemna ox Meroma 3a mobWjarbe JOAATHUX
excriepumeHTanHnx mogartaka je NMR  cmekrtpockomuja, koja omoryhaBa ITUPEKTHO Mepeme
MHTEH3UTETAa MHTEPaKIja u3Mel)y mojeJMHauYHIX JeIoBa MOJIEKYJIa M IIMJBHOT NPOTEHWHA, YHME Ce

OJIaKIIIaBa pa3yMeBamke MEXaHU3Ma JIeioBamba U nHXuOuImje/unTepakuuje. [10]

[Mpumapuu moxacthiaj 3a auzajHupame HOoBOr NMR mpuctyna je 3HauajHa mpemHoct NMR
CIEKTPOCKOIHM]je, KOja NpyKa YBHJ Y MHTEpaKiyje u3Mel)y JUraHga U pelentopa, a KJbydHe cy 3a
pasymeBame Ouostonikux mpoieca. NMR je jenHa ox HajMONHHjUX TEXHUKA 3a MPOYyYaBaAE JTUTAH]I-
MPOTEeNH HMHTEpaKIyja, jep mpyxka moryhHoct oapehuBama M kBaHTH(HKALUje MelhyMolleKyIapHUX
nuntepaknuja. [lopen tora, NMR je Takole morojman 3a JeTeKIUjy H HISHTU(DUKAIM]Y PA3TUIATHX
CYTICTaHII Ha aTOMCKOM HHBOY, IIITO I'a YAHK BEOMa IMOBOJLHOM TEXHUKOM 32 HCITUTHBAE KHHETHKE
eH3MMCKHX peakuuja. Ha ocHOBY oBora, Guhe passujen u ontumusoBal H in situ kuaetnuxu NMR

excriepuMeHT 3a mnpaheme uaxubOunuje AChE u BChE. Hajseha mpennoct mpumene oe NMR



METOOJIOTH]e JeKH Y MoryhHOCTH npahema WHTEpaKITHje Ha MOJICKYJICKOM HHBOY U JOOWjabe YBHIA
y cBe Kopake Koju ce oaBHjajy. Crextpodoromerpujcka Ellman mertona je majuemrhe kopurrhena
MeToAa 3a onpelhuBame MHXUOUIMjE XOTUHECTepas3a, ajld PeNpOAYKTUBHOCT JOOUjSHUX pe3yliTaTa Huje
yBek J1ako noctuhu. M3 Tor pasnora, KUT 3a CKpHHHHT MHXMOUTOpa aneTmwixonuHectepase (AIS kur),
3acHOBaH Ha noboJseianoj Ellman meronu, 6uhe kopumihen 3a in vitro ckpuHuHT 1 opehermne/KOHTPOITY
ca HoBopa3BujeHnM NMR excnepumentoM. Baxno je Hamomenytn na HE metabonutu 1o cana Hucy
ouna npeamet HujenHe NMR cryamje 3a mpaheme uHTepakyja ca IOMEHYTHM NMPOTEHMHUMA U JIa HE
MocToje Mmojalmy O MamaMa emuTona y Juteparypu. Pesymratm mobujern mnpumeHoM NMR
CIIEKTPOCKOMH]je Npykuhe ca3Hamba 0 TOME KOjU JCIOBH MoJieKyJia ((DyHKIMOHAIHE TPYIIe) Ce BE3yjy 3a
MaKkpoMOJIeKyn (eH3MM), MPHPOAY HHTEpaKlWja Be3WBamba JWTaHAAa Ha TMOBPLIMHU pELenTopa
(Mammparme enuTona) U Koju je aMHUTET JIUraHaa peMa perentopy (Tj. KoHcTanTa aucorujarmje). C
003MpPOM Ha TO J1a TIOCTOje iN Vitro eKcriepuMEHTAHH TOKa3H Ja HeKouKo pasnnuutux HE metabonuTa
unreparyje ca AChE, nobujame marna enurona 6uhe kopuirheHo 3a OTKpuBame QyHKIIHOHATHUX IpyIa
Yy MOJIEKyJly OJIrOBOPHHX 3a IPENO3HAaBakEe 32 HCIUTHBAHMM eH3uMoM. OBakaB mpuctymu he
o0e30emnT KJby4HEe uWHGpOpMaluje 3a yHampeheme KBanwTeTa HYTpalEyTHKa M CyIUIeMEHaTa

3aCHOBAaHUX HA MCOAUIITUMHCKHUM I'JbHBaMa.

ITopen Tora, y OKBUpY HCTpakHBama Ouhe MCIUTaHa W HEYPOIPOTEKTHBHA aKTUBHOCT M30JOBaHUX
MeTaboIUTa Ha TPUMapHUM KyJITypama acTpOLUTa HM3JI0KEHHM OKCHIATHBHOM CTpecy y In Vitro
MojieTy HeypoaereHepaiuje. Ha taj Hauun, Ouhe oMmoryhieHo MHTErpajHo carijie1aBame MOTSHIIN] ATHIX
edpexara HE merabonuTa — kpo3 enzumcky naxubuimjy (AChE u BChE) u henujcky 3amruty — mro y
LEJIMHU JONPHHOCH TIOTPa3H 32 HOBUM HPHUPOJHUM CYICTaHI[AMa ca TEPAIHjCKUM IOTEHIIMjaJIOM Y

TpeTMaHy AnuxajMepoBe 6ojectu. OCHOBHE XHMIIOTE3€ OBE IOKTOPCKE AUCEpTalLHje CY:

1. H. erinaceus caapxu crenujani3oBaHe MeTaboauTe (Kao ITO Cy XEPUIICHOHH U CPUHAIIMHH)
ca noTeHuujamHoM crniocobHomhy maxuounuje ensuma AChE u BChE, mTo je y cknany ca
nmocrojehuM cTpartervjama y Tepanuju AnxajMepoBe 0oecTy.

2. Merabonutu H. erinaceus mory nokasatu crenuduune narepakipje ca ensumuma AChE u
BChE, koje je moryhe maeHtndukoBatn u kBaHtudukoBatd npumeHoMm 'H in situ NMR
CIICKTPOCKOIIH]€e, Kao ajdTepHaTuBe kiacuuHoj Ellman meTosu.

3. Horopazeujeun NMR ekcnepuimenT 3a npahieme uHTepakiuja he omoryhutn manmpame
enuTona u uaeHTudGUKaujy GyHKIMOHAIHUX Tpyma oaroBopHux 3a natepakiujy ca AChE u
BChE, unme he ce pa3jacHUTH MEXaHU3MH HHTEPAKIINA]j€ HAa MOJIEKYJICKOM HUBOY.

4. VcnutHBame HEYpOIPOTEKTHBHOT JI€jCTBa OHOaKTHBHHX Merabonmura H. erinaceus vy
KyJITypaMa acTpoIMTa M3JI0KEHUX OKCHJIATHBHOM CTpecy, yKkazahe Ha HmHXOB MOTEHIIMjall 3a
MIPEBEHIIH]Y WIIH yOIaKkaBame HEeypOAereHepaTHBHHX MPOolieca MOBE3aHnX ca AJIIXajMepOBOM

Oonemrhy.



5. HHTerpamuja nogaTaka u3 eH3MMCKHX WHXHOUIIN]CKUX TECTOBA M helujckux Moaena npyxuhe
KOMIUIEMEHTapHY TPOICHY TEPAINUjCKOT MOTCHIMjala UCIUTHUBAHUX jEAWbCHA, IITO MOXKE
JIOTIPUHETH Pa3BOjy HYTpAIllCyTHKA M CyIUIEMEHATa Ha 0231 MEIUIIMHCKUX TJbUBA Ca IUJbaHUM

HEYPONPOTEKTUBHUM €(PEKTOM.

4. llnb ucTpaKUuBamkba M 0YEKUBAHM Pe3yJITaTH

L{1b OBOT MCTpaKUBaa je J1a CE M30JIyjy M XEMHUjCKH OKapaKTePHIY CICIHjaTn30BaHl METaOOIUTH
u3 siexoBute ribuBe Hericium erinaceus (Bull.) Pers., u na ce nucnura BHX0B MOTEHIMja)l Y KOHTEKCTY

AHTUHEYPO/ICT€HEPATUBHE AKTUBHOCTH.
CreuuduyHy IUIBEBU OBE JOKTOPCKE JUCEPTALIUje CY:
e l3070BaTh 1 KapakTepHUCaTH CICLUjaTr30BaHe MeTabonuTe ribuBe H. erinaceus.

e Passujame u ontumu3oBame H in situ NMR kuHETHYKOT eKcriepiuMeHTa 3a pahierbe eH3UMCKE
aktuBHOocTU M nHXUOUIMje AChE nu BChE y peanmnoM BpeMeHy, Kao alTepHATHBE KIACHYHUM

OMOXEeMH]jCKIM TECTOBHUMA.

e Manupame enurona ¥ WACHTHOUKOBamE (QYHKIMOHATHUX TpyHa y MOJEKYJIMMa aKTHBHUX
MeTabonuTa Koju ydectByjy y BesuBamy 32 AChE u BChE, kxao u ompehuBame apunutera

nmurasg-perentop naTepaknyja (Kd).

o HcnuruBame HCYPOIIPOTCKTUBHE AKTUBHOCTH U30JIOBAHUX MeTaboauTa Y KYJITYypUu aCTpOoLuTa,

H3JI0KCHUX OKCUAATUBHOM CTPECY.

o VrephuBame na nu merabomutu H. erinaceus mocemyjy ABOCTpYKH OHOJOIIKHM edekar, Tj.
CIMIOCOOHOCT MHXHUOUIIMje XOJIMHECTEpa3a U UCTOBPEMEHO 3alITUTY hennja 01 OKCHIATHBHOT

omrrehema.

o OuewmMBame TMOTEHIMjala WCIUTHBAHUX jeAWI-EHha 32 JaJbh Pa3BOj HYyTpaleyTUKa u
MPUPOAHUX CYIUIEMEHATa HAMEHEHUX MTPEBEHIIMjU U TIOIPIIIIH JIeUCHY HEYpOIereHepaTHBHUX

6orectn.
OdexkuBaHM pe3yATaTH Cy:
1. Xemujcka aHa/IM3a U H30J10Bamk-€ MeTa00JIHMTA:

e lnentudpukanmja M CTPYKTypHa KapakTepH3aluja CIeldjanu3oBaHux Mertabonura H.

erinaceus.

e [loTBpaa xeMHjCKe Pa3HOBPCHOCTH U crenupuuHocTH MeTaboauTa kopuihereM NMR u LC-

MS/MS ananusa.



2. Unxuouuuja xonunecrepasza (AChE u BChE):

o JloOumjame KoHHeHTpauuoHO 3aBUcHe wuHXxuOMOMje aktuBHOocTH AChE wum BChE vy

criektpooromerpujckom tecty (Ellman merosa).

e lnentudukanuja HajakTUBHUjUX jenumema ca I[Cso BpegHOCTMMAa yIOpEAMBHM ca

pe(l)epeHTHI/IM I/IHXI/I6I/ITOpI/IMa Kao IITO Cy raJJaHTaMUH U JOHE3CITNJI.

3. Onrumu3auuje u ynanpeheme NMR exkcnepumenara 3a npaheme unrepakumja Juranajaa ca

NMPOTEeMHUMA

e Passoj m Bamumarmja *H in situ NMR wmertomomoruje 3a mpaheme €H3MMCKHX peakiuja y

pEaTHOM BpEeMEHY.

e Manupame enurona U uaeHTH(GUKaIKja GYHKIMOHAIHUX TPYyla OATOBOPHUX 33 BE3UBAE Ca

AChE/BChE, xao 1 anoymMuHOM.
e OnpehuBame koHcTaHTH Be3uBama (K./Kd) u nmpeanoxenn MmexannzaMm HHXHOUIIH]E.
4. HeyponpoTeKTUBHA aKTUBHOCT HA ACTPOLMTHMA:

e [loBehana swujabunHOoCcT acTpouuta Tperupannx HE wMeraGonutuma y mnopehemy ca

KOHTpOJIaMa.
e [loTBpAa Aa UCIUTHBaHU METAOOJIMTH CMamyjy OKCHAATHBHO oliTeheme y henujama.
5. AHTerpanna mpoieHa 0HOJIOIIKEe AKTUBHOCTH:

e lnentudukanuja MeTaboINUTa ca JBOCTPYKUM JIEJIOBAEM — K0 HHXHOUTOPU XOJIMHECTepasa

1 Kao henujcku 3aIlTHTHU areHCH.

e IlotBpaa Tepamujckor nmoTeHiMjana H. erinaCeus y KOHTEKCTy alITepHATHBHE HIJIM JOITYHCKE

Tepanuje KoJ HeypoJereHepaTuBHUX O0JIeCTH, pe cBera AJxajMepoBe O0JIECTH.
5. Meroae ucTpa:xkuBama

VY Toky u3pajse oBe JOKTOPCKE AucepTanuje kopuctuhe ce cienehe metone:

e Xpomarorpadcke MeToze: KOJIOHCKa Xpomarorpaduja, TaHKOCIIOjHa XpoMaTorpaduja
(TLC) u BucokoeduxacHa TeyHa xpomaTtorpaduja - Kopuctuhe ce 3a H30J0Bame
CIEIM]ATM30BAHNX META0O0IHTA.

e HykneapHa MarHeTHO pe30HAHTHA CHEKTpocKomuja 6uhe kopumiheHa 3a CTPYKTYpHY
KapakTepH3alujy U30JI0BaHUX MeTaboynTa, Kao U 3a npaheme BUXOBUX WHTEPAKIIHja

Cca MMpOTCUHUMA.



BucokoedpukacHa TedHa xpomarorpaduja CIperayra ca MaceHOM CIIEKTPOMETPHUjOM
Bucoke pesonynuje (LC-MS) Ouhe kopumhiena 3a wu3padyyHaBambe H IIOTBPIY
MOJICKYJICKUX (pOpMyJa H30JIOBAaHUX MeTaboiHTa, Kao U mnpaheme myTeBa HUXOBE
¢dbparMeHTanyje ca nusbeM n1o0ujama 6a3e MaCeHHX CIieKTapa, Koju he ce mpruMemhHBaTH
y pa3Bojy METOI0JIOTHj€ KOHTPOJIEC KBAJIUTETA.

WNuxubutopHa aktuBHOCT ucnutuBaHux y3opaka Ha AChE u BChE onpehusahe ce
MoaudukoBanoMm Ellman meTonoM y Mukpormiodama.

HeypomnpoTekTrBHA aKTHBHOCT HM30JI0BaHUX MeTaboiuTta ripuBe H. erinaceus ouhe
UCIHUTaHA Ha KyATypaMa acTpPOIUTa U3JI0KEHUM UHIYKTOPY OKCUIATUBHOT CTpeca Kao
in vitro Momeny Koju CHMyJHMpa ycJIOBE HeypojereHeparuje. HakoH moctuzama
kowindyenuuje, henuje he Outu TpeTupaHe MCIUTHBAHUM y30pIHMa METa0OJIUTA Y
pa3IMYUTAM KOHIIGHTpAllMjaMa, y BPEeMEHCKOM Tnepuoay onx 24 daca. Hakon 24-
YacOBHOTI' TpeTMaHa, IpoiieHa henujcke BujabunHocTu O6uhe crnpoBeneHa MPUMEHOM
MTT Ttecra. Pesynratu he Outr U3pakeHu Kao MPOICHAT MPEKHUBIbaBakha Y OJHOCY Ha

HETpPETUPaHy KOHTPOITY.
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