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Naslov doktorske disertacije:

Interakcija bipiridinskih kompleksa zlato(l11) i polioksovolframata sa Na*/K*-ATPazom

i acetilholinesterazom

Rezime

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je uticaj antitumorskih mononuklearnih i
binuklearnih kompleksa zlata(lll) (AubipyC, Aubipy(OH),, Aupy(OAc),, Auoxo6,
AuybipyC i Auyphen) na Na'/K'-ATPazu, kao i uticaj polioksometalata, 12-
volframsilicijumove i  12-volframfosforne  kiseline (WSIA 1 WPA) na
acetilholinesterazu (AChE). Primenom razlicitih fizickohemijskih metoda (UV/Vis i
fluorescentna  spektroskopija, cirkularni dihroizam, elektronska paramagnetna
rezonantna (EPR) spektroskopija) u kombinaciji sa molekulskim modelovanjem,
dobijen je detaljan uvid u njihovu interakciju na molekulskom nivou. Ispitivanjem
uticaja ovih jedinjenja na antioksidativne enzime i na nivo malondialdehida, procenjeni
su njihovi toksi¢ni potencijali, a merenjem ucestalosti mikronukleusa i indeksa celijske
proliferacije procenjeni su njihovi genotoksicni i citotoksicni efekti.

Kompleksi zlata(lll) predstavljaju novu generaciju antitumorskih jedinjenja koji
bioloske efekte ostvaruju interakcijom sa proteinima. Poslednjih godina je pokazano da
je jedan od proteina koji predstavlja potencijalnu metu za ove komplekse enzim Na*/K"-
ATPaza. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji su pokazali da binuklearni kompleksi zlata
(Auoxo6, Au,bipyC i Auyphen) umereno jako inhibiraju Na'/K*-ATPazu. Kineticke
studije su pokazale da Auoxo6 i AuybipyC inhibiraju Na'/K*-ATPazu akompetitivnim
mehanizmom, dok je za Auyphen dobijen mesovit tip inhibicije (Il tip). Metodom
fluorescentne spektroskopije je pokazano da svi ispitivani kompleksi gase Trp
fluorescenciju Na'/K'-ATPaze, zbog gradenja adukta enzim/kompleks. Primenom
modifikovane Stern-Volmer-ove jednacine je dobijeno da vezivanje kompleksa za
enzim izaziva konformacione promene u njemu, koje za posledicu imaju gasenje
fluorescencije hidrofobnih Trp ostataka. Upotrebom metode cirkularnog dihroizma
pokazano je da svi ispitivani kompleksi zlata dovode do promene u sekundarnoj
strukturi enzima koja se ogleda u redukovanom sadrzaju o-heliksa i B-ravni i
pove¢anom udelu nasumicne strukture. Primenom Hill-ovog, i modela ,,dva vezivna

mesta“ na saturacione grafike, odredena je stehiometrija vezivanja kao i konstante



disocijacije nastalih adukata enzim/kompleks. Ovi podaci ukazuju da se vise od jednog
mola zlata vezuje po molu enzima i da dolazi do formiranja stabilnih enzim/kompleks
adukata. Korelacijom rezultata dobijenih fluorescentnim i kinetickim merenjima Ssa
studijama molekulskog modelovanja nadeno je da do inhibicije enzima dolazi nezavisno
od konformacije enzima, osim u slu¢aju binuklearnih kompleksa Auoxo6 i Au,bipyC,
¢ija je inhibitorna moé Na'/K'-ATPaze vezana za njenu E2P konformaciju. Studije
molekulskog modelovanja su pokazale da se mononuklearni kompleksi Aubipy(OH); i
AubipyC vezuju u ekstracelularnom delu Na/K jonskog kanala, dok se kompleks
Aupy(OAc); vezuje izmedu A i P domena u citosolnom delu enzima, u susedstvu
vezivnog mesta K* jona. Binuklearni kompleksi se vezuju u transmembranskom delu o-
podjedinice, izmedu a-M2 i a-M6 heliksa, tzv. jonskog kanala, dok se Auzphen moze
vezati i u ekstracelularnom delu enzima, izmedu B-podjedinice i y-transmembranskog
heliksa. Merenjem aktivnosti antioksidativnih enzima (katalaze i glutation peroksidaze)
I nivoa malondialdehida u nepre¢is¢enim sinaptozomima izolovanim iz mozga pacova,
procenjene su prooksidativne osobine kompleksa zlata. Takode, pokazano je da u
kulturama humanih limfocita, ispitivana jedinjenja imaju genotoksi¢ne i citotoksi¢ne

osobine.

U drugom delu doktorske disertacije je proucavana interakcija polioksovolframata,
WSIA i WPA, sa enzimom AChE. Polioksometalati predstavljaju negativno
naelektrisane klastere metala koji imaju vaznu ulogu u medicinskoj hemiji zbog
sposobnosti da inhibiraju razli¢ite grupe enzima. AChE predstavlja glavnu terapeutsku
metu u leCenju neurodegenerativnih oboljenja, kao §to su Alchajmerova i Parkinsonova
bolest. Smatra se da jedinjenja koja su sposobna da reverzibilno inhibiraju aktivnost
ovog enzima mogu predstavljati potencijalne lekove. Polioksometalati ispitani u ovoj
disertaciji inhibiraju aktivnost AChE u submikromolarnom opsegu koncentracija.
Metodom EPR spektroskopije je pokazano da se mehanizmi inhibicije ova dva
polioksometalata razlikuju i da inhibicija 12-volframsilicijumovom kiselinom ukljucuje
reverzibilnu redukciju W®* jona do W**, dok oksidaciono stanje W°®* jona u WPA ostaje
nepromenjeno. Metodom cirkularnog dihroizma pokazano je da ispitivani
polioksometalati ne uticu na sekundarnu strukturu enzima dok je metodom fluorecentne
spektroskopije pokazano da ispitivana jedinjenja ne uticu na Trp fluorescenciju enzima.

Na osnovu ovih rezultata zakljuéeno je da se ispitivana jedinjenja ne vezuju u aktivnom



mestu AChE. Studije molekulskog modelovanja su bile u saglasnosti sa ovim
rezultatima predvidajuéi vezivanje ovih jedinjenja na povrsini enzima elektrostatickim

interakcijama sa pozitivno naelektrisanim aminokiselinama.

Razumevanje mehanizma inhibicije Na'/K'-ATPaze kompleksima zlata, kao i
mehanizma inhibicije acetilholinesteraze polioksometalatima, znacajno unapreduje
razumevanje prednosti i mana njihove primene u antitumorskoj terapiji, odnosno u
terapiji neurodegenerativnih bolesti. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji u velikoj meri
doprinose budué¢em dizajnu novih jedinjenja, koja ¢e pokazati bolju efikasnost i manju

toksi¢nost.

Kljuéne re¢i: kompleksi zlata, Na'/K*-ATPaza, polioksovolframati, acetilholinesteraza,
fluorescentna spektroskopija, cirkularni dihroizam, EPR spektroskopija, oksidativni
stres, genotoksicnost, citotoksi¢nost.
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Title of doctoral dissertation:

The interaction od bipyridyl gold(I1l) complexes and polioxotungstates with Na*/K*-

ATPase and acetylholinesterase
Abstract

In this doctoral dissertation, the interaction of antitumor mononuclear and binuclear
gold(l1l) complexes (AubipyC, Aubipy(OH),, Aupy(OAc),, Auoxo6, AuybipyC and
Auyphen) with Na'/K*-ATPas,e as well as the interaction of polioxotungstates, 12-
tungstosilicic acid and 12-tungstophosphoric acid (WSIA and WPA), with
acetylholinesterase have been investigated. Various spectroscopic methods (UV/Vis and
fluorescent spectroscopy, circular dichroism, electron paramagnetic resonance (EPR)
spectroscopy) in combination with docking studies were used in order to obtain detailed
insight into their interaction on the molecular level. By investigating the influence of
these compounds on the antioxidative enzymes and the level of malondialdehyde, their
toxic potentials were evaluated. Furthermore, their genotoxic and cytotoxic effects were
estimated by measuring the incidence of micronuclei and the cytokinesis-block
proliferation index in human lymphocyte cultures.

The gold(I11) complexes represent a new generation of antitumor compounds which
exert their biological and pharmacological effects through the interaction with proteins.
During the past few years, Na'/K*-ATPase has been recognized as a potential target of
various metal based compounds. The results from this thesis show that binuclear
gold(l1l) complexes (Auoxo6, AuxbipyC i Auyphen) exhibit a moderately strong
Na'/K*-ATPase inhibition. The Kinetic studies pointed out an uncompetitive inhibition
for Auoxo6 and Au,bipyC, and mixed inhibition (type Il) for the Au,phen complex.
Fluorescent spectroscopy measurements showed that all investigated complexes quench
Trp fluorescence of Na'/K*-ATPase due to the enzyme/complex adduct formation. The
results obtained by using the modified Stern-Volmer equation showed that binding of
complexes to the enzyme induced conformational changes of the enzyme, thus causing
quenching of fluorescence of hydrophobic Trp residues. The results obtained by circular
dichroism measurements revealed that all investigated gold(l1l) complexes induced
changes in the secondary structure of the enzyme, reducing a-helix and -sheet content

while increasing the random coil content. By applying the Hill, and the ,,two sites



binding* models on the saturation plots, reaction stoichiometry was obtained, as well as
the dissociation constants of enzyme/complex adducts. These data showed that more
than one mole of gold binds per mole of enzyme, and that stable enzyme/complex
adducts were formed. Correlation of results obtained by fluorescent and Kinetic
measurements with docking studies showed that enzyme inhibition is independent of its
conformation, except for the binuclear complexes, Auoxo6 and Au,bipyC, for which the
inhibition of Na'/K*-ATPase refers to the enzyme’s E2P conformation. The docking
studies showed that mononuclear complexes Aubipy(OH),and AubipyC bind at the the
extracellular Na/K ion exchange channel, while Aupy(OAc), binds between A and P
domains in the cytosol part of the enzyme next to the K™ ion binding spot. Binuclear
complexes bind in the transmembrane part of the o -subunit, between a-M2 and a-M6
helices of the so called ion channel, while Auyphen can also bind in the extracellular
part of the enzyme, between the p-subunit and vy- transmembrane helix. The
prooxidative properties of the gold complexes were estimated by measuring the activity
of the antioxidative enzymes (catalase and glutation peroxidase) and the level of
malondialdehyde in crude synaptosome fraction isolated from the rat brain. Furthemore,
the results indicated that the investigated compounds possess genotoxic and cytotoxic
properties in human lymphocyte cultures.

The second part of this thesis deals with the interaction of polioxotungstates, WSIiA and
WPA, with AChE. Polioxometalates are negatively charged metal clusters which are
getting an important role in medicinal chemistry due to their ability to inhibit various
groups of enzymes. AChE is the main therapeutic target in the treatment of
neurodegenerative disorders such as Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. Compounds
which are capable to reversibly inhibit this enzyme may represent potential drugs for the

treatment of these diseases.

It was shown that the investigated polioxotungstates inhibit the activity of AChE in the
submicromolar concentration range. EPR spectroscopy pointed out to different
mechanisms of inhibition of AChE by these two polioxometalates. Inhibition with
WSIA includes reversible reduction of W°®" ion to W**, while the oxidation state of the
W?® jon in WPA stays unchanged. Circular dichroism measurements indicated that
these polioxometalates did not affect the secondary structure of the enzyme, while

fluorescence quenching measurements showed that these polioxometalates did not


https://www.google.rs/search?q=malondialdehyde&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwijwvPorO_VAhXJtxQKHfPkDQkQvwUIISgA

affect Trp fluorescence of the enzyme. Based on these results it was concluded that
these compounds did not bind at the active site of the enzyme. Docking studies were in
agreement with these results predicting the binding of these compounds at the surface of
the enzyme through electrostatic interactions with positively charged amino acid
residues.

The understanding of mechanism of interaction and inhibition of the investigated
gold(11l) complexes with Na'/K'-ATPase, and the mechanism of interaction of
polioxometalates with acetylholinesterase, could significantly improve the possibility of
their application in antitumor therapy, and in the therapy of neurodegenerative diseases,
respectively. The results obtained in this thesis are likely to give further insight for the
future design of a new generation of therapeutic compounds that could show better

efficacy and lower toxicity.

Key words: gold complexes, Na*/K*-ATPase, polioxotungstates, acetylholinesterase,
fluorescent spectroscopy, circular dichroism, EPR spectroscopy, oxidative stress,

genotoxicity, citotoxicity.

Scientific field: Physical chemistry
Field of research: Biophysical chemistry
UDK: 577.151
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Lista skracenica

ACh, acetilholin

AChE, acetilholinesteraza

ASChl, acetiltioholin-jodid

ATP, adenozin-trifosfat

BN, binukleus

BSA, govedi serum albumin (bovine serum albumin)
BuChE, butirilholinesteraza

CAT, katalaza

CB, citokinezis-blok

CBPI, citokinezis-blok proliferativni indeks, indeks ¢elijske proliferacije
CYP450, citohrom 450

DLC, lipofilni katjoni sa delokalizovanom elektronskom gustinom
DNK, dezoksiribonukleinska kiselina

DTNB, 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoeva kiselina)

EDTA, etilen-diamin-tetra sir¢etna kiselina

FP, fosfatni pufer

GPx, glutation peroksidaza

GSH, glutation redukovani

GSSG, glutation-disulfid, oksidovani glutation

HPK, heteropoli kiseline

LDH, laktat dehidrogenaza

LP, lipidna peroksidacija

M, adendni atom

MDA, malondialdehid

MN, mikronukleusi

NADH, nikotinamid adenin dinukleotid redukovani

NAD®, nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat redukovani
NBS, N-bromo-sukcinimid

OP, organofosforna jedinjenja



P, particioni koeficijent

PAM, periferno anjonsko mesto

PDB, proteinska banka podataka

PNMK, polinezasi¢ene masne kiseline

POM, polioksometalat

ROS, reaktivne vrste kiseonika (reactive oxygen species)

SDS, natrijum-dodecil-sulfat

TcAChE, acetil holinesteraza iz elektréne raze roda Torpedo californica
TRIS, tris(hidroksimetil)aminometan

TrxR, tioredoksin reduktaza

X, heteroatom



1. UvOD

Uprkos mnogim nau¢nim dostignu¢ima na polju biologije, hemije i medicine, ¢iji su
rezultat efikasniji tretmani za dijagnozu i leCenje inflamatornih i neurodegenerativnih
bolesti, i dalje, tumori, Alchajmerova i Parkinsonova bolest, kao i amiotrofi¢na lateralna
skleroza predstavljaju izazov za istrazivace. U poslednje dve decenije se pojavio veliki
broj nau¢nih radova o sintezi i1 karakterizaciji novih jedinjenja sa ciljem da se pronadu
ona koja ¢e pokazivati vecu aktivnost od ve¢ postojecih, ali s druge strane 1 vecu
selektivnost i manju toksi¢nost. Medutim, razumevanje mehanizama delovanja ovih
jedinjenja je neophodno za uspesan dizajn lekova koji mogu da dospeju u pretklinicka
Ispitivanja.

U ovoj doktorskoj disertaciji su ispitane dve gupe jedinjenja na bazi metala kao
potencijalni lekovi, kompleksi zlata(lll) i polioksovolframati, i njihova interakcija sa
enzimima, Na'/K*-ATPazom i acetilholinesterazom (AChE), redom.

Interesovanje za komplekse zlata, u oblasti medicinske hemije, znacajno raste zbog
njihovih obecavajuéih rezultata u tretmanu kancera. Veliki broj ovih kompleksa je
sintetisan sa ciljem da zamene antikancerogene lekove na bazi platine, koji pokazuju
izrazenu toksic¢nost, a kod duze primene tumori postaju otporni na njihovo delovanje
[1]. Za razliku od platinskih kompleksa koji svoju antitumorsku aktivnost ostvaruju,
uglavnom, interakcijom sa dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK) [2,3], smatra se
da je molekulska osnova antitumorskog delovanja kompleksa zlata izmena
aminokiselinskih ostataka na povrs$ini proteina koja dovodi do gubitka njihovih funkcija
[4,5]. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da kompleksi zlata inhibiraju aktivnost
Na'/K*-ATPaze. Ovaj enzim predstavlja heterodimerni transmembranski protein ¢ija je
primarna uloga odrZavanje jonskog i osmotskog balansa koriste¢i energiju dobijenu
hidrolizom adenozin trifosfata (ATP) [6]. Novija istrazivanja pokazuju da Na'/K’-
ATPaza interakcijom sa proteinima ucestvuje u unutarcelijskom kaskadnom prenosu
signala ka organelama. Ovo svojstvo Na'/K'-ATPaze objasnjava njeno ucesée u
patogenezi tumora i migraciji tumorskih celija [7,8]. Pored toga, promene u ukupnoj
aktivnosti Na'/K*-ATPaze i relativnoj zastupljenosti podjedinica su uoéene u ¢elijskim
linijama karcinoma dobijenih iz razli¢itih tkiva. S tim u vezi, Na'/K'-ATPaza moze

predstavljati potencijalno ciljno mesto dejstva antitumorskih lekova.



Drugi tip jedinjenja na bazi metala ispitanih u ovoj tezi su polioksometalati (POM).
Polioksometalati su negativno naelektrisana neorganska jedinjenja koja u svom sastavu
imaju jone prelaznih metala u najvisem oksidacionom stanju — W, Mo®, V°*. Ova
jedinjenja su najpre nasla primenu u magnetnim, elektronskim i svetlosnim uredajima,
kao i u katalizi hemijskih reakcija [9]. Poslednjih godina znacaj ovih jedinjenja u
biomedicinskim istrazivanjima je znacajno porastao zahvaljujuéi otkriCu njihovih
antiviralnih, antikancerogenih, antimikrobnih i antidijabetskih svojstava [10-12].
Medutim, mehanizam njihove bioloske aktivnosti jo§ uvek nije dovoljno jasan, ali je
poznato da deluju kao inhibitori aktivnosti razli¢itih klasa enzima: esteraza, fosfataza,
kinaza, sulfotransferaza, nukleotid zavisnih enzima [13-17]. U ovoj tezi je ispitana
interakcija polioksovolframata sa acetilholinesterazom. Acetilholinesteraza (AChE) je
serinska hidrolaza koja ucestvuje u prenosu impulsa u holinergickim sinapsama
katalizujué¢i hidrolizu neurotransmitera acetilholina (ACh) [18]. Reverzibilni inhibitori
AChE imaju primenu u terapiji neuroloskih oboljenja [19], dok se toksi¢ni efekti
dovode u vezu sa ireverzibilnim modulatorima aktivnosti enzima [20]. Inhibicija AChE
u mozgu je glavna terapeutska meta u tretmanu Alchajmerove bolesti koju karakterise

gubitak holinergickih neurona u mozgu i smanjen nivo acetilholina [21].
1.1. Kompleksi zlata kao potencijalni antikancerogeni lekovi

Otkri¢em cisplatina (cis-diamindihloroplatina(ll), Slika 1A) Sesdesetih godina proslog
veka [22], jedinjenja na bazi metala podinju da se ispituju kao potencijalni
antikancerogeni lekovi. Cisplatin se pokazao kao veoma uspeSan u leCenju brojnih vrsta
tumora, kao $to su tumori testisa, jajnika, grlica materice, glave, vrata i pluca [23].
Mehanizam kojim ovaj lek ostvaruje svoju antitumorsku aktivnost bazira se na
interakciji sa DNK iz ¢elija tumora [3,4]. Vezivanjem za DNK u N7 poziciji guanina,
cisplatin formira adukte DNK-Pt(Il), koji aktiviraju nekoliko signalnih puteva (ATR,
p53, p73) koji dovode do programirane celijske smrti (apoptoze) [24]. Medutim,
cisplatin interaguje i sa enzimima, $to za posledicu ima znacajnu nefrotoksi¢nost,
neurotoksi¢nost i ototoksi¢nost [25,26]. Pored toga, duzom upotrebom cisplatina u
leCenju odredenih tumora, razvija se rezistencija na ovaj lek. Zbog svega ovoga, i pored

vrlo uspesne klinicke primene cisplatina, teZi se sintezi novih jedinjenja sa ciljem da se



prevazidu opisani nedostaci. Medutim, i novo sintetisana jedinjenja na bazi platine(ll),
kao $to su karboplatin i dicikloplatin, su imala slican mehanizam delovanja i sli¢an

rezistentni profil ka tumorskim ¢éelijama [27,28].

cl ///////, \\\\\\\\ NH; Q
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Slika 1. Sematski prikaz strukturne formule A) cisplatina; B) auranofina.

Poznato je da upotreba kompleksa zlata u medicinske svrhe datira jo$ iz drevnog Egipta.
U pocetku su se koristili kao antiinfektivni 1 antituberkulozni agensi, dok u danasnje
vreme imaju veoma ograni¢enu primenu u medicini. Najpoznatiji lek na bazi Au(l) jona,
auranofin (Slika 1B) se koristi jedino u leCenju reumatoidnog artritisa, mada pokazuje i
znaGajne antikancerogene efekte [29,30]. Kako Au(lll) jon ima d® konfiguraciju
([Xe4f5d®]) i gradi komplekse koji su izoelektronski i izostrukturni sa cisplatinom,
sintezom novih kompleksa zlata(lll) bi se dobila jedinjenja koja ¢e takode pokazivati
izrazene citotoksicne efekte ali ¢e pritom imati manju toksi¢nost i rezistentnost u

odnosu na cisplatin.
1.1.1. Struktura ispitivanih kompleksa zlata(l1l)

Novosintetisani kompleksi zlata sa multidentatnim ligandima koji sadrze azot, ugenik ili
sumpor kao donorski atom (ditiokarbamati, porfirini, polipiridini), su pokazivali
poboljsanu stabilnost pri fizioloskim wuslovima a u isto vreme i obecavajuce
antikancerogene efekte, kako u pogledu selektivnosti tako i u pogledu efikasnosti [31-
34]. Bioloska aktivnost sintetisanih polipiridil kompleksa zlata(lll), koris¢enih u ovoj
doktorskoj disertaciji (Slika 2) [34-36] je detaljno ispitana, pri ¢emu je nadeno da dati
kompleksi pokazuju znacajnu aktivnost ka tumorskim c¢elijama [37,38]. Prema broju

Au(l11) jona ovi kompleksi su podeljeni u dve grupe, na mononuklearne i binuklearne.
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Slika 2. Sematski prikaz strukturnih formula ispitivanih kompleksa zlata(Il1).

Oksidaciono stanje metalnog jona u svim ispitivanim kompleksima je +3, kompleksi su
kvadratno planarne geometrije sa neznatnom kvadratno-piramidalnom distorzijom kod
binuklearnih kompleksa. Helatni karakter liganda obezbeduje zadovoljavajucu
stabilnost pri fizioloskim uslovima, dok prisustvo o(M-C) (metal-ugljenik) veze u
kompleksima AubipyC i Au,bipyC dodatno stabilizuje Au(lll) jon, sprecavajuci
redukciju Au(lll) pri ispitivanim uslovima. Koordinacionu sferu kompleksa zlata(lll)
pored helatnog liganda ¢ine i jedna -OH grupa prisutna u kompleksu AubipyC, dve -OH
grupe kod Aubipy(OH), i dva acetatna liganda kod kompleksa Aupy(OAc),. Au(lll)
joni u binuklarnim kompleksima grade okso mostove, koji kod kompleksa Auoxo6 i

Auphen formiraju rigidni, planarni sistem Au,0,, tzv. ,,dijamantsko jezgro®.

1.1.2. Inhibicija tioredoksin reduktaze kompleksima zlata

Mehanizam delovanja kompleksa zlata, za razliku od mehanizma kojim cisplatin
ostvaruje svoju antitumorsku aktivnost, ukljucuje interakciju sa proteinima, posebno

proteinima odgovornim za mitohondrijalnu aktivnost. Teznja kompleksa zlata da se



Vezuju za proteine moze se objasniti ¢injenicom da se oba jona, Au(lll) i Au(l), lako
vezuju za tiolne i imidazolske grupe u aminokiselinskim ostacima proteina. Na osnovu
saznanja koje postoji o auranofinu, predlozeni mehanizam delovanja kompleksa
zlata(IIT) kao prolekova u mitohondrijama ukljucuje selenoenzim tioredoksin reduktazu
(TrxR) [39] ¢ije aktivno mesto sadrzi -Se-Cys- (selenocistein) koji ima veliki afinitet ka
Au(l) jonima. Ispitivani kompleksi zlata(lll) su efikasni inhibitori citosolnog oblika
TrxR (TrxR1) sa ICsq vrednostima u nanomolarnim (nM) opsezima. Medutim, najbolju
efikasnost u inhibiciji TrxR su pokazali oni kompleksi zlata koji kao ligand imaju CI’
jon, koji lako disosuje iz kompleksa i omogucéava redukciju Au(Ill) do Au(I). Au(l) jon
je meka kiselina (veliki metalni jon, teskih prelaznih metala, nizeg oksidacionog broja,
sklon polarizaciji) zbog Cega ima daleko veci afinitet za Se nego Au(IIl) jon, §to je
kljuéni razlog njihove efikasnije inhibicije TrxR. Da je vezivanje za Se u aktivhom
mestu TrxR odgovorno za citotoksi¢nost kompleksa Au, pokazale su i studije u kojim je
ispitivana citotoksi¢nost kompleksa zlata na mutirani oblik TrxR (Se je zamenjen Cys)
u kojima je opazeno smanjenje citotoksi¢nosti ovih kompleksa [40]. 1z literaturnih
podataka je poznato da je vezivanje za TrxR ispitivano na molekulskom nivou koristeci
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight, eng.) i
ESI-MS (Electrospray Mass Spectrometry, eng.) spektrometriju i biohemijske eseje [39]
pri cemu je nadeno da postoji viSe mesta vezivanja Au jona za ovaj enzim. Vezivanje
Au(l) jona za enzim je favorizovan proces, dok u slucaju Au(Ill) jona dolazi do
oksidacije selenol/cistein grupa, pa su prihvatljivi i drugi mehanizmi. Ispitivana je i
interakcija auranofina, kompleksa Auoxo6 i kompleksa NaAuCl,; sa sintetiCkim
peptidom Ac-Gly-[-Cys-Sec-]-Gly-NH; koji predstavlja model C-terminalnog motiva
TrxR [41] gde je nadeno da auronofin predominatno formira zlato(I)-selenolat kompleks
sa ovim tetrapeptidom uz otpustanje tioSecernog liganda dok ostala dva kompleksa daju
isti proizvod koji je identifikovan kao (Au(l)), /tetrapeptidni adukt koji potvrduje da se

ovaj Au(l11) kompleks aktivira redukcijom do Au(l) jona.



1.1.3. Citotoksi¢nost kompleksa zlata

Kompleksi ispitivani u ovoj tezi (Slika 3) pokazuju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost ¢ije
se ICsp vrednosti nalaze u submikromolarnom opsegu koncentracija, dok su neki od njih
citotoksi¢ni ¢ak i u nM koncentracijama [37,38]. Takode ova jedinjenja su aktivna i
prema celijskim tumorskim linijama koje su rezistentne na cisplatin, kao §to su celijske
linije karcinoma jajnika [35].

Uporedna algoritamska analiza COMPARE [42] uradena za ispitivane komplekse na 36
tumorskih linija potvrdila je da se mehanizam delovanja ovih kompleksa razlikuje od
mehanizma potvrdenog za cisplatin, i da DNK nije bio molekulska meta ovih jedinjenja
[38,43]. Pokazano je da su mete ispitivanih jedinjenja enzimi, kao §to su histonska
deacetilaza, protein kinaza C kao i ciklin zavisna kinaza. Kao superiorniji od ostalih
kompleksa su se pokazali binuklearni kompleksi Auoxo6 i Augphen zbog odli¢nih
antiproliferativnih efekata (sposobnosti da uspore rast, diferencijaciju i deobu celija)
[38,43,44]. Auzphen kompleks je bio ¢ak i selektivniji ka celijskim linijama tumora
plu¢a, prostate 1 jajnika sa srednjim ICsp vrednostima 0,032 pM 1 srednjim IC7g
vrednostima 0,22 uM, dok je manja selektivnost primecena ka bubreznim tumorskim
¢elijama. Na osnovu COMPARE analize, najverovatnija meta Au,phen kompleksa je
histonska deacetilaza, poSto ovaj kompleks inhibira njenu aktivnost. Takode, pokazano
je da 1 superoksidizmutaza (SOD) moZe biti mogu¢a meta jer dolazi do metalacije
(vezivanja metalnog jona za enzim) u slucaju kompetitivnih studija sa ubikvitinom i
citohromom c¢. Mononuklearni AubipyC kompleks pokazivao je znafajnu citotoksicnu
aktivnost ka celijskim linijama tumora jajnika (A2780/S) 1 njihovim varijantama
rezistentnim ka cisplatinu (A2780/R) sa ICsp vrednostima u opsegu od 1 do 9 uM [45].
Ovaj kompleks mozZe indukovati apoptozu u ve¢em obimu nego cisplatin koji dovodi

samo do delimi¢ne izmene Celijskog ciklusa.
1.2. Na'/K*-ATPaza

Na'/K*-ATPaza ili Na/K-pumpa je transmembranski enzim koji pripada P tipu familije
ATPaza (poznata kao E1-E2 ATPaza) i odgovoran je za aktivni transport Na* i K™ jona
kroz plazma membranu uz pomo¢ energije dobijene hidrolizom terminalne fosfatne

grupe adenozintrifosfata (ATP) [6]. Po jednom enzimskom ciklusu uz utroSak jednog



mola ATP, 3Na" jona se ispumpa iz ¢éelije dok se 2K* jona upumpa u nju, suprotno
njihovom konentracionom gradijentu. Reakcija hidrolize koju katalizuje ovaj enzim data

je jednacinom (1):

ATP+H,0+Na’ +K

+ +
citosol ADP+Pi+Naekstrace1ularno +Kcitosol (1)

+ N
ekstracelularno ~—

Na i Nagi;so1 Predstavljaju Na jone u ekstracelularnom i citosolnom delu

+
ekstracelularno
éelije, K stracelularno | Keitosol Predstavlja K jone u ekstracelularnom i citosolnom delu

¢elije, redom, P; predstavlja H,PO} jon osloboden hidrolizom ATP.

Koncentracioni gradijent Na* i K' je neophodan za odrzavanje membranskog
potencijala, zapremine celije, kao i za odrzavanje sekundarnog aktivnog transporta
drugih rastvorenih supstanci, koje su ukljucene u transport odredenih jona, metala i
masti kroz plazma membranu sisara. Pored transportne uloge, poslednjih godina
Na'/K*-ATPazi se pripisuje i uloga u inicijaciji kancera, njegovom rastu i metastazama
[46,47].

1.2.1. Struktura Na'/K*-ATPaze

Na'/K*-ATPaza je najveéi proteinski kompleks u P familiji katjonskih pumpi.
Minimalna funkcionalna jedinica je heterodimerni protein sastavljen od a- i1 B-
tkivno specifi¢an tzv. FXYD protein ili y-podjedinica (Slika 3). o-podjedinica je
prosecne mase oko 112 kDa, u njen sastav ulazi oko 1000 aminokiselina i ima
kataliticku ulogu. Slabo pokretna glikozilovana -podjedinica je prose¢ne mase 50 kDa
i sastavljena je od oko 300 aminokiselina. Ima ulogu u stabilizaciji a-podjedinice i
usmeravanju pri ugradnji u membranu. FXYD protein je sastavljen od 70 — 180
aminokiselina proseéne mase 10 kDa i ucestvuje u moduliranju funkcije Na*/K*-
ATPaze prema specifi¢nim zahtevima tkiva [49]. Veliki broj aminokiselina koje ulaze u
sastav a-podjedinice grupisano je u 10 heliksa (M1 — M10) koji se nalaze u
membranskom delu enzima i u tri domena (A (actuator, eng.), P (phosphorylation, eng.)
I N (nucleotide-binding, eng.)) koji se nalaze u citosolnom delu enzima. Domen A
sadrzi N-terminalni zavrSetak polipeptidnog lanca i umetnut je izmedu M2 i M3 heliksa

a-podjedinice, dok su P i N domeni smesteni izmedu M4 i M5 domena. Na o-



podjedinici se nalazi vezivno mesto za ATP, Na' i K" jone, kao i za kardijacne
glikozide. B-podjedinica ¢ini ekstracelularni deo enzima dok se FXYD protein nalazi u
membranskom delu.

U celijama sisara je identifikovano 4 razli¢itih a izoformi (al, a2, a3, o4), tri B
izoforme (B1, B2, B3) 1 Cetiri izoformi FXYD proteina. Ekspresija izoformi je tkivno
specificna i takode varira izmedu ljudi i glodara [50]. 1zoforma FXYD proteina
eksprimirana u bubrezima (FXYD1) je nazvana y podjedinica (Slika 3).

U éelijama tumora je opaZzena poveéana ekspresija al, o3 i 1 izoformi Na'/K*-ATPaze
[50-52]. Kako ovaj enzim ucestvuje u intracelularnom kaskadnom prenosu signala ka
organelama interakcijama sa drugim proteinima, moze se pretpostaviti da ima doprinosa
u patogenezi tumora i migraciji tumorskih ¢elija [7,8]. Iz tog razloga bi selektivno
vezivanje potencijalnih antikancerogenih lekova na visoko eksprimiranim izoformama

Na'/K'-ATPaze u ¢elijama tumora predstavljalo obeéavajuéu terapiju u tretmanu
kancera [7,8,52].

B -podjedinica

e~
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Slika 3. Struktura Na'/K*-ATPaze (prilagodeno iz Bondzi¢ et al. Na/K-ATPase as a
target for anticancer metal based drugs: insights into molecular interactions with
selected gold(I11) complexes. Metallomics, 2017, 9, 292-300) [53].



1.2.2. Reakcioni ciklus Na*/K"-ATPaze

Veliki broj studija koje su radene na Na*/K*-ATPazi po pitanju transporta Na* i K jona
kroz ¢elijsku membranu, ukljucujuéi i definisanje fosforilovanih intermedijera enzima
[54,55] i konformacionih promena nastalih u enzimu obezbedile su osnovne informacije
o mehanizmu rada ovog enzima [48,56]. Reakcioni ciklus Na'/K*-ATPaze je poznat i

kao Albers-Post mehanizam koji ukljucuje faze prikazane na Slici 4.
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Slika 4. Sematski prikaz reakcionog ciklusa Na'/K*-ATPaze (prilagodeno iz Castillo et
al. Mechanism of potassium ion uptake by the Na*/K*-ATPase. Nat. Commun., 2015, 6,
7622-7629) [57].

Reakcioni ciklus Na*/K*-ATPaze zapo¢inje vezivanjem tri jona natrijuma (Naj:.s.) Za
deo enzima koji se nalazi u citoplazmi. U slede¢em koraku dolazi do NaZj,,s-Zavisne
fosforilacije enzima i okludovanja Nagj,so jona, ovaj korak je istovremeno pracen
konformacionim promenama enzima. Otpustanje Na® jona u sledeéem reakcionom

koraku je kuplovano sa E1P < E2P konformacionom promenom unutar enzima, za



kojim sledi vezivanje dva Ky qtracerularno jOn@ iz ektracelularne te¢nosti. Sledeéa faza
j& Kiistracelularno - aktivirana defosforilacija i okluzija dva jona KZ.cracelularno -
Otpustanjem okludovanih K* jona u unutra$njost Celije zavrsava se jedan reakcioni
ciklus Na'/K'-ATPaze [57]. Tokom reakcionog ciklusa Na'/K*-ATPaze dolazi do
znacajnih konformacionih promena enzima koje su rezultat migracija heliksa unutar

transmembranskog dela (Slika 5) i pomeranja domena u citosolu (Slika 6).

Slika 5. Konformacione promene Na'/K*-ATPaze unutar transmembranskog dela pri
prelazu iz E1P u E2P konformacju. Slikoviti prikaz transmembranskih heliksa E1P
konformacije (obojeni heliksi) i E2P konformacije (sivi heliksi) sa A) ekstracelularne
bocne strane; B) sa citosolne strane (prilagodeno iz Nyblom et al. Crystal Structure of
Na’ K*-ATPase in the Na*-Bound State, Science, 2013, 342, 123-127) [58].
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Slika 6. Grafi¢ki prikaz pomeranja domena Na'/K*-ATPaze u toku prelaza E1P (A) —
E2P (B). Domeni A, P i N su obojeni Zuto, plavo i crveno, redom, TM-transmembranski
domen. Zuto obojeni krugovi predstavljaju okludovane Na® jone, dok su K* joni
obelezeni plavim krugovima (prilagodeno iz Nyblom et al. Crystal Structure of Na*, K-
ATPase in the Na*-Bound State, Science, 2013, 342, 123-127) [58].

Priblizavanjem A, P 1 D domena citosola u E1P konformaciji enzima, dolazi do
aktiviranja fosforilacionog mesta (Slika 6A). U odnosu na P domen, A domen podleze
rigidnoj rotaciji i premeStanju, izmeStanjem za 45 A Tyr-Gly-Glu-Ser motiva
ukljucenog u proces defosforilacije Asp369. Isto tako se i N domen rotira za oko 80° ka
P domenu. P domen se rotira za 35° u odnosu na segment cM7 do aM10 i pomera se
zajedno sa aM6-0aM7 petljom ka transmembranskom regionu na C terminalnom kraju
[58]. Transmembranski domen koji formira vezivna mesta za jone i transportni kanal je
formiran od aM1-aM10, BM i yM heliksa. Dok su membranski heliksi aM7 do aM10
rigidne strukture, heliksi aM1 do aM6 su odgovorni za zna¢ajna strukturna razmestanja
pri prelasku iz Na* vezane u K* vezanu konformaciju enzima (Slika 5). Par aM1-aM2
membranskih heliksa podleze rigidnoj rotaciji ka aM5-aM6 paru 1 pomeranju ka
citosolnoj strani, dok se citosolni deo aM5-aM6 para neznatno pomera ka P domenu,
dok njegov ekstracelularni deo ostaje nepromenjen [58]. U starijoj literaturi, kada nije
bila poznata kristalna struktura Na'/K*-ATPaze u E1P konformaciji, navodilo se da i B

podjedinica podleZze znacajnim konformacionim promenama u odnosu na o 1 Yy
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podjedinicu tokom E1P — E2P prelaza [59]. Medutim nakon $to je odredena kristalna
struktura NazE1-AlF, koja oponasa E1P konformaciju enzima pokazano je da se polozaj
B 1y podjedinica u E1P konformaciji znac¢ajno ne menja u odnosu na E2P konformaciju
[58]. Na'/K'-ATPaza u reakcionom ciklusu vezuje 3 jona Na* u unutarmembranskom
delu enzima [60]. Vezivna mesta I i I se nalaze na aM4 — aM6 (Slika 7A) [58,61] dok
vezivno mesto treéeg Na* jona jo§ uvek nije pouzdano identifikovano. Biohemijskim i
elektrofizioloskim studijama su predloZena dva moguéa vezivna mesta za treéi Na* jon:
vezivno mesto Illa koje se nalazi izmedu aM6, aM8 i aM9 heliksa i vezivno mesto IIIb
smesteno izmedu aM5, aM7 i aM8 heliksa (Slika 9A) [62,63]. Vezivna mesta | i Il za
Na" jone se poklapaju sa vezivnim mestima 1 i 11 za K* jone (Slika 7 B i C) [58].

:
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Slika 7. A) Sematski prikaz transmembranskih heliksa u E1P konformaciji enzima,
pozicija Na® jona je prikazana zutim krugovima; B) Aminokiselinski ostaci Kkoji
ucestvuju u vezivanju Na' jona; C) Aminokiselinski ostaci koji uéestvuju u vezivanju
K" jona. Pozicija K* jona je prikazana roze krugovima (prilagodeno iz Nyblom et al.
Crystal Structure of Na’,K*-ATPase in the Na'-Bound State, Science, 2013, 342, 123-
127) [58].
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1.2.3. Inhibitori Na'/K*-ATPaze

Kardijaé¢ni glikozidi predstavljaju specifiéne modulatore Na'/K*-ATPaze, koji se koriste
u tretmanima sr¢anih oboljenja, ali pored toga imaju i znacajne antikancerogene efekte
koji se dovde u vezu sa inhibicijom Na'/K*-ATPaze. Imajuéi u vidu ovu &injenicu,
sinteza selektivnih inhibitora Na'/K'-ATPaze mogla bi biti jedna od strategija u

buducoj terapiji tumora.

1.2.3.1. Kardijaéni glikozidi kao inhibitori Na'/K*-ATPaze

Kardija¢ni glikozidi predstavljaju grupu najpoznatijih specifi¢nih inhibitora Na*/K"-
ATPaze koji se ve¢ jako dugo koriste u medicini u terapiji kardiovaskularnih oboljenja.
Ova jedinjenja inhibiraju Na*/K*-ATPazu vezivanjem za njenu o-podjedinicu u regionu
poznatom kao jonski kanal, spe¢avajuéi na taj nacin aktivni transport Na* i K* jona kroz
membranu. Poslednjih godina ovim jedinjenjima se pripisuje i antikancerogeni efekat
koji je povezan takode sa njihovom sposobnos$éu inhibicije Na'/K*-ATPaze. U toku
maligne transformacije zdrave éelije, aktivnost Na'/K*-ATPaze se zna¢ajno poveéava
ukazuju¢i da ovaj enzim moze biti biomarker kao i terapeutska meta [64]. Upotreba
kardijac¢nih glikozida, pojedinacno ili ¢eS¢e u kombinaciji sa drugim antikancerogenim
agensima [65], u in vitro studijama, kao i u nekoliko faza I i II klini¢kih ispitivanja sa
digoksinom i anvirzelom, pokazala je da oni imaju prihvatljiv toksikoloski profil, kao i
vecu efikasnost ¢ak 1 pri nizim koncentracijskim dozama. Smatra se da je mehanizam
njihovog delovanja povezan sa ometanjem signalnih puteva koje Na'/K*-ATPaza
reguliSe nakon vezivanja na ovaj enzim. Ovaj efekat inhibira Celijsku proliferaciju i

indukuje ¢elijsku smrt apoptozom.

1.2.3.2. Cisplatin kao inhibitor Na'/K*-ATPaze

Metalni kompleski platine, paladijuma i zlata, pokazali su se takode kao dobri inhibitori
Na'/K*-ATPaze u in vitro uslovima [66-70]. Konstante stabilnosti, Ks (Ks=1/K;) ovih

kompleksa rastu u smeru Pt < Pd < Au ukazuju¢i na ¢injenicu da kompleksi zlata imaju

najveci afinitet ka vezivanju za ispitivani enzim. Za komplekse paladijuma je nadeno da
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inhibiraju Na*/K*-ATPazu nekompetitivnim mehanizmom, dok je mehanizam inhibicije
cisplatinom kompetitivan [66-68]. Ove razlike u mehanizmima inhibicije ukazuju da se
ispitivani kompleksi vezuju na razli¢itim mestima na enzimu. Rentgeno-strukturnom
analizom je utvrdeno da pri vezivanju cisplatina za E2P konformaciju enzima postoji
sedam vezivnih mesta, koja su uglavnom smestena u citosolnom delu enzima dok se
samo dva mesta nalaze u ekstracelularnom delu (Slika 8A) [71]. Sva mesta se nalaze u
neposrednoj blizini Cys ili Met, §to je u saglasnosti sa generalno prihva¢enom
¢injenicom da cisplatin lako reaguje sa aminokiselinama koje sadrze S atom. Dva
vezivna mesta, preko kojih je moguée objasniti mehanizam inhibicije Na'/K'-ATPaze
cisplatinom, su a-Met151 (vezivno mesto 1) i a-Met171 (vezivno mesto I1) su prikazana
na Slici 8B. Vezivno mesto | se nalazi u citosolnom delu, na granici izmedu aM2
heliksa 1 P domena, 1 okruzeno je Glu ostacima kao i sa tri Lys ostatka, koji dodatno
stabilizuju vezivanje cisplatina. Vezivno mesto 11 je smesteno na Metl71 na povrSini A

domena, i okruzeno je Arg i Glu ostacima (Slika 8C).
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Kristal | Kristal 11

Glu169

Slika 8. A) Vezivna mesta cisplatina u E2P konformaciji Na'/K*-ATPaze, dobijena
rentgeno-strukturnom analizom. Napomena: vezivna mesta Il1, 1V, V i VII su vidljiva
samo U jednom od kristala. A, P i N domen enzima su obojeni u zuto, plavo i crveno,
redom. Ostatak a-podjedinice je obojen u sivo. B 1 y podjedinice su obojene braon i
narandZasto, redom. Zeleni krug predstavlja cisplatin. Aminokiselinsko okruZenje
vezivnih mesta cisplatina na Na'/K*-ATPazi; B) vezivno mesto I; C) vezivno mesto 11
(prilagodeno iz Huliciak et. al. Crystals of Na'/K'-ATPase with bound cisplatin.
Biochem. Pharmacol., 2014, 92, 494-498) [71].

Treba napomenuti da se nefrotoksi¢nost cisplatina povezuje sa ireverzibilnom
inhibicijom Na'/K*-ATPaze. Ovaj enzim je visoko eksprimiran u bubrezima i
predstavlja jedini protein koji generiSe koncentracijski gradijent Na® jona kroz

membranu i koji obezbeduje energiju za pokretanje svih sekundarnih aktivnih transporta
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odgovornih za reapsorpciju esencijalnih nutrijenata nazad u krvotok. Stoga ireverzibilna
inhibicija Na'/K*-ATPaze dovodi do prestanka reapsorpcije nutrijenata u bubrezima
[25].

1.3. Polioksometalati

Polioksometalati (POM) predstavljaju veliku grupu kompleksnih anjonskih molekula,
koji su najpre nasli primenu u magnetnim, elektronskim 1 svetlosnim uredajima, zatim u
katalizi hemijskih reakcija a poslednjih godina i u medicini [9-12]. Prvi POM Kkoji je
pokazivao biolosku aktivnost otkriven je 1971, kada je pokazano da 12
volframsilicijumova kiselina (WSiA) inhibira virus leukemije miseva in vitro [72].
Danas je poznato da POM-ovi pokazuju znacajnu antiviralnu aktivnost naro¢ito prema
virusu HIV (virus humane imunodeficijencije) [73], antibakterijsku [12] i

antikancerogenu efikasnost [10,11].

1.3.1. Struktura polioksometalata

POM-ovi su prema broju metala koji sadrze u svojoj strukturi podeljeni u dve osnovne
grupe: izopolijedinja, koja sadrze jedino d metal i kiseonikove atome, i
heteroplijedinjenja, koja sadrze jo§ najmanje jedan heteroatom iz p, d, ili f bloka
periodnog sistema [74]. Heteropolijedinjenja su brojnija i lak$a za modifikaciju, a zbog
svojih karakteristika, kao §to su polarnost, redoks potencijal, distribucija povrsinskog
naelektrisanja, oblik i kiselost, predstavljaju dominantniju klasu u medicinskoj hemiji
[75]. Strukturno se mogu razlikovati dve najznacajnije strukture heteropolijedinjenja:
Keggin-ova i Dawson-ova, koje predstavljaju i vazne gradivne blokove za ostale
strukture sli¢nih oblika. Uklanjanje pojedinaénog atoma u ovim strukturama dovodi do
lokalne distorzije u njima, pri ¢emu se dobija lakunarna forma ovih struktura.
Lakunarne forme Keggin-ovih POM-ova zbog razlike u simetriji u odnosu na Keggin-
ove pocetne oblike imaju drugacije osobine a narocito naelektrisanje i polarnost. Sa
biomedicinskog aspekta Keggin-ova struktura predstavlja najvazniju strukturu
heteropolijedinjenja.

Strukture POM-ova ispitivanih u ovoj doktorskoj disertaciji, 12-volframsilicijumova
(WSIA) i 12-volframfosforna kiseline (WPA), prikazane su na Slici 9. Ova jedinjenja
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pripadaju klasi heteropolianjona (HPA), podklase heterododekametalata, opste
stukturne formule [XM1,040]™, gde je X heteroatom (najéesé¢e P°*, Si** ili B¥), M je
dodati atom ili tzv. adendni atom (najces¢e W ili Mo) a O je kiseonik [74], koja je i
najznacajnija podklasa u ovoj klasi. Za ova jedinjenja je karakteristicno da imaju
Keggin-ovu strukturu [76] koja ujedno predstavlja i najstabilniju strukturu u ovoj klasi.
Ispitivana jedinjenja sadrze Si (WSiA) ili P (WPA) kao heteroatom koji je okruzen sa
Setiri atoma kiseonika u obliku tetraedra, dok W®" ima ulogu adendnog atoma.
Heteroatom se nalazi u centru cele structure, okruzen sa 12 oktaedraskih WOg jedinica
koje su medusobno povezane susednim atomima kiseonika. Ovo znac¢i da postoji 24
premosc¢ujucih atoma kiseonika koji povezuju 12 adendnih atoma (W atoma). Adendni
atomi su u 12 oktaedara rasporedeni na sferama, najce$¢e na istom medusobnom

rastojanju, u Cetiri W30,5 jedinice, dajuci strukturu tetraedarske simetrije [74].

Slika 9. Strukture ispitivanih polioksometalata: A) 12-volframsilicijumova (WSiA) i B)
12-volframfosforna kiselina (WPA).

1.3.2. Polioksometalati u medicinskoj hemiji

Nakon sinteze 12-volframsilikata, prvog POM-a koji je pokazivao biolosku aktivnost,
doslo je do ekspanzije otkri¢a vezanih za antiviralna, antibakterijska 1 antitumorska

svojstva ovih jedinjenja [10-12]. Medutim, mehanizam kojim ova jedinjenja ostvaruju
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svoju biolosku aktivnost jo§ uvek nije dovoljno jasan, ali je poznato da mogu da deluju
kao inhibitori aktivnosti razli¢itih klasa enzima, npr. esteraza, fosfataza, kinaza,

sulfotransferaza, nukleotid zavisnih enzima [13-17].

1.3.2.1. Distribucija polioksometalata u celiji

POMe-ovi su jedinjenja nanometraskih dimenzija (1 nm — 3 nm) koje karakterise veliko
negativno naelektrisanje (-3 do -20). Ova karakteristika POM-ova ograni¢ava u velikoj
meri njihovo prodiranje u ¢eliju zbog elektrostatickog odbijanja negativno naelektrisane
¢elijske membrane [77]. S obzirom da je POM-ove moguce koristiti kao agense za
oslikavanje tj. imidzing (imaging, eng.), njihova raspodela u ¢eliji se moze vrlo lako
pratiti [78,79]. Prve studije celijske distribucije POM-ova uradene su Koristeci
ramansku i rentgensku fluorescenciju [80] i obe tehnike su jasno pokazale da POM,
([NaSbeW,;0g6]*®) ulazi u fibroblaste misjih tumor rezistentnih éelijskih linija, C3HBI.
Ramanskom spektroskopijom je detektovana traka na 947 cm™ koja je pripisana W-O-
W istezucoj vibraciji (u rastvoru ili évrstom stanju ova traka se nalazi na 937 cm™).
Koris¢enjem tehnike elektronske mikroprobe (electron probe microanalyzer, eng.) ovaj
POM je lociran u lizozomima razli¢itih makrofaga nakon intravenskog davanja
pacovima [81]. Tehnikom skenirajue protonske mikroprobe (scanning proton
microprobe, eng.) je pokazano da se [Co4(H20)2(PWgOs4),]* nalazi u mononukleusima
limfocita periferne krvi [82]. Koriste¢i fluorescentnu mikroskopiju, skenirajuéu
elektronsku mikroskopiju (SEM, scanning electron microscopy, eng.) i transmisionu
elektronsku mikroskopiju (TEM, transmission electron microscopy, eng.) ispitivana je
lokalizacija POM-ova [P;Wi1204s]™, [P2W1sZna(H20)206s]"> i [SioWisNbgO77]% u
makrofazima celijske linije miSa J774, koja je poznata po svojoj sposobnosti da
eliminiSe anjonske supstrate, pri ¢emu je dobijeno da su ispitivani POM-ovi uhvaceni
makrofagom i da se nalaze u citoplazmi [83]. S druge strane, kod bakterija
Staphylococcus aureus tretiranih [P,Wig0e2]% pokazano je da je POM smesten na
povrsini éelije [84]. Stavise, postoji verovatno¢a da glavni mehanizam antiviralne
aktivnosti POM-ova nije inhibicija intracelularnih enzima, kao $to su proteaze (HIV

proteaze) ili DNK polimeraze (HIV reverzne transkriptaze) ve¢ da ova jedinjenja
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inhibiraju vezivanja virusa na receptore ¢elijskih membrana, na primer interakcijom sa
virusnim omotacem glikoproteinom gp120 [85].

Sumirano, POM-ovi pod odredenim uslovima mogu da prodru u unutrasnjost Celije,
obi¢no u ¢elije CistaCe, kao Sto su makrofazi. S druge strane, smatra se da je prodiranje u
unutrasnjost veéine drugih celija teSko zbog elektrostatickih odbijanja od strane
negativno naelektrisane celijske memrane. Stoga je verovatnije da ekstracelularni
proteini kao 1 proteini ugradeni u celijsku membranu sa vezivnim mestima sa
ekstracelularne strane imaju glavnu ulogu u farmakoloSkim efektima POM-ova Kkoji su

opazeni In vivo.

1.3.2.2. Inhibicija enzima polioksometalatima

POM-ovi su jedinjenja koja pokazuju brojne farmakoloske efekte, ali njihov mehanizam
delovanja jos uvek nije razjasnjen. Medutim, brojne studije ukazuju da je njihovo
delovanje usmereno ka inhibiciji odredenih familija enzima (fosfataze,
ektonukleotidaze, kinaze, sulfo- i silaliltransferaze, histondeacetilaze, holinesteraze,
nukleaze i polimeraze) koji se uglavnom nalaze u ekstracelularnom prostoru i ne
zahtevaju prolaz kroz ¢elijsku membranu. Inhibitorska mo¢ POM-ova krece se u opsegu

od mikromolarnih do nanomolarnih koncentracija [13-16,85].

1.3.2.2.1. Inhibicija fosfataza

Fosfataze su enzimi koji se nalaze u ekstracelularnom delu ¢elije pa mogu biti inhibirani
POM-ovima i bez njihovog prodiranja u Ccelijsku membranu. Literaturni podaci
pokazuju da su POM-ovi dobri inhibitori razli¢itih fosfataza: alkalne i kisele fosfataze,
protein-tirozinska fosfataze i1 glukoza-6-fosfataze i da je mehanizam inhibicije
kompetitivan [13].

1.3.2.2.2. Inhibicija ektonukleotidaza

Ektonukleotidaze su enzimi koji su smeSteni na celijskoj membrani ali se njihov

kataliticki domen nalazi u ekstracelularnom prostoru celije. Neke ektonukleotidaze
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mogu da se otkaCe sa membrane i da funkcionisu kao rastvorni ekstracelularni enzimi.
POM-ovi ove enzime inhibiraju u mikromolarnim koncentracijama a kao efektivni i
dobar inhibitor ovih enzima pokazao se POM Keginove strukture, [TiW1,C0040]® $to je
iskoriS¢eno kao farmakoloska alatka za ispitivanje uloge ovih enzima u mozgu [17].
Veliku inhibitornu sposobnost ka ovim enzimima je pokazao i komercijalno dostupni
POM, [H2W12040]6' koji je stabilan vise dana na fizioloSkom pH. Ovaj POM je koris¢en
u studijama koje su proucavale ulogu ovih enzima u kardiovaskularnim bolestima i
tumorima jetre [86]. Pokazano je da inhibicijom NTPD1 enzima (enzim iz familije
ektonukleotidaza) ovim POM-om dolazi do inhibicije rasta tumora metastaza u jetri kod

misSeva [87].
1.3.2.2.3. Inhibicija kinaza

Kinaze katalizuju fosforilaciju hidroksilne grupe. Razli¢ite vrste kinaza ukljucujuci
heksokinaze, fosfofruktokinaze i protein kinaze CK2 mogu biti inhibirane POM-ovima
nekompetitivnim mehanizmom [14]. Protein kinaza CK2 se nalazi u mnogim c¢elijama
tumora pa je postavljena hipoteza da njenom inhibicijom ova jedinjenja ostvaruju svoj
antikancerogeni efekat. POM, [P,M010s,]%, inhibira protein kinazu CK2 u
subnanomolarnom opsegu i visoko je selektivan u odnosu na ostale kinaze [14]. U
ovom trenutku nije poznato da li je za ovako veliku inhibitornu mo¢ ovog jedinjenja
odgovoran sam netaknut POM ili fragmenti nastali njegovim razlaganjem. Inace ovaj

POM se vezuje na mestu koje je udaljeno od katalitickog mesta.
1.3.2.2.4. Inhibicija sulfo- i silalil- transferaza

Sulfo- i silalil- transferaze su enzimi koji imaju ulogu u modifikaciji Secerne
komponente koja se nalazi na povrSini Celijske membrane. Mikroorganizmi koriste
ovako modifikovane glukane kao inicijalni korak u procesu infekcije. Sulfotransferaze
se mogu naci i u citosolu ¢elije. Brojni POM-ovi, prvenstveno na bazi volframata i
vanadata, mogu da reverzibilno inhibiraju ove enzime sa ICsp vrednostima u niskom

nanomolarnom opsegu [15]. Kao rezultat njihove patofizioloske uloge, ekstracelularne
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lokacije, kao i velike inhibitorne moé¢i POM-ova, sulfo- i silalil- transferaze su

prepoznate kao mete POM-ova kao potencijalnih antibakterijskih lekova.

1.3.2.2.5. Inhibicija histondeacetilaza

Histondeacetilaze su klasa enzima koji uklanjaju acetil grupe iz e-N-acetil-lizin
aminokiseline histona dozvoljavajuci histonima da ¢vrsto obmotaju DNK. Na stotine
ispitivanih POM-ova su se pokazali kao dobri inhibitori histondeacetilaza ¢ime je
potvrden i njihov uticaj na inhibiciju rasta ¢elija kancera kako in vitro tako i in vivo
[88]. Pretpostavlja se da fragmenti nastali degradacijom POM-ova doprinose njihovom

antikancerogenom efektu.

1.3.2.2.6. Inhibicija holinesteraza

Aktivnost acetil- i butiril- holinesteraze moze biti inhibirana razli¢itim POM-ovima u
submikromolarnom opsegu koncentracija [89]. Kako se inhibitori acetilholinesteraze
koriste u terapiji Alchajmerove bolesti, aktivnost POM-ova bi mogla biti proSirena i na
ovu oblast. Medutim, trenutni problem u primeni u terapiji Alchajmerove bolesti je

njihov transport do mozga kako bi dospeli do svoje mete.

1.3.2.2.7. Inhibicija nukleaza i polimeraza

Brojna in vitro ispitivanja su pokazala da su POM-ovi dobri inhibitori nukleaza kao i
DNK- i RNK-polimeraza [90]. Narocito je dobro ispitana inhibicija HIV reverzne
transkriptaze (HIV-RT), i RNK-zavisne virusne DNK polimeraze. Ve¢ina POMova je
pokazivala alosternu inhibitorsku mo¢ U mikromolarnoj koncentraciji. Medutim u
velikom broju studija nije nadena veza izmedu HIV-RT i anti HIV aktivnosti [90]. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa ¢injenicom da POM-ovi ne mogu lako da dospeju do svoje
intracelularne mete, kakva je DNK polimeraza impliciraju¢i na verovatno¢u postojanja

drugog mehanizma kojim ova jedinjenja ostvaruju svoju antiviralnu aktivnost.
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1.4. Acetilholinesteraza

Acetilholinesteraza (AChE) je enzim koji pripada grupi serinskih hidrolaza i klju¢na je
komponenta holinergi¢nih sinaptozoma i neuromi$i¢nih vlakana gde ima ulogu u
regulaciji holinergi¢ne transmisije. Inibitori AChE se ve¢ dugo koriste u tretmanu
Alchajmerove bolesti a poslednjih godina je pokazano da AChE ucestvuje 1 u seriji
drugih procesa kao Sto su: regulacija cerebralnog protoka krvi, aktivacija i ekspresija
APP95 proteina kao i u procesu agregacije p-amiloida [91,92]. Smatra se da AChE
interaguje sa B-amiloidom, vode¢i do formiranja stabilnog kompleksa i formiranja
plakova [91].

Osnovna uloga ovog enzima je zavrsetak prenosa impulsa u holinergi¢nim sinapsama

brzom hidrolizom neurotransmitera acetilholina (ACh) do acetata i holina (Slika 10).

O g . ACHhE O
Acetilholin Acetat

Ser-ACHI

Acetyl-AChE
Slika 10. Hidroliza acetilholina katalizovana acetilholinesterazom.

Acetilholin (ACh) je neurotransmiter centralnog i perifernog nervnog sistema koji
ucestvuje u procesu prenosa nervnog impulsa od presinaptickog do postsinaptickog
neurona (Slika 11). Sinteza acetilholina se odvija u citoplazmi presinapti¢kih neurona iz
holina i acetil koenzima A u prisustvu enzima holin acetiltransferaze. Prisustvo holin
acetiltransferaze je marker holinergi¢nog neurona. ACh je u nervnim zavrSecima

(neuronima) smesten u vezikulama i1 u maloj koncentraciji u citosolu. Tokom prenosa
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nervnih impulsa ACh se oslobada iz sinapticke vezikule i procesom egzocitoze izbacuje
u sinapti¢ku pukotinu. U sinaptic¢oj pukotini ACh se vezuje na receptore koji se nalaze
na membrani postsinaptickog neurona i Salje signal. AChE koja se nalazi na
postsinaptickoj membrani hidrolizom ACh zavrSava prenos signala. Holin koji je nastao

hidrolizom ACh se ponovo unosi u presinapticki neuron ¢ime zapocinje novi ciklus

(Slika 11) [93].

Presinaptic¢ki neuron
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Slika 11. Mehanizam dejstva AChE u prenoSenju nervnog impulsa (prilagodeno iz
Becker Basic and Clinical Pharmacology of Autonomic Drugs. Anesthesia Progress,
2012, 59, 159-169) [93].

Alchajmerova bolest se odlikuje progresivnim gubitkom sinapsi i neurona poremecajem
acetilholinske transmisije, koje ima za posledicu znacajno smanjenje nivoa
neurotransmitera acetilholina. Upotrebom reverzibilnih inhibitora acetilholinesteraze,
kao enzima odgovornog za razgradnju acetilholina, u lecenju Alchajmerove bolesti se

povecava i produzava delovanje nedostajuceg acetilholina u sinapti¢kim prostorima
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(sinapticka pukotina) obolelih od Alchajmerove bolesti i smanjuje formiranje

neuroti¢nih plakova i neurofibrilnih vlakana.
1.4.1. Struktura acetilholinesteraze
Struktura AChE je odredena 1991. godine kada su dobijeni kristali iz elektricnog

organa elektricne raze Torpedo californica (TCAChE) [94]. TcAChEaza sadrzi 537

aminokiselina organizovanih u 12 B-plocica i 14 a-heliksa.

Slika 12. Sematski prikaz trodimenzionalne dimerne strukture AChE izolovane

iz elektri¢ne raze (Torpedo californica), PDB kod 1E66.

Reakcija hidrolize ACh se odigrava u katalitickom mestu koje je locirano na dnu uskog
kanala dubine 20 A i Sirine 5 A, koga ¢ine aromati¢ne aminokiseline. NajvaZnije mesto,
tzv. estarsko mesto, sadrzi tri aminokiseline Ser200, His400 i Glu327 (TcAChE) koje
formiraju kataliticku trijadu (Slika 13) [95]. Ove aminokiseline ucestvuju u transferu
acetil grupe iz ACh do Ser200. Anjonsko mesto AChE, koga ¢ine aminokiseline Trp84,
Tyr130, Phe330 i Phe331, je odgovorno za pravilno pozicioniranje ACh u aktivnhom
mestu enzima za Sta su odgovorne katjon zm-interakcije izmedu navedenih aromati¢nih
kiselina i kvatenerne amonijum grupe acetilholina. Tokom enzimske reakcije formira se

prelazni kompleks koji se stabiliSe gradenjem vodoni¢nih veza sa aminokiselinama
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prisutnim u tzv. oksoanjonskom udubljenju AChE (Gly118, Gly119 i Ala201). Oblik
acil dzepa (acil pocket, eng.) odreduju dve aminokiseline Phe288 i Phe290 koje
sprecavaju prolaz velikih molekula do katalitiCkog centra. Periferno anjonsko mesto
(PAM) ¢ini 5 aminokiselina, Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 i Tyr334. PAM je smesSten
na ulazu u kanal i odgovoran je za vezivanje alosteri¢nih inhibitora kao i za interakciju
sa B-amiloidom [96]. Vezivanjem za PAM, ligand inhibira enzimsku aktivnost ili
blokirajuci kretanje drugih liganada kroz kanal, ili pak dovodi do alosterne promene

kataliti¢ke trijade [97].

AspT2

katalititka trijada
B anjonsko mesto

acil dzep

oksoanjonska rupa
= PAM L g

Tyr70

Phe330
Tyr130

Phe290 f G‘v”“ Glu327
A { e Ser200
‘u Pho288

Slika 13. Aktivno mesto AChE iz Torpedo californica (PDB kod 1EVE) (prilagodeno
iz Bajda et. al. Structure-based search for new inhibitors of cholinesterases. Int. J. Mol.
Sci., 2013, 14, 5608-5632 [95].

1.4.2. Inhibitori acetilholinesteraze
Inhibitori acetilholinesteraze su podeljeni u dve grupe: reverzibilne i ireverzibilne.
Reverzibilni inhibitori, kompetitivni ili nekompetitivni, uglavhom imaju primenu u

terapijske svrhe dok su toksi¢ni efekti nekog jedinjenja povezani sa ireverzibilnom

inhibicijom AChE.
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1.4.2.1. Lekovi u tretmanu Alchajmerove bolesti

U reverzibline ihhibitore AChE spadaju jedinjenja sa razli¢itim funkcionalnim grupama
(karbamati, kvatenerni i tercijarni amini) i koriste se u dijagnostici ili tretmanu razli¢itih
bolesti kao §to su: Alchajmerova bolesti, miastenija gravis, glaukom i kao protivotrov
kod antiholinergi¢nog predoziranja [20].

Lekovi kao inhibitori AChE (rivastigmin, donepezil, galantamin) odrzavaju odredeni
nivo ACh smanjuju¢i brzinu njegove hidrolize. Na ovaj nacin oni povecéavaju
neurotransmisiju u prednjem delu mozga i kompenzuju gubitak funkcionisanja mozdane
¢elije. Medutim, nijedan od lekova nema indikaciju za odlaganje ili zaustavljanje
progresije bolesti [20]. Donepezil je selektivni, reverzibilni inhibitor AChE koji se
vezuje na perifernom anjonskom mestu enzima i deluje na taj nacin $to odlaze stvaranje
amiloidnog plaka [20]. Rivastigmin je mocan karbamatni inhibitor koji blokira aktivnost
AChE vezivanjem za estarski deo aktivhog mesta ovog enzima. Dok donepezil
selektivno inhibira AChE, rivastigmin inhibira i AChE ali i BuAChE
(butirilholinesteraza). Ovaj lek se Kkoristi u tretmanu blage do umerene Alchajmerove
bolesti. Galantamin je alkaloid izolovan iz biljke Galanthus woronowii koji se takode
koristi u tretmanu blage do umerene Alchajmerove bolesti. On je selektivan,
kompetitivan inhibitor AChE koji interaguje sa anjonskim mestom kao i sa aromati¢nim
kanalom [20].

1.4.2.2. Organofosforna jedinjenja

Organofosforna jedinjenja (OP) su estri ili tioli fosforne, fosfinske ili fosfoamidne
kiseline. Toksi¢ni efekti OP jedinjenja povezani su sa nereverzibilnom fosforilacijom
esteraza u centralnom nervnom sistemu [20] dok je za njihovu akutnu toksi¢nost
odgovorna ireverzibilna inaktivacija AChE [20,98]. Ustvari, OP jedinjenja su inhibitori
koji su po svojoj strukturi analogni ACh i zbog toga neometano ulaze u aktivno mesto
enzima vezujuéi se za hidroksilnu grupu Ser [98]. Kao i ACh, i organofosfati se razlazu
i fosforiluju enzim kovalentno se vezujuéi za -OH grupu Ser. Medutim, dok se
formirani acil enzim brzo hidrolizuje i regenerise do slobodnog enzima, defosforilacija

je veoma spor proces. Kako fosforilovani enzim ne moze da hidrolizuje neurotransmiter
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(ACh) dovode¢i do njegovog nakupljanja, post-sinaptiCka membrana ostaje
depolarizovana i sinapticka transmisija ne funkcionise [98,99].

Okso oblici organofosfata (P=0) jesu i do nekoliko stotina puta mocniji inhibitori
AChE u poredenju sa analognim tio oblicima (P=S) [100]. Kod sisara, metabolizam tio
organofosfata odvija se aktivacijom u odgovarajuci okson najveéim delom u prisustvu
citohroma P450 (CYP450), a zatim hidrolizom i kovalentnim vezivanjem za proteine.
Kod insekata je takode dominantan mehanizam aktivacije u odgovaraju¢e oksone u
prisustvu izoenzima CYP450, ali kod njih nema hidrolize organofosfata, pa je zbog toga

toksi¢nost ovih jedinjenja selektivno vec¢a u odnosu na sisare [101].

1.5. Fluorescencija proteina

Fluorescentna spektroskopija je metoda koja se u velikoj meri koristi pri prouc¢avanju
strukture, funkcije i konformacionih promena proteina ali i pri proucavanju ligand-
protein interakcija, prvenstveno zbog svoje visoke senzitivnosti i taénosti [102]. Pod
fluorescencijom se podrazumeva emisija elektromagnetnog zra¢enja atoma ili molekula
koja nastaje kao posledica prelaza elektrona sa osnovnog vibracionog nivoa prvog
pobudenog singletnog stanja molekula na neki (bilo koji) od vibracionih nivoa
osnovnog elektronskog stanja. Jedinjenja koja mogu da fluoresciraju nazivaju se
fluorofore i obi¢no sadrze konjugovane m sisteme. Proteini su jedini biomolekuli koji
poseduju sopstvene (unutraSnje) fluorofore i1 ne zahtevaju ugradnju spoljasnjih
fluorofora (na primer organske boje), kao bi mogli biti koriS¢eni u fluorescentnoj
spektroskopiji. Nasuprot tome, za ispitivanje lipida, membrana i Secera tehnikom
fluorescentne spektroskopije potrebno je uvodenje spoljasnjih fluorofora.

Aminokiseline triptofan (Trp), tirozin (Tyr) 1 fenilalanin (Phe) predstavljaju unutradnje
fluorofore proteina. Zastupljenost ovih aminokiselina je jako mala u proteinima (svega
oko 1%). Vazna karakteristika unutraSnje fluorescencije proteina je visoka osetljivost
indolovog prstena Trp na promenu polarnosti njegovog lokalnog okruzenja. Usled
promene polarnosti okruzenja Trp, dolazi do promena u njegovom emisionom spektru
kao odgovor na nastale konformacione promene u proteinu, asocijaciju podjedinica

proteina, vezivanja liganda ili denaturaciju.
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Interpretacija fluorescencije proteina u prisustvu vise vrsta fluorescentnih aminokiselina
nije jednoznacna jer je okolina svake aminokiseline drugacija i spektralne karakteristike
svake od njih se razlikuju. S druge strane, apsorpcioni i emisioni spektri Trp sa
razli¢itim lokalnim okruZzenjem u proteinu se uglavnom poklapaju i jako je teSko

odvojiti spektralni doprinos svakog Trp u multitriptofanskom proteinu.

1.5.1. Spektralne karakteristike proteinskih fluorofora

Kao §to je spomenuto, tirozin, triptofan i fenilalanin predstavljaju aminokiseline koje
doprinose fluorescenciji nekog proteina. Phe ima emisiju na 282 nm a Tyr na 303 nm.
Emisioni maksimum Trp u vodenoj sredini je na 350 nm i njegov polozaj jako zavisi od
polarnosti 1 okruZenja u kome se nalazi.

Emisija proteina se obi¢no dobija ekscitacijom na talasnoj duzini od 280 nm pri Cemu se
pobuduju Tyr i Trp, dok Phe koji ne apsorbuje na ovoj talasnoj duzini ne doprinosi
ukupnoj fluorescenciji. Selektivna ekscitacija Trp ostataka se postize na talasnim
duzinama u opsegu od 295 — 305 nm jer na ovim talasnim duZinama apsorpcija u
proteinu poti¢e uglavnom od Trp. Polozaj ovako dobijenog emisionog maksimuma
zavisi isklju¢ivo od polarnosti njegove okoline. Proteini u kojima se Trp nalazi u
nepolarnoj sredini pokazuju emisione maksimume na nizim talasnim duzinama od onih
u kojima se Trp nalazi u polarnoj sredini (Slika 14). Kod multitriptofanskih proteina u
kojima Trp nejednako doprinose ukupnoj emisiji proteina ukupni emisioni spektar

predstavlja usrednjenu vrednost okruzenja Trp.
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Slika 14. Efekat okruzenja Trp na emisioni spektar proteina. Emisioni spektri 1)
apoazurin, 2) ribonukleaza, 3) stafilokokalne nukleaza i 4) glukagon. Apoazurin
predstavlja protein u kome se Trp nalazi u hidrofobnoj sredini. U smeru 1 — 4
polarnost Trp okruzenja raste. (prilagodeno iz Eftink M. R. Fluorescence techniques for
studying protein structure. Methods Biochem. Anal., 1990, 35,117-129) [103].

1.5.2. GasSenje fluorescencije proteina

GasSenje fluorescencije predstavlja bilo koji proces koji dovodi do smanjenja njenog
intenziteta. Razli¢ite molekulske interakcije mogu dovesti do gaSenja fluorescencije:
reakcije u pobudenom stanju, molekulska razmeStanja, transfer energije, gradenje
kompleksa u osnovnom stanju kao i gasenje sudarima.

Koliziono (dinami¢ko) gaSenje fluorescencije nastaje kada se pobudeno stanje
fluorofore deaktivira kontaktom sa nekim drugim molekulom, tzv. gasiocem
fluorescencije. Bitno je naglasiti da u ovom sluc¢aju, ne dolazi do hemijske promene.

Do smanjenje intenziteta fluorescencije, moze do¢i i zbog statickog gaSenja. Ovakvo
gasenje je rezultat formiranja kompleksa izmedu fluorofore i gasioca, koji nakon
apsorpcije fotona vra¢anjem u osnovno stanje ne emituje fotone.

Staticko 1 dinamicko gasenje se mogu razlikovati na osnovu njihove razlicite zavisnosti

od temperature ili pak merenjem vremena Zzivota fluorescencije fluorofore. Na viSim
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temperaturama dolazi do brze difuzije i prema tome veceg kolizionog gaSenja, a sa
druge strane viSe temperature dovode i do disocijacije slabo vezanog kompleksa i prema
tome do statickog gasenja manjeg intenziteta.

Takode, moguce je razlikovati staticko od dinamickog gasSenja pazljivim ispitivanjem
apsorpcionog spektra fluorofore. Koliziono kvencovanje jedino utiCe na pobudeno
stanje fluorofore i stoga ne dovodi do promene u njenom apsorpcionom spektru. Za
razliku od kolizionog, kod statickog gasenja usled formiranja kompleksa dolazi do
promena u apsorpcionom spektru fluorofore.

Kod interakcije proteina sa ligandima je mnogo c¢esé¢i slucaj gaSenja fluorescencije
kombinacijom dinamickog i stati¢kog gaSenja.

Jo§ jedan vazan proces koji dovodi do smanjenja intenziteta fluorescencije je
fluorescentni rezonantni prenos energije (FRET, fluorescence resonance energy
transfer, eng.). Teorija rezonantnog prenosa energije je bazirana na konceptu fluorofore
kao oscilujué¢eg dipola koji izmenjuje energiju sa drugim dipolom sli¢ne rezonantne
frekvencije. FRET se deSava izmedu donora (u proteinima Trp) u pobudenom stanju i
akceptora (ligand) u osnovnom stanju. Do ovog procesa uvek dolazi kada se emisioni
spektar fluorofore (donora) preklapa sa apsorpcionim spektrom molekula akceptora
[104]. FRET smanjuje intenzitet fluorescencije donora i vr$i prenos energije na
akceptor. Bitno je naglasiti da akceptor moze, ali 1 ne mora biti fluorescentni molekul.
FRET ne ukljucuje emisiju svetlosti od strane donora i ne treba ga tumaciti kao emisiju
koju je akceptor preuzeo od donora. Obim prenosa energije je odreden rastojanjem
1izmedu donora 1 akceptora kao 1 obimom spektralnog preklapanja.

Efikasnost prenosa energije za jedan donor-akceptorski par na konstantnom rastojanju je

dat jednacinom (2):

6
RS+ 16

)

gde je r rastojanje izmedu donora i akceptora, Rg je Férster-ovo rastojanje (rastojanje na
kojem je efikasnost prenosa energije 50 %) Stoga, efikasnost transfera energije zavisi od
rastojanja r. Kako su Forster-ova rastojanja uporediva sa veli¢inom bioloSkih
makromolekula (30 do 60 A) FRET se koristi kao tzv. ,spektrometrijki lenjir* za

merenje rastojanja unutar proteina.
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1.5.3. Raspodela triptofana u Na*/K*-ATPazi

Na'/K'-ATPaze je enzim koji sa 16 Trp u svojoj strukturi pripada grupi
multitriptofanskih proteina. 12 Trp se nalazi u a-podjedinici, 4 je deo B-podjedinice dok
u y-podjedinici Na*/K*-ATPaze nema Trp. Dva Trp (Trp385 i Trp411) iz a-podjedinice,
su smeStena u ATP vezujuéem regionu N domena van membranskog dela, dok se
ostalih 10 Trp (Trp82, Trp98, Trp310, Trp883, Trp887, Trp899, Trp924, Trp980,
Trp981 i Trpl009) nalazi u transmembranskom delu. Tri Trp ostatka (Trpl2, Trpl7 i
Trp32) iz B-podjedinice su locirana u transmembranskom domenu dok se jedan Trp
ostatak nalazi u ekstracelularnom delu B-podjedinice [105]. Raspodela Trp ostataka u
Na'/K*-ATPazi je prikazana na Slici 15. 16 Trp u strukturi Na*/K*-ATPaze je grupisano
u nekoliko klastera koji se razlikuju u polozaju emisionog maksimuma dajuci zbog toga

Sirok emisioni spektar Na'/K*-ATPaze (oko 59 nm).
Trpl55

Trp951 ; W Tepssd

Tep980 i <2

Tep3ss ﬁ)t‘fﬂ YIS
1p385 AT
Trpdll + 2\4)

Slika 15. Raspodela Trp u Na*/K*-ATPazi (PDB kod 4HQJ). (prilagodeno iz Bondzi¢ et
al. Na/K-ATPase as a target for anticancer metal based drugs: insights into molecular
interactions with selected gold(111) complexes. Metallomics, 2017, 9 (3) 292-300) [53].

Zbog sadrzaja velikog broja Trp u enzimu, koji su grupisani u gusto pakovane klastere

[105], usled konformacionih promena enzima moze do¢i do inter-Trp rezonantnog

31



transfera energije (inter-FRET) [105] koji dovodi do smanjenja intenziteta emisije i
pomeranja poloZaja emisionog maksimuma. Inter FRET u Na'/K*-ATPazi je podeljen u
dve podgrupe: homo FRET, do kojeg dolazi kada se indolovi prstenovi Trp nadu na
udaljenosti manjoj od 10 A i hetero FRET do kojeg dolazi na udaljenosti indolovih
prstenova do 15 A. Bitno je naglasiti da se oba, homo- i hetero- FRET, deSavaju izmedu
identi¢nih hemijskih fluorofora (Trp), ali koje se razlikuju po sastavu aminokiselinskog
okruzenja. Konformacione promene koje dovode do homo-FRET ogledaju se u
pomeranju emisionog makismuma proteina od 1 — 2 nm usled manjih razlika u
polarnosti lokalnog Trp-skog okruzenja. Za razliku od homo-FRET, konformacione
promene koje dovode do hetero-FRET generiSu veca pomeranja maksimuma u
emisionom spektru zbog vece razlike u polarnosti lokalnog okruzenja Trp-skih ostataka

koji uc¢estvuju u ovom prenosu energije.

1.6. Toksiéni efekti slobodnih radikala i antioksidativna zaStita

Oksidativni stres se definiSe kao stanje u kome dolazi do disbalansa izmedu slobodnih
radikala - reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta (ROS/RNS, reactive oxygen/nitrogen
species, eng.) i antioksidanasa koji imaju ulogu u njihovom ,,neutralisanju*. Oksidativni
stres moZze da prouzrokuje oStecenja cCelijskih komponenti 1 biomolekula, kao Sto su

proteini, lipidi, ugljeni hidrati i DNK [106] (Slika 16).
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Slika 16. Sematski prikaz stvaranja ROS koji mogu dovesti do Celijskih oSte¢enja.
(prilagodeno iz Wakamatsu et al. Tearful relations: oxidative stress, inflammation and
eye diseases. Arg. Bras. Oftalmol., 2008, 71,72-79) [107].

U organizmu dolazi do konstantnog stvaranja slobodnih radikala koji u niskim
koncentracijama imaju fiziolosku ulogu u organizmu koja se ogleda u ucestvovanju u
regulaciji signalnih puteva unutar ¢elije 1 medu ¢elijama, fagocitozi, aktivaciji leukocita,
u sintezi esencijalnih bioloSkih jedinjenja i proizvodnji energije, Celijskom rastu i
programiranoj ¢elijskoj smrti - apoptozi [108]. Medutim, u situacijama u kojima dolazi
do njihovog povecanog stvaranja i/ili neadekvatnog uklanjanja, slobodni radikali

ispoljavaju svoj negativni efekat koji dovodi do oste¢enja biomolekula (Slika 16) [106].

1.6.1. Toksi¢ni efekti slobodnih radikala — lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija (LP) predstavlja proces oksidativhog oSte¢ena lipida do kojeg
moze do¢i na celijskim membranama kao 1 na membranama subcelijskih organela.
Posledica LP je smanjenja fluidnosti membrane, povecana propustljivosti za jedno- i
dvovalentne jone, inaktivacija membranskih enzima i gubitak integriteta. Takode, usled
probijanja lizozomskih membrana dolazi do oslobadanja hidrolitickih enzima, Sto

dovodi do vitalnih ¢elijskih poremecaja i na kraju do smrti éelije [109].
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Nastali proizvodi LP imaju dug poluzivot, veoma su reaktivni prema biomolekulima,
usled ¢ega imaju proinflamatorno, toksi¢no, mutageno i kancerogeno dejstvo [110,111].
Lipidna peroksidacija nezasi¢enih masnih kiselina se odigrava kroz tri stupnja:
inicijaciju, propagaciju i terminaciju. U procesu inicijacije dolazi do pokretanje lan¢anih
reakcija kada se generiSu lipidni radikali (R™ - alkil radikal). Nakon nje sledi
propagaciona faza koja podrazumeva reakciju lipidnog radikala (R") sa molekularnim
kiseonikom (O,), pri ¢emu nastaje peroksil radikal (ROO"). Peroksil radikal je nosilac
dalje propagacije lipidne peroksidacije, koji brzo i lako reaguje sa slede¢com masnom
kiselinom. Lipidna peroksidacija se zavrSava pretvaranjem vodonik peroksida u
sekundarne neradikalne molekule — ugljovodonike, aldehide, alkohole i ketone ili
stvaranjem polimera. Malondialdehid (MDA) predstaljva marker LP, jer nastaje kao
krajnji produkt oksidativnog oStecenja nezasi¢enih masnih kiselina, a koji se dalje moze

vezivati za proteine i fosfolipidne membrane [112].

1.6.2. Antioksidativna zastita

Antioksidativna zaStita predstavlja mehanizam odbrane svih aerobnih organizama u
slu¢ajevima prekomernog stvaranje kiseoni¢nih radikala (O,, H,O,, OH" i Oy) u
metabolickim procesima [113]. Antioksidanti predstavljaju jedinjenja koja u malim
koncentracijama imaju sposobnost da odloze ili inhibiraju oksidaciju drugih materija
[114]. Antioksidativni enzimski sistem ¢ine slede¢i enzimi: superoksid dismutaza
(SOD), katalaza (CAT), kao i enzimi glutation redoks ciklusa u kome centralno mesto
zauzima glutation peroksidaza (GPx) [115,116]. S obzirom da je u ovoj tezi merena
aktivnost katalaze 1 glutation peroksidaze u cilju odredivanja citotoksi¢nosti ispitivanih

metalnih kompleksa, u tekstu ¢e biti detaljnije opisana ova dva enzima.
1.6.2.1. Katalaza
Katalaza (CAT) je enzim koji svoju antioksidativhu ulogu ostavaruje deaktivacijom

H,0, pretvaraju¢i ga u H,O 1 O, [117]. U slucajevima niskih koncentracija H,O,, uz
razlaganje H,O, dolazi i do oksidacije alkohola (ROH) do aldehida. U zavisnosti od
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koncentracije supstrata (H,O,) odvija se katalazni (3) ili peroksidazni (4) tip reakcije
[118]:

H202 H202
CAT-Fe**-0 — CAT-Fe*"-OOH —= 2 H,0 + O, 3)
Nativni enzim Kompleks |

CH;CH,OH

CAT-Fe**-OOH CAT-Fe*"-OH + CH;COH + H,0 + O, @)

Kompleks | Nativni enzim

Prvi stupanj reakcije je isti za oba procesa i po€inje redukcijom vodonik peroksida do
H,O uz obrazovanje kompleksa I (kompleks izmedu CAT i H,0;). U drugom stupnju
katalaznog procesa donor elektrona je H,O, dok u peroksidaznom procesu donori
elektrona mogu biti organska jedinjenja kao $to su alkoholi i formaldehid. Pri nizoj
koncentraciji H;O, dominantan je peroksidazni tip reakcije dok pri viSim

koncentracijama H,O, dominira katalazni tip reakcije [118].
1.6.2.2. Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza (GPx) je enzim Kkoji katalizuje reakciju razgradnje vodonik
peroksida ili organskih hidroperoksida (ROOH) redukcijom u prisustvu redukovanog

glutationa (GSH) koji tom prilikom prelazi u oksidovani glutation (GSSH):

GPx
2GSH + H,0, — GSSH + H,0 (5)

GPx
2GSH + ROOH — GSSH + ROH + H,O ©)
gde je R-alkil grupa. H,O, se ovom prilikom redukuje u H,O dok se hidroperoksidi

redukuju do H,O i alkohola (ROH). GSH je u ovom procesu donor vodonika i stalno se

regenerise aktivno$c¢u glutation reduktaze (GR):

GPx
NADPH"+ GSSH —— NAD" + 2GSH 0
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Kao enzim koji uklanja vodonik peroksid i koji moze da deaktivira i lipidne i druge
perokside, GPx predstavlja jedan od glavnih zastitnika ¢elije pri niskim koncetracijama
ovih slobodnih radikala. GPx ima znacajnu ulogu u inhibiciji inicijalnog stadijuma
lipidne peroksidacije koja je pokrenuta difuzibilnim H,O,, imajuéi u vidu ¢injenicu da
razlaze vodonik peroksid koji moze u prisustvu metala da inicira proces lipidne

peroksidacije. GPx se nalazi u citosolu i mitohondrijama.

1.7. Testiranje genotoksi¢nosti odredivanjem ucestalosti mikronukleusa

Parametar citogenetskog oSte¢enja (pojava hromozomskih aberacija) nastalog u
prisustvu ispitivanog jedinjenja je ucestalost pojave mikronukleusa. Naime, deobom
¢elija koje sadrze strukturne hromozomske aberacije u citoplazmi ¢erki ¢éelija dolazi do
formiranja mikronukleusa (strukturne hromozomske aberacije koje egzistiraju odvojeno
od glavnog jedra, formirane u citoplazmi cerki ¢elija). Mikronukleusi nastaju tokom
metafaze ili anafaze Ccelijske deobe, a vode poreklo uglavnom od acentri¢énih
hromozomskih fragmenata ili celih hromozoma koji se tokom mitoze nisu inkorporisali
u glavno jedro i unutar Celije egzistiraju odvojeno od njega [119]. Mikronukleusi su
okruglog oblika, istog inteziteta obojenosti i veli¢ine izmedu 1/16 do 1/3 dijametra
¢elijskog jedra. Na slici 17 su prikazane mikrografije binukleusnih cCelija bez 1 sa

mikronukleusima.

36



Slika 17. Mikrografija binukleusnih c¢elija: A) bez mikronukleusa; B) sa jednim

mikronukleusom; C) sa dva mikronukleusa.

Za analizu mikronukleusa najcesée se koristi citokinezis-blok mikronukleus test
(CBMN) [120]. Metodologija citokinezis-blok mikronukleus testa je zasnovana na
principu blokiranja citokineze (deobe citoplazme) limfocita periferne krvi in vitro
upotrebom citohalazina B kao aktinskog inhibitora, bez remecéenja biohemijskih procesa
unutar Celije, nakon Cega se u celijama koje su prosle kroz jednu deobu formiraju
mikronukleusi (prepoznaju se po binuklearnom izgledu — binukleusne ¢elije).

CBMN testom moZe se analizirati nekoliko hiljada ¢elija, $to ovu metodu Ccini
preciznom 1 statisticki pouzdanom. Ovaj test se moZe koristiti i za prouavanje
mitotickog statusa, vijabilnog statusa 1 hromozomske nestabilnosti uzrokovane
egzogenim genotoksinima, kao i genetickim defektima, §to ga danas ¢ini jednim od
najsvestranijih citogenetic¢kih testova [121].

CBMN test takode omoguc¢ava procenu genotoksicnosti i1 citotoksi¢nosti na osnovu
izraCunavanja  proliferativnog  potencijala  vijabilnih  Celija  (citokinezis-blok
proliferativni indeks — CBPI), koji je indikator citotoksi¢nih efekata ispitivanih agenasa

I mitogenog odgovora kao vaznog biomarkera imunoloske funkcije limfocita [122].
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2. CILJ

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje interakcija na molekulskom nivou
izabranih kompleksa zlata(lll) sa Na'/K*-ATPazom i izabranih polioksovolframata sa
acetilholinesterazom (AChE), enzimima koji predstavljaju potencijalne mete u
antitumorskoj i terapiji Alchajmerove bolesti, redom. U tu svrhu koris¢ene su razlicite
fizickohemijske metode u kombinaciji sa teorijskim modelovanjem, kako bi se dobila
temeljna studija ovih interakcija. Prvo je ispitana stabilnost datih jedinjenja pri
fizioloskim uslovima, odreden je njihov lipofilni karakter i uradena je njihova teorijska
karakterizacija sa ciljem dobijanja vrednosti dipolnog momenta, povrsine i zapremine
datih jedinjenja. Dalje, ispitan je inhibitorni potencijal ovih jedinjenja ka odabranim
enzimima, a odreden je mehanizam inhibicije, odnosno nacin vezivanja inhibitora za
enzim u odnosu na supstrat, odredene su vrednosti konstante inhibicije i 1Cs vrednosti.
U cilju daljeg rasvetljavanja prirode interakcije izabranih jedinjenja sa Na'/K'-
ATPazom i AChE, tehnikama cirkularnog dihroizma i fluorescentne spektroskopije su
pracene konformacione promene u enzimima nastale usled vezivanja inhibitora.
Izracunat je stehiometrijski odnos vezivanja inhibitora za enzim, konstanta vezivanja,
konstanta gasenja fluorescencije enzima i procenat triptofana (Trp) u enzimu izlozen
inhibitoru. U cilju pracenja promena u oksidacionom stanju metalnog jona
polioksometalata koris¢ena je tehnika elektronske paramegnetne rezonancije. Jedan od
ciljeva je bio i predlaganje potencijalnin mesta vezivanja pomenutih inhibitora za
enzim, kombinovanjem rezultata eksperimentalnih metoda i teorijskih proracuna. Na
kraju, jos jedan od ciljeva ove doktorske disertacije je bio in vitro ispitivanje toksi¢nih
potencijala odabranih kompleksa zlata i polioksovolframata, odredivanjem njihovih
prooksidativnih svojstava, citotoksi¢nih i genotoksi¢nih efekata.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Hemikalije
3.1.1. Kompleksi zlata(l11) i polioksometalati

Kompleksi zlata(lll), Aubipy(OH), ([Au(OH).(bipy)][PFs], gde je bipy = 2,2’-
bipiridin); Aupy(OAc), ([Au(CH3COO),(pydmb-H)], gde je pydmb-H=deprotovani 6-
(1,1-dimetilbenzil)-piridin); AubipyC ([Au(bipydmb-H)(OH)][PFs], gde je bipydmb-H
= deprotovani 6-(1,1-dimetilbenzil)-2,2’-bipiridin); Au,bipyC (Au;[(bipydmb-H),(u-
O)][PFel); Auoxo6 ([(bipy?®),Auz(p-0),][PFelogde je bipy*™= 6,6’-dimetil-2,2-
bipiridin) i Ausphen ([Auz(phen®™®),(u-0),][PF6].gde je phen®™= 6,6’-dimetil-1,10-
phenanthroline) su sintetisani u laboratoriji profesora dr Luigi Messori-ja sa
Departmenta za hemiju, Univerziteta u Firenci, Italija. 12-volframsilicijumova kiselina i

12-volframfosforna kiselina su dobijeni od Sigma Chemicals Co. (Nemacka).
3.1.2. Enzimi

Na'/K*-ATPaza iz cerebralnog korteksa svinje (specifi¢na aktivnost 0,1 TU/mg &vrste
supstance), acetilholinesteraza (AChE), iz elektri¢ne jegulje (specifi¢na aktivnost 288
IU/mg ¢vrste supstance, 408 1U/mg proteina), glutation reduktaza (GR) iz pekarskog
kvasca (Sacharomyces cerevisiae) (205 units/mg proteina, 2,2 mg proteina/ml) su

dobijeni od Sigma Chemicals Co. (Nemacka).
3.1.3. Hemikalije za ispitivanje genotoksi¢nosti i citotoksi¢nosti
PB-max karyotyping medijum je dobijen od Invitrogen-Gibco (Velika Britanija).

Metanol i sir¢etna kiselina su dobijeni od VWR (Nemacka). Citohalazin B i Gimzasu su

dobijeni od Sigma Chemicals Co. (Nemacka).
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3.1.4. Ostale hemikalije

Adenozin-trifosfat (ATP), acetiltioholin-jodid (ASChl), 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoeva
kiselina) (DTNB), redukovani glutation (GSH), etilen-diamin-tetra sircetna kiselina
(EDTA), redukovani nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), redukovani nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH), tiobarbiturna kiselina, govedi serum albumin
(BSA), glicerol, sumporna kiselina, amonijum-molibdata ((NH4)sM0;024 x 4 H,0), n-
oktanol, n-butanol i dimetilsulfoksid (DMSO) su dobijeni od Sigma Chemicals Co.
(Nemacka). Magnezijum-hlorid, tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS, natrijum-hlorid,
kalijum-hlorid, kalaj-hlorid, kalijum-hidrogen-fosfat, natrijum-piruvat, amonijum-
molibdat, natrijum-dodecil-sulfat (SDS), natrijum-dihidrogen-fosfat, natrijum-karbonat,
natrijum-kalijum-tartarat, bakar(Il)-sulfat, Folin i Ciocalteu's fenol reagens, natrijum-
piruvat, triton X, vodonik-peroksid (30%), saharoza, natrijum-hidroksid,
hlorovodoni¢na kiselina, perhlorna kiselina, acetonitril su dobijeni od Merck

(Nemacka). Za pripremu vodenih rastvora kori$¢ena je dejonizovana voda.

3.2. Metode

3.2.1. UV/Vis spektrofotometrija

Spektrofotometrijska merenja su radena na UV/Vis Perkin Elmer Lambda 35

spektrofotometru, u kvarcnoj staklenoj Kiveti sa svetlosnim putem 1 cm.

3.2.2. Centrifugiranje

Za centrifugiranje je koriS¢ena centrifuga minispin plus (Eppendorf, Nemacka),
centrifuga 5702 (Eppendorf, Nemacka), Sorvall centrifuga (FisherScientific, SAD) i

ultracentrifuga Beckman L7-55 (SAD). Centrifugiranje se primenjivalo kod izolovanja

sinaptozoma iz mozga pacova i pripreme limfocita iz humane krvi.
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3.2.3. Mikroskopija

Za mikroskopska merenja je koriS¢en mikroskop sa uvecanjem 400x ili 1000x
(Axiolmager A1, Carl Zeiss, Nemacka), koja su neophodna za odredivanje ucestalosti

mikronukleusa u kultivisanim limfocitima.

3.2.4. Cirkularni dihroizam

CD spektri su snimani na Jasco 1500 spektrofotopolarimetru sa Peltier-ovim
termostati¢kim sistemom pod konstantnim protokom N, na 37 °C, u kvarcnim kivetama
optickog puta 0,1 cm. CD spektar svakog uzorka je sniman tri puta, sa brzinom
skeniranja od 10 nm/min, u opsegu talasnih duzina od 200-260 nm. Kao bazna linija
koriséen je rastvor pufera. Koncentracija enzima je drzana konstantnom, dok je
koncentracija inhibitora povecavana u jednakim inkrementima. Inkubaciono vreme je

bilo 5 min.

3.2.5. Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentna merenja su uradena na instrumentu Photon Technology Quanta Master
QM-6/2005 spektrofluorimetru, koristec¢i kvarcne kivete optic¢kog puta 1 cm. Spektri su
snimani u puferovanim rastvorima proteina, na sobnoj temperaturi, prate¢i emisiju
zraCenja od 315 nm do 450 nm. Talasna duzina ekscitacije je bila 295 nm, kako bi se
izbegla ekscitacija tirozinskih ostataka u enzimu.

3.2.6. Elektronska paramagnetna rezonatna (EPR) spektroskopija

9.4 GHz (X bend) EPR spektri polioksovolframata su snimljeni na Bruker Elexsys-II
EPR spektrometru sa Oxford Instruments ESR900 helijumskim kriostatom na 100 K.
Parametri snimanja su bili: mikrotalasna snaga 3,2 mW, modulaciona frekvencija 100
kHz, modulaciona amplituda 10 G. Uzorci su snimani u kvarcnim kivetama (Wilmad-

Lab Glass, USA). Spektri su analizirani koriS¢enjem Bruker Xepr software-a.
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3.2.7. Ostala laboratorijska oprema

Analiticka vaga Mettler 1 tehnicka vaga Mettler su koriS¢ene za odmeravanje. Za
meSanje uzorka pri konstantnoj temperaturi kori$¢ena je mehani¢ka mesalica Orbital
Shaker-Incubator ES-20, Grant-bio dok je u ostalim slu¢ajevima koris¢ena magnetna
mesalica VELP scientific. Za merenje pH vrednosti rastvora koris¢en je pH metar
Metrohm 713 sa kombinovanom elektrodom, a za homogenizovanje tkiva homogenizer

rucno izraden na Institutu za hemiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.
3.3. Priprema rastvora kompleksa zlata(ll1) i polioksovolframata

Kao osnovni rastvori kompleksa zlata(l1T) kori$¢eni su rastvori u DMSO koncentracije
1x102 M koji su nakon pripreme uvani u zamrzivau na -20 °C. Radni rastvori su
pripremani razblazivanjem osnovnih rastvora vodom do Zeljenih koncentracija. Osnovni
rastvori polioksovolframata koncentracije 1x10% M su pripremani u vodi neposredno

pre eksperimenta 1 razblazivani do Zeljene koncentracije.
3.4. Priprema rastvora enzima

U svim eksperimentima su kori§¢eni sveZze pripremljeni osnovni rastvori enzima u
odgovarajuéem puferu. Osnovni rastvor Na'/K*-ATPaze je rastvor preparata u 50 mM
TRIS-u, pH 7,4, koncentracije 5mg/ml. Procenat Na*/K*-ATPaze u preparatu je prema
specifikaciji proizvodac¢a bio 14,4 %. Za izra¢unavanje molarne koncentracije Na'/K"-
ATPaze je koris¢ena molekulska masa off monomera od 156626,89 Da dobijena na
osnovu aminokiselinske sekvence iz 4HQJ strukture u PDBu. Za komercijalne preparate
uz koje nije dobijena specifikacija proizvoda, koncentracija Na*/K*-ATPaze je odredena
koriste¢i Markweel-ovu [123] metodu koja predstavlja modifikovanu Lowry metodu
[124]. Za fluorescentna merenja bilo je neophodno dovesti Na'/K*-ATPazu u stanja
analogna E1 ili E2P konformacijama, sto je postignuto dodavanjem 1 M rastvora NaCl
ili KCI u enzimski rastvor do finalne koncentracije od 100 mM, redom [125]. Osnovni
rastvor AChE u fosfatnom puferu, pH 8, specificne aktivnosti 2 IU/mg preparata je

koriS¢en za enzimki test i fluorescentna merenja. Prema specifikaciji proizvodaca
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preparat AChE je sadrzao 63 % cistog enzima. Koncentracija AChE u osnovnom
rastvoru je dobijena koriste¢i molekulsku masu jednog off monomera, 70000 Da

dobijenu na osnovu aminokiselinske sekvence 1C2B iz PDB stukture.
3.5. Odredivanje particionog koeficijenta

Vrednosti particionog koeficijenta, odnosno njegovog logaritma, odredene su tzv.
shake-flask metodom (metodom muckanja u bocici) koriS¢enjem standardnog
dvofaznog sistema n-oktanol/dejonizovana voda 1 merenjem apsorbancije na
maksimumu apsorpcije u vodenoj fazi kako bi se odredila koncentracija ispitivanog
jedinjenja u njoj [126]. Smesa voda/n-oktanol u zapreminskom odnosu 50:50, je meSana
24 h na 25° C na 250 rpm kako bi se rastvori saturisali. 60 pL osnovnog rastvora
kompleksa zlata(Ill) koncentracije 1x10? M u DMSO je dodato prethodno saturisanoj
smes§i voda/n-oktanol pri &emu su finalne koncentracije kompleksa bile 1x10™ M.
Osnovni rastvori POM koncentracija 1x102M su pravljeni u vodi i 60 pL ovih rastvora
je dodato u 6 ml saturisane smeSe voda/n-oktanol kako bi njihova finalna koncentracija
bila 1x10™ M.

Dobijeni rastvori su bili mesani koriste¢i mehani¢ku mesalicu na 25 °C, 30 min na 250
rpm, zatim su bili centrifugirani na 3000 rpm 20 min kako bi bila omogucena potpuna
separacija faza. Nakon toga merena je apsorbancija na maksimumu apsorbancije (Amax) U
vodenoj i organskoj fazi za svako od ispitivanih jedinjenja. Koncentracija ispitivanih
jedinjenja je odredena iz standardne prave, odnosno linearne zavisnosti Ajm. 0d

koncentracije ispitivanog jedinjenja (Prilog Slike P1 i P2).
Logaritam vrednosti particionog koeficijenta (log P) je izraGunat prema jednacini (7):

logP = log (EM (7

X Voktnol
gde je P particioni koeficijent, y koncentracija ispitivanog jedinjenja u smesi n-

oktanol/voda (1x10™ M), x koncentracija ispitivanog jedinjenja u vodi, Viyega zapremina

vodene faze i Vokianol ZaPremina organske faze.
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3.6. Izolovanje sinaptozoma iz mozga pacova

U eksperimentima su koriS¢eni muZjaci pacova soja Wistar albino starosti 90 dana,
tezine 300-350gr. Zivotinje su gajene u vivarijumu Instituta za nuklearne nauke
»vinc¢a“, Univerziteta u Beogradu pod standardnim laboratorijskim uslovima
(temperatura od 22 °C i vestacko osvetljenje od 7-19 h) i imale su slobodan pristup
hrani i vodi. Eksperimentalne procedure su sprovedene u skladu sa Eti¢ckim komitetom
za koriS¢enje laboratorijskih zivotinja Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca“, koji prati
upustva registrovanog ,,Srpskog drustva za koriSéenje zivotinja u istrazivanju i
obrazovanju* dozvola broj 323-07-04610/2016-05. U jutarnjim ¢asovima pacovima je
intraperitonalno injektiranja anestezija ketamin/ksilazin (100/5 mg/kg) i transkardijalno
perfundovana krv fizioloskim rastvorom, nakon ¢ega su Zrtvovani dekapitovanjem
pomocu giljotine (Hardvard Apparatus). Celi mozgovi su odmah nakon toga izvadeni i
isprani (10 ml hladne puferisane 0,32 M saharoze, pH 7,4 ) a zatim i homogenizovani u
10 ml hladne puferisane 0,32 M saharoze, pH 7,4 pomocu staklenog homogenizera sa
teflonskim klipom. Brzina homogenizacije je bila 900 rpm, sa dvadeset zaveslaja
tuckom. Sve faze izolovanja sinaptozoma radene su na ledu (4 °C). Tkivo je nakon
homogenizacije centrifugirano na 1000%g u centrifugi Sorvall, ¢ime su staloZena jedra.
Dobijeni supernatant je odliven i ostavljen na ledu dok se talog morao isprati jo$
nekoliko puta sa 10 ml hladne puferisane 0,32 M saharoze i centrifugirati na isti nacin.
Nakon svakog zavrSenog centrifugiranja, supernatant se odlivao i1 spajao sa ranije
dobijenim supernatatom. Spojeni supernatanti, koji sadrze sinaptozome (presinapticke
nervne zavrsetke), su zatim bili centrifugirani 20 minuta na 10000xg (ultracentrifuga)
na 4 °C. Talog dobijen na ovaj nacin predstavlja nepreciS¢enu sinaptozomalnu frakciju
u kojoj se nalaze sinaptozomi, mitohondrije i membranski fragmenti [127,128].

Talog nepreciS¢enih sinaptozoma je resuspendovan u 3 ml puferisane 0,32 M saharoze 1
tretiran odgovaraju¢im koncentracijama ispitivanih jedinjenja tokom 1,5 h na 37 °C.
Neposredno nakon tretmana, odredivana je aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH) u
uzorcima sinaptozoma, dok je ostatak tretiraninih i netretiranih suspenzija (kontrola)
¢uvano na temperaturi od —70 °C za odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima,

sadrzaja malondialdehida i koncentracije proteina.
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3.7. Kulture limfocita

Uzorak krvi je dobijen od zdravog donora, starosti 35 godina, nepusaca u zdravstvenoj
ustanovi u skladu sa vaze¢im medicinskim 1 etiCkim regulativama Republike Srbije
[129]. Krv je uzeta venepunkcijom, u vakutanere sa heparinom kao antikoagulansom.
Alikvoti od 0,5 ml heparinizirane krvi su zasadeni u 4,5 ml hranljivog medijuma za
kulturu ¢elija (PB-max karyotyping medium). Postavljeni su setovi ¢elijskih kultura u
koje su dodate odgovarajuc¢e zapremine ispitivanih jedinjenja (kompleksa Auoxo6,
Auzphen, AubipyC, WSIA i WPA) kako bi se postigle odgovarajuce finalne
koncentracije. Sve kulture limfocita postavljene su u triplikatu. Netretirani uzorci sluzili

su kao kontrola.

3.8. Enzimski testovi

3.8.1. Ispitivanje Na'/K*-ATPaze

3.8.1.1. Odredivanje aktivnosti Na'/K"-ATPaze

Aktivnost Na'/K'-ATPaze je odredena po modifikovanoj metodi autora Seals i
saradnika [130], pracenjem promene koncentracije ortofosfata koji se oslobada tokom
enzimske hidrolize ATP. U 50 pl inkubacione smese, koja sadrzi 50 mM TRIS-HCI pH
7,4, 5 mM MgCl;, 100 mM NaCl i 20 mM KCI je dodano 50 pl komercijalnog
enzimskog preparata koncentracije 5 mg/ml 1 50 pl rastvora ispitivanog kompleksa
Au(Ill) odgovarajuce koncentracije. SmeSa je preinkubirana 10 minuta u vodenom
kupatilu na temperaturi od 37 °C, nakon ¢ega je dodno 20 ul 20 mM ATP kako bi se
zapocela enzimska reakcija. Nakon isteka vremena inkubacije (10 minuta), takode na 37
°C, reakcija je zaustavljena dodavanjem 22 pl 3 M hladne perhlorne kiseline i drzanjem
na ledu. U slepoj probi inkubaciona smesa nije sadrzala Mg?* Na* i K* jone, ve¢ samo
enzim u TRIS puferu, pH 7,4. Finalna zapremina reakcione smese je iznosila 200 ul, i
postizana je dodavanjem odgovaraju¢e zapremine dejonizovane vode. U reakcionu
smeSu, koja sadrzi ortofosfat i ADP, koji su oslobodeni tokom hidrolize ATP

katalitickim delovanjem Na'/K*-ATPaze, dodato je 4,5 ml vode.
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Koncentracija oslobodenog ortofosfata odredena je bojenom reakcijom koriste¢i 200 pl
0,2 M amonijum-molibdata ((NH4)sM07024 x 4 H,0) u 30 % sumpornoj kiselini i dve
kapi 2,5 % rastvora SnCl, u glicerolu. Aktivnost ATPaze je proporcionalna apsorbanciji
formiranog rastvora plave boje, koja je merena na 690 nm. Aktivnost enzima je izraZena
kao relativna enzimska aktivnost (REA), koja predstavlja procenat preostale aktivnosti
Na'/K*-ATPaze u odnosu na aktivnost bez dodatog inhibitora (kontrolne vrednosti).

3.8.1.2. Kineti¢ke studije

Kineticka merenja su izvedena po modifikovanoj Philips metodi [131] koristeci
komercijalni enzim. Eksperimentalno su merene pocetne brzine enzimski katalizovane
reakcije hidrolize ATP do neorganskog fosfata u istom inkubacionom medijumu u
funkciji razli¢itih koncentracija (0,1 — 5 mM) supstrata (ATP). Merenja su uradena u
odsustvu (kontrola) i prisustvu kompleksa zlata(l1l). Odabrane koncentracije kompleksa
bile su bliske prethodno odredenim ICsy vrednostima za dati kompleks. Vreme
inkubacije je bilo 2 minuta.Vrednosti maksimalne brzine (V) i Michaelis Menten-ove
konstante (Km) su odredene linearnim fitom eksperimentalnih tacaka na Lineweaver—
Burk-ovom grafiku i izrazene kao pmolPi/h/mg proteina i mM, redom. Koncentracija

oslobodenog fosfata odredena je iz standardne prave za fosfate (Slika P3).

3.8.2. Odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze

Aktivnost AChE je merena modifikovanom Ellman-ovom metodom [132], 10 pul
komercijalnog enzimskog preparata (2 1U/ml) je dodano u 50 mM fosfatnog pufera, pH
8. Enzim je inkubiran sa razli¢itim koncentracijama ispitivanih polioksometalata tokom
10 minuta na 37 °C. Enzimska reakcija je startovala dodatkom supstrata, 10 ul 0,075 M
acetiltioholin-jododa (ASChI) u kombinaciji sa reagensom za bojenje, 20 pl 0,1 mM
DTNB. Proizvod enzimske reakcije, tioholin-jodid i DTNB daju jedinjenje zute boje, 5-
tio-2-nitrobenzoevu kiselinu, ¢ije je nastajanje prac¢eno spektrofotometrijski na 412 nm.
Enzimska reakcija je zaustavljana sa 50 pl 0,01 M SDS. Vreme inkubacije na 37 °C,
odnosno enzimske reakcije, je bilo 12 minuta (vizuelno je prac¢eno nastajanje Zute boje)

u zavisnosti od aktivnosti enzima u ispitivanom uzorku. Ukupna zapremina reakcione
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smese je bila 700 ul. Slepa proba nije sadrzavala enzim. Aktivnost AChE je izrazena
kao relativna enzimska aktivnost (REA), koja predstavlja procenat preostale aktivnosti
AChE u odnosu na aktivnost bez dodatog inhibitora. Svi eksperimenti su radeni u

triplikatu.

3.8.3. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) je merena esejom koji prati degradaciju H,O, [133]. 50 ul
suspenzije sinaptozoma je dodato u kvarcnu staklenu kivetu na sobnoj temperaturi, koja
je sadrzavala 2,97 ml 50 mM fosftanog pufera u 0,4 mM EDTA. Dodatak 30 ul 3 %
H,0O, u reakcionu smesu je predstavljao poc¢etak enzimske reakcije. Pracena je promena,
odnosno smanjenje vrednosti apsorbancije, usled enzimske degradacije H,O,, na 240
nm tokom 3 — 5 minuta. Aktivnost katalaze je izrazena kao % aktivnosti katalaze u
odnosu na aktivnost netretiranog uzorka (kontrola). Aktivnost kontrolnog uzorka je
100%.

3.8.4. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Za merenje aktivnosti glutation peroksidaze (GPx) bilo je potrebno najpre pripremiti
reakcionu smesu koja je sadrzavala: 8,9 ml fosfatnog pufera, pH 7 (50 mM NaH,PO, +
0,40 mM EDTA), 50 ul 200 mM GSH, 1 mg B-NADPH i 100 ul 100 jedinica/ml
glutation reduktaze iz pekarskog kvasca (Sacharomyces cerevisiae). U kvarcnu staklenu
kivetu (sobna temperatura) je dodato 3 ml reakcione smeSe i 0,3 ml uzorka
sinaptozoma. Kiveta je smesStena u spektrofotometar, a zatim je zapoceta enzimska
reakcija dodatkom 50 ul 0,042 % H,0, (A240 = 0,52 - 0,56). Pad vrednosti apsorbancije
je pracen (A = 340 nm) sa vremenom oko 5 min tj. do prestanka promene. AKtivnost
GPx je izrazena kao % aktivnosti enzima u odnosu na aktivnost netretiranog uzorka

(kontrola). Aktivnost kontrolnog uzorka se uzima da je 100 % [134].
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3.8.5. Odredivanje aktivnosti laktat dehidrogenaze

Promena aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH) je merena pracenjem smanjenja
apsorbancije na 340 nm. U reakcionu smesu koja je sadrzavala: 2,8 ml 0,2 M pufera
TRIS-HCI, pH 7,3, 0,1 ml 6,6 mM NADH u istom puferu i 0,1 ml 30 mM natrijum-
piruvata je dodato 0,1 ml uzorka sinaptozoma. Odmah nakon dodavanja uzorka, merena
je promena apsorbancije uzorka na 340 nm tokom 4 — 5 minuta, odnosno do
stabilizacije njene vrednosti. Jedan od uzoraka sinaptozoma je tretiran sa 0,1%
rastvorom tritona X (finalna koncentracija) koji razara ¢éelijske membrane. Vrednost
aktivnosti LDH u prisustvu tritona X je uzeta kao maksimalna i predstavlja referentnu
vrednost (100 %) sa kojom je poredena aktivnost enzima izmerena u analiziranim
uzorcima sinaptozoma. Aktivnost LDH je izrazena kao % aktivnosti LDH u odnosu na

aktivnost uzorka tretiranog 0,1% rastvorom tritona X [135].

3.8.6. Odredivanje sadrZzaja malondialdehida

Sadrzaj malondialdehida (MDA) u uzorcima sinaptozoma je odreden koriS¢enjem
tiobarbiturnog eseja [136]. U 500 ul uzorka je dodato 500 ul 25 % HC11i 500 ul 1 %
tiobarbiturne kiseline u 50 mM NaOH. SmesSa je zagrevana 10 minuta u klju¢alom
vodenom kupatilu, a zatim ohladena do sobne temperature. Ekstrakcija je radena
dodatkom 3 ml 1-butanola dodatkom u svaki od uzoraka i snaznim muckanjem na
vorteksu u toku 30 s. Kako bi se odvojile organska od vodene faze, uzorci su bili
centrifugirani 10 minuta na 2000xg u centrifugi Sorvall. Spektrofotometrijskim
merenjem apsorbancije organske faze (gornji sloj) na 532 nm je odreden sadrzaj MDA.
Slepe probe su sadrzavale 50 mM NaOH umesto tiobarbiturne kiseline, i pripremane se
za svaki uzorak posebno. Vrednosti sadrzaja MDA su izrazene kao nmol MDA / mg
proteina, a odredene na osnovu izmerene vrednosti apsorbancije i molarnog

apsorpcionog koeficijenta formiranog kompleksa MDA-tiobarbiturna kiselina.
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3.9. Ispitivanje genotoksi¢nosti

3.9.1. Citokinezis-blok mikronukleusni test

Za odredivanje ucestalosti mikronukleusa u ljudskim limfocitima raden je citokinezis-
blok mikronukleusni test (CB MN test) [120]. Kulture limfocita su gajene 72 h na 37
°C, od Cega poslednjih 28 h u prisustvu citohalazina B finalne koncentracije 4 pg/mL.
Nakon toga Celije su isprane blagim hipotoni¢nim rastvorom (0.56 % KCI : 0.9 % NacCl,
1:1), a zatim fiksirane u McCarnoy fiksativu (metanol: glacijalna sircetna kiselina, 3:1)
3-4 puta. Izmedu svakog koraka celije su centrifugirane 10 min na 1800 rpm, a
supernatant aspiriran. Preparati su pravljeni nakapavanjem celijske suspenzije na
mikroskopska predmetna stakla. Na vazduhu osuSeni preparati su obojeni 2%-tnim
rastvorom alkalne Gimze. Analizirano je najmanje 1000 binukleusnih celija, tj. éelija
koje su prosle deobu, po uzorku upotrebom Axiolmager A1 mikroskopa na uveli¢anju
400x ili 1000, kako bi se procenio procenat ¢elija sa mikronukleusima. Ugestalost
mikronukleusa na 1000 binukleusnih ¢elija je izraCunata na osnovu odredenog broja

mikronukleusa u binukleusnim ¢elijama.

3.9.2. Citokinezis-blok proliferativni indeks

Proliferativni potencijal Celija in vitro procenjen je izraCunavanjem citokinezis-blok

proliferativnog indeksa (CBPI) [122]. CBPI je izracunat prema sledec¢oj formuli:
CBPI=MI+2MI1I+3[MI1I+MIV]/N (8)
gde MI — MIV predstavljaju broj ¢elija sa jednim, dva, tri, odnosno Cetiri jedra, a N
predstavlja ukupan broj prebrojanih ¢elija.

Za odredivanje CBPI koriS¢eni su isti preparati na kojima je izvrSena analiza

mikronukleusa, upotrebom Axiolmager A1 mikroskopa na uveli¢anju 400x.
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3.10. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina koriS¢ena je Markweel-ova metoda [123] koja
predstavlja modifikovanu Lowry metodu [124] adaptiranu za analizu membranskih
proteina bez prethodne solubilizacije i ekstrakcije lipida, kao i za analizu uzoraka koji
sadrze saharozu i EDTA.

Za odredivanje koncentracije proteina u 890 ul vode je dodato 10 ul ispitivanog uzorka.
Slepa proba je umesto uzorka sadrzavala vodu. U sve uzorke je nakon toga dodavan 0,1
ml 1 M NaOH i rastvori su nakon toga ostavljeni na sobnoj temperaturi 10 min. Nakon
isteka ovog vremena dodato je 2 ml reagensa koji sadrzi 4% CuSO4 i smeSu 2%
Na,COs3, 0,16% Na,K-tartarata (C4H4sKNaOg) i 1% SDS, u odnosu 1:100. Posle 15
minuta u ispitivane uzorke je dodato 0,3 ml Folin & Ciocalteu reagensa, prethodno
razblazenog sa vodom u odnosu 1:1, nakon ¢ega su rastvori ostavljeni na sobnoj
temperaturi kako bi se razvila zelena boja. Apsorbancija rastvora je merena nakon 40
minuta na 750 nm. Koncentracija proteina se oCitava iz standardne prave, na osnovu
vrednosti izmerene apsorbancije. Standardna prava predstavlja linearnu zavisnost
izmerenih apsorbancija na 750 nm od poznatih koncentracija proteina govedeg serum
albumina (BSA) (Prilog Slika P4).

3.11. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada je uradena za eksperimente koji su se odnosili na odredivanje
genotoksi¢nosti. Svi eksperimenti su radeni u triplikatu. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost tri merenja, koja predstavlja aritmeticku sredinu vrednosti
pojedinac¢nih merenja. Odstupanja od srednje vrednosti su predstavljena kao standardne
devijacije srednje vrednosti (= S.E.M.). Za statisticku obradu vrednosti ucestalosti
mikronukleusa u binukleusnim ¢elijama i indeksa celijske proliferacije u tretiranim
kulturama celija koris¢eni su Studentov t-test i Produkt-Moment i parcijalne korelacije,
softverski paket Statistics, verzija 6 Microsoft Windows. Vrednosti p < 0,05 su

smatrane znacajnim.
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3.12. Teorijski proracuni (molekulsko modelovanje)

Optimizacija geometrije ispitivanih kompleksa zlata(lll), adenozintrifosfata (ATP),
WSIA i WPA je uradena wbh97xd metodom, uz kori$¢enje def2-TZVP bazisa za sve
atome, a za zlato i volfram je koriséen i pseudo-potencijal. Vibracione frekvencije su
izraCunate na istom nivou teorije za sve optimizovane strukture, kako bi se potvrdila
priroda odredenih minimuma. Imaginarne frekvencije nisu nadene, Sto znaci da
struktura predstavlja minimum. Za kvantno-hemijske proracune je koris¢en Gaussian09
program [137].

Za potrebe molekulskog modelovanja, kristalne strukture Na*/K*-ATPaze (PDB kodovi
4HQJ 1 2ZXE) i kristalna struktura AChE (PDB kod 1C2B) su preuzete iz proteinske
baze podataka (PDB, Protein Data Bank, eng.). Molekuli vode, zajedno sa svim drugim
ligandima, su uklonjeni iz strukture, a dobijene strukture proteina su koriS¢ene kao
model sistem za enzime. Optimizovane strukture ispitivanih jedinjenja i strukture
proteina su pripremljene za molekulsko modelovanje u AutoDockTools programu,
dok su kalkulacije radene u AutoDock programu [138,139]. Sistem je podeSen tako da
su svi proteinski ostaci rigidni dok su neke jednostruke veze podesene da budu rotabilne.
Molekulsko modelovanje je uradeno na samo jednoj kutiji (prostoru odredenih
dimenzija), u kojoj se moze smestiti ceo ispitivani protein, a u kojoj je smeSten 1 ligand,

s tom razlikom §to ligand ima slobodu kretanja za vreme molekulskog modelovanja.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Interakcija kompleksa zlata(111) sa Na'/K*-ATPazom

Kompleksi zlata pokazuju znacajne antiproliferativne efekte ka tumorskim celijskim
linijama na koje je cisplatin rezistentan [35]. Jedan od mehanizama kojim ovi kompleksi
zlata(l11) ostvaruju svoj antiproliferativni efekat je inhibicija aktivnosti enzima bogatih
cisteinskim ostacima, kao $to su tioredoksinreduktaza [140,141], glutationtransferaza
[142] cistein proteaza [143] i Na'/K*-ATPaza [69,70]. Imajuéi u vidu ovu &injenicu,
interakcija izmedu kompleksa zlata(I11) i Na*/K*-ATPaza kao njihove potencijalne mete
je ispitana detaljnije koriste¢i razlicite spektroskopske metode u kombinaciji sa

molekulskim modelovanjem.

4.1.1. Stabilnost kompleksa zlata(lll) na pH 7,4

Strukture ispitivanih kompleksa zlata(IIT) kori$¢enih u ovoj studiji prikazane su na Slici
2 u Poglavlju 1.1.1. Stabilnost binuklearnih kompleksa u rastvoru koji sadrzi 50 mM
TRIS-HCI, pH 7,4, 100 mM NaCl, 20 mM KCI i 5 mM MgCl; je pracena snimanjem
UV/VIS spektara u toku vremenskog perioda od 24 h na temperaturi od 25°C. Dobijeni

apsorpcioni spektri binuklearnih kompleksa su prikazani na Slici 18.
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Slika 18. Apsorpcioni spektri 1 x 10° M AubipyC (a); Auoxo6 (b) i Auyphen (c) u
rastvoru 50 mM TRIS-HCI (pH 7,4), 100 mM NaCl, 20 mM KCI i 5 mM MgCl,

snimani u toku 24 h.

Sa Slike 18a se moze videti da se apsorpcioni spektar kompleksa AuzbipyC ne menja sa
vremenom, $to ukazuje da je ovaj kompleks stabilan u duZzem vremenskom periodu. U

apsorpcionim spektrima kompleksa Auoxo6 (Slika 18b) i Auyphen (Slika 18c) mogu se

53



uociti spektralne promene nakon 6 h. Za Auoxo6 (Slika 18b) je primeéeno smanjenje
intenziteta apsorpcionog maksimuma na 323 nm i 339 nm, i pojava novog maksimuma
na 287 nm posle 1 h. Kod kompleksa Au,phen je evidentno da apsorpcioni maksimum
na 274 nm i rame na 282 nm podlezu hipsohromnom i batohromnom pomeranju, redom.
Ove promene u apsorpcionim spektrima ispitivanih binuklearnih kompleksa ukazuju na
vremenski zavisnu hemijsku transformaciju kompleksa pri fizioloskim uslovima. U
ispitivanim uslovima dolazi do redukcije Au(lll) do Au(l), koja vodi do cepanja okso
mosta uz istovremeno otpustanje liganda [43,144]. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da su binuklearni kompleksi stabilni u intervalu do 6 h, Sto je dovoljno za
ispitivanje njihovog uticaja na odabrani enzim. Ispitivanje stabilnosti mononuklearnih

kompleksa je pokazalo da su i oni stabilni pri fizioloskim uslovima u toku 72 h [70].

4.1.2. Particioni koeficijent kompleksa zlata(l11)

Lipofilnost nekog jedinjenja, koja se izraZzava kao logaritam particionog koeficijenta
(logP) je osobina koja uti¢e na vazne fizioloSke osobine datog jedinjenja, kao §to su
transport kroz membranu kao i na njegovu interakciju sa odredenim vezivnim mestima
na biomolekulima.

Logaritam particionog koeficijenta je odreden za svih Sest kompleksa zlata(lll) na
temperaturi od 25°C u konvencionalnom dvofaznom sistemu n-oktanol/dejonizovana
voda, koris¢enjem standardne shake-flask metode (metoda muckanja u bocici) [126].

Dobijene srednje logP vrednosti za tri merenja su prikazane u Tabeli 1.
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Tabela 1. Vrednosti particionog koeficijenta ispitivanih kompleksa zlata(lll).

Kompleks zlata(lll) logP

AubipyOH -1,98
AubipyC -0,78
Aupy(OAC); 0,38
Auoxo6 -0,82
Auzphen -0,55
AuzbipyC -1,03

Na osnovu strukture ispitivanih jedinjenja 1 dobijenih vrednosti za logP moze se

zakljuciti da polarnost kompleksa zlata(lll) raste u nizu:
Aupy(OAC), < Augphen < AubipyC<Auoxo6 ~ AubipyC < Aubipy(OH),.

Vecoj polarnosti kompleksa Aubipy(OH), i AubipyC u odnosu na ostale komplekse
zlata(lll) doprinosi prisustvo polarne -OH grupe koja moze ucestvovati u gradenju
vodoni¢nih veza. Dobijene vrednosti logP za ispitivane komplekse zlata(lll) leze u
optimalnom opsegu particionog koeficijenta (-2 < log P < 2) neophodnog za lako
prolazenje kroz lipidni dvosloj ¢elijske membrane 1 selektivnu akumulaciju ove vrste
jedinjenja u ¢elijama tumora [145]. Pored pogodne lipofilnosti, ovi kompleksi poseduju
I pozitivno naelektrisanje koje ih usmerava ka mitohondrijama gde se akumuliraju u
znacajno vecoj koncentraciji nego u citosolu, zbog velikog mitohondrijskog

membranskog potencijala, A%, proizvedenog u respiratornom ciklusu [146].

4.1.3. Teorijski proracuni dipolnog momenta, raspodele naelektrisanja, povrsine i

zapremine kompleksa zlata(l11)

Dalje proucCavanje ispitivanih kompleksa baziralo se na teorijskim proracunima za
procenu dipolnog momenta, raspodele naelektrisanja u kompleksima kao i na
prora¢unima za procenu njihove ukupne povrsine i zapremine.

Proracuni za procenu dipolnog momenta ispitivanih kompleksa radeni su na

optimizovanim strukturama kompleksa, a dobijene vrednosti su prikazane u Tabeli 2.
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Generalno, celokupna struktura ispitivanih kompleksa zlata(lll) je rigidna, izuzev
rotabilnih metil grupa i hidrokso i acetato liganada u mononuklearnim kompleksima.
Vazno je napomenuti da iako su -CHj grupe tretirane kao rotabilne, njihove
konformacije nemaju veliki uticaj na dipolni momenat kompleksa. S druge strane,
CH3COO- i -OH ligandi imaju znacajni uticaj na gore pomenuti parametar, naro¢ito

orijentacija -OH liganda.

Tabela 2. Izra¢unate vrednosti dipolnog momenta, zapremine i povrSine ispitivanih

kompleksa zlata(lll).

Kompleks zlata(l11) Dipolni momenat (D)  Zapremina (A®) Povrsina (A%)
Aubipy(OH), 594,99 1951 222.2
AubipyC 589,37 298,1 315,9
Aupy(OAC), 13,16 322,9 350,0
Auo0x06 5,89 409,3 395,8
Auzphen 511 445,1 420,2
AuzbipyC 19,99 588,9 4938

Kao Sto se iz Tabele 2 moze videti vrednosti izracunatih dipolnih momenta ispitivanih

kompleksa rastu u nizu:
Auzphen < Auoxo6< Aupy(OAC),< AuzbipyC < AubipyC ~ Aubipy(OH),

U poredenju sa drugim grupama (vezama) u ispitivanim kompleksima, najvec¢i doprinos
dipolnom momentu poti¢e od -OH grupa, pa orijentacija njihovih dipola u prostoru u
velikoj meri doprinosi ukupnom dipolnom momentu kompleksa. Orijentacija dipolnih
momenata u optimizovanim strukturama ispitivanih kompleksa je takva da je kod
Aubipy(OH), on najveci, jer je polozaj -OH grupa takav da dovodi do superpozicije
dipolnih momenata ovih grupa. S druge strane, orijentacija polarnih grupa u kompleksu
Aupy(OAc), omogucava da ovaj kompleks ima najnize vrednosti dipolnog momenta za

mononuklearne komplekse.
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Strukture binuklearnih kompleksa Auoxo6 i Auzphen su jako rigidne, i ne sadrze
rotabilne veze koje bi mogle da izazovu promene dipolnog momenta, pa izracunate
vrednosti dipolnih momenata dobro opisuju trend polarnosti kompleksa. Vrednost
dipolnog momenta optimizovane strukture kompleksa Au,bipyC je nesto veca usled
prisustva dve rotabilne Au-O veze, ¢iji se dipoli medusobno ne ponisStavaju.

Treba napomenuti da su vrednosti dipolnih momenata dobijene uzimajuéi energetski
najpovoljniju konformaciju datog jedinjenja tj. konformaciju sa najnizom energijom.
Dobro poznata Cinjenica je da vrednost ovog parametra u rastvoru varira sa prostornom
orijentacijom polarnih rotabilnih veza ili grupa u jedinjenju, pa su stoga
eksperimentalno dobijene vrednosti parametra logP prihvatljivije za opisivanje
polarnosti jedinjenja.

Slika 19 predstavlja rezultate proracuna za raspodelu NPA naelektrisanja (Natural
Population Analysis, eng.) [147]. Zelena boja odgovara atomima sa pozitivhim
parcijalnim naelektrisanjem, a u ovom slucaju to su atomi H i joni Au. Pojava
elektronegativnog N atoma u aromaticnom prstenu i njegovo koordinativho vezivanje
za jon Au dovodi do perturbacije elektronske gustine unutar aromati¢nog liganda,
rezultujuci pozitivnim naelektrisanjem na C atomima. Naravno i pored ovog pomeranja
elektronske gustine, neki C atomi zadrZavaju negativno parcijalno naelektrisanje
(crveno obojeni atomi na Slici 19), koje se javlja i na N i O atomima. Takode se sa Slike
19 moZe zakljuciti da joni Au imaju najpozitivnije vrednosti naelektrisanja, dok su
atomi O kao i atomi C iz metil grupa najnegativniji.

Teorijskim proracunima izraCunate su i van der Waals-ove povrSine i zapremine
ispitivanih kompleksa zlata, a dobijene vrednosti su prikazane u Tabeli 2. PovrSina i

zapremina ispitivanih kompleksa rastu u smeru:

Aubipy(OH), < AubipyC < Aupy(OAC), < Auoxob < Auzphen < Au,bipyC.

Ovo ukazuje na trend porasta moguénosti interakcija sa ve¢im brojem aminokiselinskih
ostataka i posledicno vece vrednosti energija vezivanja za dati enzim. Medutim, treba
napomenuti da na energiju vezivanja uticu 1 sterni faktori, pa treba ocekivati da ¢e ove
energije biti nize kod jako voluminoznih kompleksa (Au,bipyC) nego kod onih kod

kojih je vezivanje za protein sterno olakSano (planarna geometrija kompleksa Auoxo6 i
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Augphen). Kako su ligandi u ispitivanim kompleksima uglavnom aromati¢ne prirode,
treba oCekivati da grade interakcije n-tipa (XH/x interakcije i - « steking inetrakcije), i

da ¢e ove interakcije biti zastupljenije od vodonic¢nih veza.
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Slika 19. Distribucija NBO (Natural Bond Orbital, eng.) naelektrisanja za komplekse
Aubipy(OH),, Aupy(OAc),, AubipyC, Auoxo6, Auphen, i AuybipyC (pozitivno

parcijalno naelektrisanje - zelena boja; negativno parcijalno naelektrisanje - crvena
boja).

59



4.1.4. Inhibicija Na*/K*-ATPaze

Mononuklearni kompleksi zlata(Il1) inhibiraju Na'/K*-ATPazu ve¢ pri mikromolarnoj
koncentraciji [70]. Binuklearni kompleksi, Au,bipyC i Auoxo6 predstavljaju dimerne
oblike ranije ispitanih mononuklearnih kompleksa i realno je bilo ocekivati da ¢e zbog
sinergijskog delovanja dva Au(lll) centra pokazivati prednosti u odnosu na
mononuklearne komplekse, inhibirajué¢i aktivnost datog enzima sa nizim ICsp
vrednostima. S tim ciljem je ispitan uticaj ovih kompleksa zlata(l11) na enzim, Na*/K*-
ATPazu u oblasti koncentracija kompleksa od 1 x 10® — 1 x 10" M. Relativna enzimska
aktivnost (REA), izraZzena kao procenat preostale aktivnosti Na'/K*-ATPaze u odnosu
na aktivnost enzima bez dodatog inhibitora (kontrolna vrednost) predstavljena je u
funkciji koncentracije dodatog inhibitora (Slika 20). Dobijena zavisnost je fitovana

sigmoidalnom funkcijom prema jednacini (9):

REApax—REARin

1+ ([lg]]so)p

gde je [I] koncentracija dodatog inhibitora a [IC]so koncentracija inhibitora koja dovodi

REA = + REAip 9)

do smanjenja enzimske aktivnosti za 50%, p je Hill-ov koeficijent, REAmax | REAmn
maksimalna odnosno minimalna enzimska aktivnost. Ovako dobijeni parametri

inhibicije su prikazani u Tabeli 3.
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Slika 20. Inhibicija Na'/K*-ATPaze binuklearnim kompleksima zlata(lll). Umetnuti

grafik: Hill-ova analiza inhibicione krive.

Parametri inhibicije su takode dobijeni i Hill-ovom analizom [148] inhibicione krive

prema jednacini (10):

REA
log (100_REA) = —nlog[I] + nlogICs, (10)

a dobijeni rezultati su prikazani na umetnutom grafiku na Slici 26 i u Tabeli 3. Nagib n
u jednacini (10) predstavlja Hill-ov koeficijent, koji ukazuje na stepen kooperativnosti

reakcije.
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Tabela 3. Parametri inhibicije Na'/K*-ATPaze (vrednosti ICso i Hill-ov koeficijent, n)

kompleksima zlata(l11) dobijeni fitovanjem sigmoidalne krive i Hill-ovom analizom.

Sigmoidalni fit Hill-ova analiza
Kompleks
IC501 M |C50, M n
Auox06 6 (1,39 +0,05) x 10°® 2,12 40,05
(1,40 £ 0,07) x 10
AubipyC 1,06 + 0,05) x 10°® 1,84 +0,01
2DIpY (1,09 = 0,02) x 10° ( )
Auphen 1,90 +0,10) x 10°®
2p (2.04+027) x 10° ( ) 2,04 £0,24
Aubipy(OH), [70] / (3,50+0,10) x 10° 1 100,20
AubipyC [70] / (7,30 + 0,10) x 10°® 1,60 +0,30
Aupy(OAc) [70] / (7,60 £ 0,10) x 10°® 1,60 0,40

/ - literaturno nedostupni podaci

Kao $to se vidi iz Tabele 3, rezultati dobijeni fitovanjem eksperimentalno dobijenih
taCaka sigmoidalnom funkcijom se dobro slazu sa rezultatima dobijenim Hill-ovom
analizom ukazuju¢i da je i prethodni model dovoljno precizan u odredivanju datih
parametara. Dobijene 1Cso vrednosti za binuklearne komplekse zlata ukazuju na
umereno jaku inhibiciju aktivnosti Na'/K'-ATPaze sa vrednostima Hill-ovog
koeficijenta ~ 2. Treba napomenuti, da ove vrednosti ne predstavljaju termodinamicke
parametre, jer zavise od koncentracije enzima u reakcionoj smesi. NeSto nize 1Csg
vrednosti za mononuklearne komplekse, u odnosu na binuklearne, su dokaz sinergijskog
delovanja dva metalna centra u binuklearnim kompleksima. Hill-ov koeficijent ~ 2
ukazuje na pozitivno kooperativno vezivanje kompleksa zlata i na postojanje najmanje
dva razli¢ita vezivna mesta na enzimu. Antikancerogeni Pt(II) kompleksi, cisplatin i
nedaplatin [25,71,149], kao i drugi kompleksi na bazi Pt(Il) jona [150] takode inhibiraju
aktivnost Na'/K'-ATPaze ali sa ICsy vrednostima u milimolarnom opsegu
koncentracija. U oba slu¢aja je nadeno da inhibicija zavisi, ne samo od koncentracije

inhibitora, ve¢ i i od vremena preinkubacije [1].
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4.1.5. Mehanizam inhibicije Na'/K*-ATPaze

Mehanizam inhibicije Na'/K’-ATPaze binuklearnim kompleksima je ispitan za dve
koncentracije kompleksa koje su bliske njihovoj ICsy vrednosti za ovaj enzim, u
zavisnosti od koncentracije supstrata (MgATP?). Na oshovu izmerene apsorbance na
690 nm (Poglavlje 3.8.1.1.) i odredenog ekstinkcionog koeficijenta za neorganski fosfat,
Pi (kalibraciona kriva za fosfate Slika P3 u Prilogu), odredena je pocetna brzina vy
hidrolize supstrata, MgATP? do neoorganskog fosfata, Pj (H,P0j), izrazena kao broj
enzimskih jedinica (uM Pi/h) po mg proteina. Dobijeni podaci predstavljeni su na Slici
21, odakle se vidi da se u svim slu¢ajevima dobijene zavisnosti mogu predstaviti

Michaelis-Menten-ovim mehanizmom (11):
Vo = Vu[S]/ (Kn*[S]) (11)

gde su vy izmerena pocetna brzina, Vp,, maksimalna brzina reakcije, K, Michaelis-

Mentenova konstanta, [S] koncentracija supstrata, MgATP?".
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Slika 21. Zavisnost brzine enzimski katalizovane reakcije hidrolize MgATP? od
njegove koncentracije (0,25 mM - 5 mM) u odsustvu (kontrola) i prisustvu

binuklearnih kompleksa zlata(lll): a) Auoxo6; b) Au,bipyC; c) Au,phen.

Vrednosti Ky, 1 Vp, predstavljaju dva znacajna kinetiCka parametra reakcije, koji se
najéeSée odreduju iz linearne transformacije Michaelis-Menten-ove jednacine, pri ¢emu
se dobija Lineweaver-Burk-ova (Lajnviver-Bark) jednacina. Ova jednacina predstavlja

recipro¢ni oblik Michaelis-Menten-ove jednacine i data je izrazom:

1o = K /VM[S] + 1/V (12)

Iz dobijenih parametara Lineweaver-Burk-ovih grafika (Slika 22) odredene su vrednosti
za K 1 Vinax inhibiranog enzima za svaki od ispitivanih kompleksa, kao presek prave
dobijene linearnim fitom esperimentalnih tacaka, sa y osom (1/Vmax) 1 X 0som (Kp).

Osim toga, iz Lineweaver-Burk-ove zavisnosti predstavljene za kontrolnu vrednost
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aktivnosti enzima i aktivnosti u prisustvu vise koncentracija inhibitora, odreden je 1 tip

inhibicije. Dobijeni rezultati za sve komplekse su prikazani u Tabeli 4.
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- 304 - 301
8 honyols g - h:mv:tr [+]
® 8= 10M Avoand J ® B0 MAL l:c‘\(l 2
A 15 10°M Aucst E 25 - 15',:“_,.\“‘,0'(:5 25
© 20 B 204
- E
- 15 E 15+
) 104 > 1.0 4
< 'Y > A‘ ]
* 058l = 0,51"
86 T T T T \ r + =il V' % "
-4 3 ik 9 1 2 3 4 5 43 2 1 B g 2 3 4 5
P Ve(MgATP), mM "' : 1/e(MgATP), mM "
-1.04 ) -1.0
-1.5- 154
c)
® ool 304 -
10N AG phar
A D600 Awphon
. - 254
[<}
g
s 20 - =
E A
.’:‘ 1.6 -
> [ . .
2
1.0 o
~
0'.. o
el
4 3 2 49 0 1 2 3 4 |,;
Ve(MgATP), mM~

Slika 22. Lineweaver—Burk-ova linearizacija Michaelis—Menten-ovih zavisnosti za
interakciju binuklearnin kompleksa zlata(lll): a) Auoxo6; b) Au,bipyC; c) Auyphen sa
Na'/K*-ATPazom.
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Tabela 4. Kineticka analiza aktivnosti Na'/K'-ATPaze u odsustvu i prisustvu

binuklearnih zlato(l11) kompleksa.

c(kompleksa), Tip K, V maxs Ki,
Inhibitor
M inhibicije mM uM Pi/h/mg M
0 0,52+0,16 2,79+0,07
Auox06 8,7x 107  akompetitivna 0,48 +0,07 2,06+ 0,08 2,34 x 10®
1,5 10° 0,41+£0,05 1,77 40,04
0 0,82 +0,08 2,89+ 0,09
AuobipyC 8,7x 107  akompetitivna 0,43 +0,08 2,11+0,09 2,29 x 10®
1,5 10° 0,26 £0,07 1,58+0,08
0 0,44 +0,01 2,04+ 0,05
Au,phen 1,0 x 10°  meSovitatipII 0,48+0,01 1,54+0,04 1,99 x10°
2,0x10° 0,53 +0,01 1,05+0,04

Kineticki parametri dobijeni za binuklearne komplekse pokazuju da vrednost Vmax

opada u odnosu na kontrolu (enzim bez prisustva inhibitora) u prisustvu sva tri

kompleksa. Medutim, vrednosti konstanti K opadaju sa porastom koncentracije
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inhibitora za komplekse Auoxo6 i Au,bipyC ukazujuc¢i na akompetitivnu inhibiciju
aktivnosti Na'/K'-ATPaze ovim kompleksima, dok je kod kompleksa Auphen
zabelezen porast vrednosti K, konstante impliciraju¢i meSovitu inhibiciju II tipa
(kompetitivna-nekompetitivna inhibicija).

Kod akompetitivne inhibicije (inhibicije bez kompeticije), inhibitor se vezuje iskljucivo
za kompleks enzim-supstrat (ES) na mestu koje nije aktivnho mesto enzima [149].
Vezivanje supstrata za enzim dovodi do konformacionih promena koje omogucavaju
formiranje vezivnog mesta za kompleks zlata (Auoxo6 i AuybipyC). Formirani
kompleks enzim-supstrat-inhibitor (ESI) nije u moguénosti da formira reakcioni
proizvod (neorganski fosfat, P;) pa dolazi do inhibicije enzima. Dobijeni podaci za
Auoxo6 i Auyphen jasno pokazuju da se inhibicija aktivnost Na'/K*-ATPaze ovim
kompleksima razlikuje od inhibicije izazvane njihovim monomernim derivatima koji se
vezuju nespecificno i nezavisno od supstrata [70]. Kompleks Ausphen se moze vezati i
za aktivno mesto enzima kao i za neko drugo mesto na enzimu [149].

Kako bi odredili vrednost konstante inhibicije K; tj. stabilnost kompleksa enzim —
inhibitor, nacrtani su grafici zavisnosti 1/Vmax 0d koncentracije inhibitora, tzv.
sekundarni oblik Lineweaver-Burk-ove zavisnosti, Slika 23. Vrednosti K; su dobijene iz
preseka prave sa apscisom i prikazane su u Tabeli 3. Dobijeni rezultati za binuklearne
komplekse zlata(lll) ukazuju da su konstante stabilnosti Ks (Ks=1/Kj) kompleksa
formiranih izmedu njih i enzima istog reda veli¢ine (10°> M) kao i za mononuklearne
komplekse [70]. Poredenjem vrednosti Ks kompleksa formiranih izmedu Na'/K'-
ATPaze 1 PA(Il) ili Pt(I) kompleksa moze se videti da su konstante stabilnosti za ove
metale jedan do dva reda veli¢ine manje, ukazuju¢i na Cinjenicu da su kompleksi

zlata(111) bolji inhibitori Na'/K*-ATPaze [1,67,68].
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Slika 23. Sekundarni oblik Lineweaver—Burk-og grafika: Zavisnost recipro¢ne vrednosti

maksimalne brzine od koncentracije binuklearnih kompleksa:

1/Vm = f (c(Au kompleks)).
4.1.6. Uticaj kompleksa zlata(l11) na fluorescenciju Na*/K*-ATPaze

Uticaj kompleksa zlata(IlT) na unutrasnju fluorescenciju Na'/K'-ATPaze je praéen
snimanjem fluorescentnih spektara enzima u zavisnosti od koncentracije kompleksa
zlata(1IT) u uslovima koji omoguéavaju da enzim zauzme takva stanja koja su analogna
E1 ili E2P konformaciji enzima (Poglavlje 3.4.). U stanju analognom E1 konformaciji,
enzim ima veliki afinitet ka Na* jonu, pri ¢emu neorganski fosfat, P;, jo§ uvek nije
vezan za enzim. U stanju analognom E2P konformaciji, Na'/K*-ATPaza ima veliki
afinitet ka K* jonima i jo$ uvek sadrzi vezan neorganski fosfat, P;. Ekscitacijom na 295
nm postignuto je da je Trp ciljana fluorofora [151].

Na Slici 24 prikazani su kao primer, fluorescentni spektri enzima u prisustvu kompleksa
AubipyC, u uslovima kada se enzim nalazi u E1 konformaciji, dok su za ostale

slu¢ajeve dobijeni sliéni rezultati. Fluorescentni spektar Na'/K'-ATPaze (Slika 24,
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spektar a) pokazuje emisioni maksimum na 350 nm, ukazuju¢i da je vec¢ina Trp pri
uslovima snimanja fluorescentnih spektara izlozena polarnom rastvaracu. Medutim
postojanje Sirokog emisionog pika je jasna indikacija da je jedan deo Trp uronjen u
hidrofobnu unutrasnjost enzima i samim tim nedostupan gasiocu fluorescencije

[105,125].

-

T

T T T v T 1
320 340 360 380 400 420

A, M

Slika 24. Fluorescentni spektar 1x107 M Na'/K*-ATPaze u prisustvu razli¢itih
koncentracija mononuklearnog kompleksa AubipyC, a -bez kompleksa; b — m, strelica
oznacava smer porasta koncentracije kompleksa: 1, 3, 6, 10, 30, 50, 80, 100, 300, 500,
700§ 900 x 10°° M.

Za svih Sest ispitivanih kompleksa zlata(lll), bez obzira na konformaciju enzima, dolazi
do gaSenja Trp fluorescencije enzima u zavisnosti od koncentracije kompleksa ali sa
razli¢itom efikasno$¢u. Najveca efikasnost gaSenja fluorescencije je dobijena za
AubipyC kompleks i njegov dimer, Au,bipyC, gde je ugaseno preko 90% fluorescencije
enzima. Kompleks Aubipy(OH); je pokazao najmanju efikasnost, gaseci svega oko 25%
fluorescencije enzima. Razlika u efikasnosti gasenja Trp fluorescencije Na'/K*-ATPaze
je objasnjena razlikom u polarnosti koja postoji izmedu kompleksa, njihovim

naelektrisanjem, kao i doprinosom inter- FRET gasenja.
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4.1.6.1. Uticaj mononuklearninh kompleksa zlata(lll) na fluorescenciju Na'/K'-
ATPaze

S obzirom da je pokazano da mononuklearni kompleksi zlata(lll) inhibiraju Na'/K*-
ATPazu vezivanjem nezavisno od vezivanja supstrata (nekompetitivno) [70], ispitivan
je uticaj ovih kompleksa na unutrasnju fluorescenciju E1 i E2P konformacije enzima
koje su uzete kao reprezentativni modeli slucaja kada supstrat nije vezan za kompleks,
E1, i kada je supstrat vezan za kompleks E2P.

Grafici promena intenziteta fluorescencije na 350 nm u funkciji dodate koncentracije
mononuklearnih kompleksa za E1 i E2P konformacije prikazani su na Slici 25. 1z ovih
grafika se jasno vidi da ispitivani kompleksi gase unutrasnju fluorescenciju Na*/K"-
ATPaze na koncentracijski zavistan nacin, dok se dobijeni eksperimentalni podaci (I3s0
u funkciji koncentracije kompleksa) mogu fitovati bifaznom eksponencijalnom
funkcijom. Ovo ukazuje na Cinjenicu da postoji visSe od jednog vezivnog mesta za
ispitivane komplekse na enzimu, kao i da njihovo vezivanje utie na unutra$nju
fluorescenciju enzima [152]. Medutim, kao $to se sa Slike 25 moze videti, ni u jednom
od ispitivanih slucajeva ne dolazi do potpunog gasenja fluorescencije, ¢ak i pri jako
visokim koncentracijama kompleksa, §to ukazuje da ipak jedan deo emisije Trp ostaje
neugasen. Ova Cinjenica takode govori da ¢ak i jako visoka koncentracija kompleksa

zlata(l11) ne dovodi do potpune denaturacije enzima.
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Slika 25. Zavisnost intenziteta fluorescencije Na'/K*-ATPaze na 350 nm (lzso) od

koncentracije kompleksa zlata(lll), u a) E1 konformaciji i b) E2P konformaciji.
Kako bi se izracunale vrednosti Stern-Volmer-ove konstante gasenja fluorescencije, Ksy,
na eksperimentalne podatke prikazane na Slici 25 primenjena je Stern-Volmer-ova

(Stern-Folmer) zavisnost prikazana jednaginom (13):
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2 =1+ kqTolAu] = 1 + Ky, [Au] (13)

gde su Ip i | intenziteti fluorescencije u odsustvu i prisustvu kompleksa zlata, kg
bimolekularna konstanta gasenja fluorescencije, 7o vreme zivota fluorofore u odsustvu
gasioca (vreme Zzivota Trp u proteinima je u opsegu od 1 — 10 ns), K, je Stern-Volmer-
ova konstanta, a [Au] koncentracija dodatog kompleksa zlata. Jednaina (13) za
ispitivane sisteme pokazuje tzv. downward (savijanje ka x-osi) odstupanje od linearnosti

u svim slucajevima (Slika 26).
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Slika 26. Stern-Volmer-ov grafik gasenja fluorescencije Na'/K'-ATPaze u prisustvu
rastu¢ih koncentracija mononuklearnih kompleksa zlata(lll) za a) E1 i b) E2P

konformaciju enzima.

U protein-ligand fluorescentnim studijama ovakva promena fluorescencije ukazuje na
postojanje najmanje dve vrste Trp: na one Trp koji su dostupni gasiocu fluorescencije,

odnosno kompleksu zlata(IIl), i na one koji to nisu. Za izracunavanje Stern-Volmer-ove
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konstante gaSenja fluorescencije, Ky, Kao i za izraCunavanje frakcije Trp Cija je
fluorescencija ugasena u ovakvim slu¢ajevima je koris¢ena modifikovana Stern-Volmer-

ova jednacina (14) [153].
Modifikovana Stern-Volmer-ova jednacéina je data jedna¢inom (14):

1
fKsy[Au]

b 1
Io—1 f+

(14)

u kojoj su lp i I intenziteti fluorescencije u odsustvu i prisustvu kompleksa zlata(lll), K,
Stern-Volmerova konstanta (u slucaju dostupnih Trp oznafena sa K, (accessible
fraction, eng.) a u slucaju nedostupnih sa Ky (buried fraction, eng.)), f, frakcija Trp
izlozena gasiocu, a [Au] je koncentracija dodatog kompleksa zlata(lll). Rezultati
dobijeni primenom jednacine (14) na eksperimentalne podatke su prikazani na Slici 27 i
u Tabeli 5. Iz izraCunate vrednosti Ky koriste¢i jednacinu (13) izracunata je
bimolekularna konstanta gaSenja fluorescencije, uzimajuéi u obzir da je vreme

poluZivota za Trp u proteinima, 7o, 1 x 10™%s [151].
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Slika 27. Modifikovani Stern-Volmer-ov grafik gasenja fluorescencije Trp Na'/K'-
ATPaze kompleksima zlata(l11): a) E1 i b) E2P konformacija.
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Tabela 5. Parametri gaSenja fluorescencije Trp Na'/K'-ATPaze mononuklearnim

kompleksima zlata(ll1).

Aubipy(OH), AubipyC Aupy(OACc),

kg, M7's™ 1,26x10" 3,25x10™° 3,11x10™

Ky M? 1,26x107 3,78%10" 7,04x10"

E1 Kp, M / 3,25%10° 3,11x10°
f, 0,27 0,17 0,17
f / 0,77 0,47

kg, M's™ 1,18x10™ 7,09 x 107 1,75x10"

E2P KM 1,18x10° 7,09 x 10° 1,75%10"
fa 0,20 0,81 0,48

a-dostupni; b-nedostupni Trp ostaci.

U uslovima dirigovane E1 konformacije enzima modifikovani Stern-Volmer-ov grafik
pokazuje linearnu zavisnost za Aubipy(OH), kompleks, dok za komplekse AubipyC i
Aupy(OAC); dolazi do odstupanja od linearnosti. U slu¢aju E2P konformacije enzima,
do odstupanja od linearnosti dolazi kod Aubipy(OH), i AubipyC kompleksa dok za
Aupy(OAc), kompleks Stern-Volmer-ov grafik ima linearni oblik.

Kao §to je ranije bilo napomenuto, odstupanje od linearnosti u Stern-Volmer-ovom
grafiku ukazuje na postojanje najmanje dve vrste Trp, dostupnih i nedostupnih
kompleksima zlata(IlI). Medutim odstupanje od linearnosti u modifikovanim Stern-
Volmer-ovim graficima ukazuje na ¢injenicu da pri odredenoj koncentraciji kompleksa
zlata(lll) (koncentracija koja odgovara preseku dveju prava na Slici 27) dolazi do
konformacionih promena u enzimu usled ¢ega ili ranije nedostupni Trp sada bivaju
dostupni kompleksima zlata(lll), pa ovi stati¢ki gase njihovu fluorescenciju; ili pak
dolazi do intra rezonantnog transfera energije (intra-FRET gaSenje) (Poglavlje 1.5.3.)
[105,151,154].

Kada je modifikovani Stern-Volmer-ov grafik pokazivao linearnu zavisnost konstanta
Ka (Stern-Volmer-ova konstanta gasenja fluorescencije dostupnih Trp) je dobijena iz
nagiba te prave, dok je frakcija Trp ¢ija je fluorescencija ugasena dobijena iz preseka sa
y-osom. Medutim u slucajevima odstupanja od linearnosti modifikovani Stern-Volmer-
ov grafik (Slika 27) je aproksimiran dvema pravama koje se seku u tacki koja odgovara
koncentraciji kompleksa koja dovodi do konformacione promene u enzimu [151] i na
svaku od ovih pravih je onda primenjena jednacina (14) kako bi se izracunali dati

parametri.
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Za kompleks AubipyC tacke preseka su pri koncentracijskom odnosu protein:kompleks
1:2, za obe konformacije enzima ukazujuci da nakon vezivanja dva AubipyC kompleksa
dolazi do takvih konformacionih promena u enzimu kojim se gasi fluorescencija ranije
nedostupnih Trp. Kod Aupy(OAc), kompleksa ova tacka preseka se nalazi pri odnosu
protein:kompleks 1:1 za E1 konformaciju, dok kod E2P konformacije nije primeceno
odstupanje od linearnosti. Sli¢na situacija je i kod kompleksa Aubipy(OH), gde se tacka
preseka nalazi pri odnosu koncentracija protein:kompleks 2:1, za E2P konformaciju i
gde nemamo odstupanja od linearnosti za E1 konformaciju.

Izracunate Ky konstante za ispitivane mononuklearne komplekse u oba slucaja (E1 i E2P
konformacije enzima) su 10°— 10" reda veli¢ine ve¢e od maksimalne moguée vrednosti
za gaSenje izazvano difuzijom u vodenim rastvorima (kq ~ 10" M™s™). Na osnovu
dobijene kq vrednosti se moZe zakljugiti da gaSenje fluorescencije Trp Na'/K*-ATPaze
ispitivanim mononuklearnim kompleksima zlata(IIl) nije nastalo dinami¢kim gasenjem

ve¢ da postoji specifiéna interakcija izmedu Na'/K*-ATPaze i ispitivanih kompleksa.
4.1.6.2. Uticaj binuklearnih kompleksa zlata(111) na fluorescenciju Na*/K*-ATPaze

Uticaj binuklearnih kompleksa zlata(l11) na fluorescenciju Na'/K*-ATPaze je pracen u
uslovima koji omogucavaju da enzim zauzme stanje koje je analogno E2P konformaciji
enzima i koje je koriS¢eno kao model konformacije u kojem je supstrat vezan.

Na Slici 28a je prikazan grafik zavisnosti promene intenziteta fluorescencije na 350 nm
u funkciji dodate koncentracije binuklearnih kompleksa zlata(III). Sa ove slike se moze
videti da ispitivani binuklearni kompleksi zlata(Ill) gase unutrasnju fluorescenciju
Na'/K*-ATPaze u zavisnosti od svoje koncentracije. Promena fluorescencije na talasnoj
duzini maksimuma emisije (350 nm) moze se opisati bifaznom eksponencijalnom
jednacinom, ukazuju¢i kao 1 u slu¢aju mononuklearnih kompleksa, na postojanje vise od

jednog vezivnog mesta za ove komplekse.
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Slika 28. a) Zavisnost intenziteta fluorescencije 1x107 M Na'/K*-ATPaze na 350 nm
(I350), u E2P konformaciji, od koncentracije binuklearnih kompleksa zlata(lll). b) Stern-
Volmer-ov grafik gaSenja Na'/K'-ATPaze u E2P konformaciji, u zavisnosti od

koncentracije binuklearnih kompleksa zlata(lll).
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Stern Volmer-ov grafik za binuklearne komplekse prikazan je na Slici 28b. Na osnovu
njegovog oblika, tzv. downward odstupanja od linearnosti, je zaklju¢eno da binuklearni
kompleksi gase fluorescenciju Na'/K*-ATPaze na sli¢an na¢in kao i mononuklearni.
Koriste¢i modifikovanu Stern-Volmer-ovu jedna¢inu datu jednac¢inom (14) dobijene su
zavisnosti prikazane na Slici 29. Vrednosti za Ky, Kq 1 £, izracunate su na nacin opisan
za mononuklearne komplekse i prikazane su u Tabeli 6.

Modifikovani Stern-Volmer-ov grafik pokazuje linearnu zavisnost samo u slucaju
Auoxo6 kompleksa, dok se za komplekse Au,bipyC i Auzphen primeéuje odstupanje od
linearnosti pri koncentraciji kompleksa 2 x 10”7 M, odnosno pri molarnom odnosu
protein : kompleks, 1 : 2. Ovo odstupanje od linearnosti je pripisano, kao i u slucaju
mononuklearnih  kompleksa, konformacionim promenama u enzimu nastalim
vezivanjem kompleksa zlata(l11). Vrednosti dobijene za konstante ky su 10° do 10’ reda
veli¢ine ve¢e od maksimalne moguce vrednosti za gasenje izazvano difuzijom u
vodenim rastvorima, ukazujuéi na staticko gaSenje unutrasnje fluorescencije Na'/K'-

ATPaze ispitivanim kompleksima.
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Slika 29. Modifikovani Stern-Volmer-ov grafik gasenja fluorescencije Trp 1x107 M
Na'/K*-ATPaze u E2P konformaciji, u prisustvu binuklearnin kompleksa zlata(l11).
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Tabela 6. Parametri gasenja fluorescencije Trp Na'/K*-ATPaze u E2P konformaciji,
binuklearnim kompleksima zlata(lll).

AuzbipyC Auoxo6 Auzphen
kg, M7s™ 6,06 x 10™° 5,75 x 10™° 7,56 x 10"
Ka M 6,06 x 10° 5,75 x 10° 7,56 x 107
Kp, M 3,13 x 10° / 1,35 x 10
fa 0,73 0,51 0,38
fy 0,27 / 0,12

a-dostupni; b-nedostupni Trp ostaci.

4.1.7. Uticaj kompleksa zlata(l11) na sekundarnu strukturu Na'/K*-ATPaze

Odstupanje od linearnosti u modifikovanom Stern-Volmer-ovom grafiku (Poglavlje
4.1.6.) ukazuje da dolazi do konformacionih promena u enzimu. Nastale konformacione
promene u Na'/K*-ATPazi potvrdene su i metodom cirkularnog dihroizma (CD).

CD spektri u dalekoj UV oblasti, Na'/K*-ATPaze u rastvoru koji sadrzi 100mM NaCl,
10 mM Tris-HCI, pH 7.4, su snimani u odsustvu i prisustvu razli¢itih koncentracija (1 x
10°— 1 x 10 M) ispitivanih kompleksa, a dobijeni spektri su prikazani na Slici 30. CD
spektri komercijalne Na'/K'-ATPaze dobijeni pri primenjenim eksperimentalnim
uslovima, u odsustvu ispitivanih kompleksa (linija a u spektrima na Slici 30) sadrZe
negativni maksimum na 225 nm kao i pozitivni maksimum u regionu ispod 200 nm.
Ovakav oblik spektara ukazuje na proteine koji sadrze veliki procenat [ ravni [155] u
svojoj sekundarnoj strukturi. Prema literaturnim podacima sekundarna struktura
Na'/K*-ATPaze u njenom El stanju predstavlja smesu heliksa, ravni, uvijene i
nasumicne strukture u slede¢im odnosima: 25 % a-heliksa, 31 % pB-ravni, 35 %
nasumic¢nog klupka (random coil, eng.) i 9 % nabrane uvijene strukture [156]. CD
spektri u zavisnosti od porasta koncentracije kompleksa zlata(lll) (linije b-k) pokazuju
da svi ispitivani kompleksi (A-F) izazivaju jasno koncentracijski zavisnu promenu u

sekundarnoj strukturi enzima, koja se ogleda u smanjenju sadrzaja a-heliksa i B-ravni
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(pozitivnije vrednosti molarnog elipticiteta, 0 na 225 nm) i povecanja udela nasumicne

strukture (negativnije vrednosti 6 na 200 nm).
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Slika 30. CD spektri 2 x 10® M Na'/K*-ATPaze u zavisnosti od koncentracije
kompleksa zlata(lll), a - bez kompleksa; (b — k): 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 x 10°M. A
AubipyC; B: Aubipy(OH),; C: Aupy(OAc),; D: AuybipyC; E: Auoxo6; F: Auyphen.
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Promena CD signala Na*/K*-ATPaze u njenoj E1 formi u zavisnosti od temperature
prikazana je na Slici 31. Sli¢nost koja postoji izmedu spektara na Slikama 30 i 31
ukazuje da ispitivani kompleksi zlata(lll) dovode do denaturacije enzima u odredenom

procentu.
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Slika 31. Termalna denaturacija Na'/K*-ATPaze, CD spektri na 37, 50, 80 i 100 C".
Koncentracija enzima 2 x 10° M u 100 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4.

4.1.8. Evaluacija parametara interakcije kompleksa zlata(lll) i enzima

Kori$¢enjem rezultata dobijenih fluorescentnim merenjima odredeni su parametri
interakcije ispitivanih kompleksa zlata(lll) sa Na'/K'-ATPazom, kao $to su
stehiometrija formiranog kompleksa enzim-ligand, konstante stabilnosti i uslovi pri

kojima dolazi do saturacije primenjene koncentracije enzima odabranim kompleksima.

4.1.8.1. Scatchard-ova analiza

Kako bi dobili parametre vezivanja ispitivanih kompleksa za enzim, primenjen je

-----

analizi ligand-protein interakcije. Koncentracija slobodnog kompleksa u rastvoru je
odredena iz razlike ukupne dodate koncentracije kompleksa i koncentracije vezanog

kompleksa, koja je dobijena iz grafika zavisnosti Alzsg = f (C(Au kompleks)).
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Za veliki akceptorski molekul sa N vezivnih mesta identicnih konstanti vezivanja,

Scatchard-ov grafik je dat jednac¢inom (15a):

C(Auvyez) _ NukupKaC(Au slob)
c(enzim) 1+Kac(Au giop)

ili izrazom (15b) koja predstavlja njegovu linearnu transformaciju:

C(AlU yez)
2 ¢c(enzim)

C(AU yez) —
c(Au g1op)c(enzim)

KaNukup -

(15a)

(15b)

gde je Ny ukupan broj vezivnih mesta na proteinu; K, - konstanta asocijacije ,

c(Ausep) - koncentracija slobodnog kompleksa, c(Auv;) - koncentracija vezanog

kompleksa i c(enzim) -koncentracija enzima.

Scatchard-ova analiza za sve ispitane komplekse je uradena primenom jednacine 15b, i

graficki prikazana na Slici 32.
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Slika 32. Scatchard-ova analiza interakcije Na'/K'-ATPaze sa ispitivanim

kompleksima zlata(lll). a) mononuklearni kompleksi i enzim u E1 konformaciji; b)
mononuklearni kompleksi i enzim u E2P konformaciji; c) binuklearni kompleksi i

enzim u E2P konformaciji.

Na graficima prikazanim na Slici 32, koji su dobijeni primenom Scatchard-ove
jednacine (15b) za ispitivane komplekse, moze se uociti da u svim sluc¢ajevima dolazi
do odstupanja od linearnosti. Linearni oblik Scatchard-ovog grafika je karakteristi¢an
za sistem koji ima jedan identi¢an 1 nezavistan set vezivnih mesta, dok odstupanje od
linearnosti ukazuje na postojanje kooperativnosti izmedu vezivnih mesta. Upward oblik
(savijanje ka y-osi) Scatchard-ovog grafika, dobijen je za sledeCe sisteme:
mononuklearni kompleksi i enzim u E1 konformaciji, Aupy(OAc), i enzim u E2P
konformaciji, binuklearni kompleksi i enzim u E2P konformaciji. Ovaj oblik Scatchard-
ovog grafika ukazuje na postojanje negativne kooperativnosti u vezivanju tj. vezivna
mesta su identi¢na, ali postojanje interakcije izmedu njih vodi do vezivanja liganda na

drugom mestu sa manjom konstantom asocijacije. Downward oblik zavisnosti dobijen
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je za komplekse AubipyC i Aubipy(OH); i enzim u E2P konformaciji ukazujuéi na
pozitivnu kooperativnost u vezivanju (vezivanje liganda za jedno od mesta vezivanja
povecava afinitet liganda za vezivanje na drugom mestu).

Dobijanje parametara vezivanja, Nuwp | Ka, iz nelinearnih Scatchard-ovih grafika nije
moguée pa su primenjeni drugi graficki modeli kako bi dosli do informacije o ovim

parametrima.

4.1.8.2. Analiza saturacionih krivih

Kao sto je prikazano u prethodnom poglavlju, dobijeni Scatchard-ovi grafici (Slika 32)
odstupaju od linearnosti, ukazuju¢i da je vezivanje ovih kompleksa za enzim
kooperativni proces. Cesto u velikim i slozenim sistemima, kao $to su proteini i enzimi
dolazi do vezivanja liganda za dva razliCita tipa vezivnih mesta. Scatchard-ov grafik za
ovakve sisteme moze imati, kao i u slucaju postojanja kooperativnosti, upward ili
downward oblik, vode¢i do nesuglasicasa sa Hill-ovim modelom koji predstavlja model
postojanja kooperativnosti izmedu jednog seta vezivnih mesta. Zbog preliminarnih
rezultata koji su pokazali da ispitivani kompleksi mogu da reaguju sa Cys, His i Trp
opravdano je posumnjati na postojanje vise od jednog tipa vezivnih mesta na Na'/K"-
ATPazi za ispitivane komplekse.

U cilju dobijanja parametara vezivanja ispitivanih kompleksa zlata(lll) za enzim,
konstruisani su saturacioni grafici, koji predstavljaju zavisnost koncentracije vezanog
kompleksa po molu enzima od koncentracije slobodnog kompleksa zlata(lll) u
enzimskoj smeSi. Za analizu ovako dobijenih stauracionih krivih primenjena su dva
graficka modela: Hill-ov model (kao model koji opisuje postojanje kooperativnosti
izmedu istih vezivnih mesta na enzimu) [148] dat jedna¢inom (16) i model ,,dva vezivna

mesta“ (model koji opisuje dva razli¢ita vezivna mesta) [157] opisan jednacinom (17):

C(AUuvez) _ NukupKaC(Au slob)™ (16)
c(enzim) 1+Kac(Augop)™
C(Auvyez) _ NiKjzic(Augiep) N> Kazc(Ausiop) (17)

c(enzim) ~ 1+Kai1c(Augop)  1+KazC(AU glob)

85



gde je n, Hill-ov koeficijenat kooperativnosti (n = 1 oznafava nepostojanje
kooperativnosti, n > 1 pozitivnu kooperativnost, n < 1 negativnu kooperativnost), K, -
konstanta asocijacije, N - broj vezivnih mesta na enzimu. Da bi se dobila kompletna
slika 0 mehanizmu vezivanja, parametri dobijeni ovim grafickim metodama su dalje

uporedeni.

4.1.8.2.1. Analiza saturacionih krivih mononuklearnih kompleksa

Jednacinama koje opisuju razli¢ite modele vezivanja liganda za protein (jednacine (16) i
(17)) fitovane su eksperimentalno dobijene saturacione krive za interakciju
mononuklearnih kompleksa i enzima u E1 i E2P konformaciji (Slika 33). Dobijeni
podaci: broj vezanih molova zlata po molu enzima (N), Hill-ov koeficijent (n) i

konstanta asocijacije kompleksa enzim - ligand (Kj), prikazani su u Tabelama 7 i 8.
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Slika 33. Saturacione krive vezivanja mononuklearnih kompleksa zlata(l11) za Na*/K"*-
ATPazu u a) E1 konformaciji i b) E2P konformaciji. Tacke predstavljaju
eksprimentalne podatke, a linije odgovaraju fitovanju eksperimentalnih podataka

jednacinom (16) (puna linija) i jednacinom (17) (isprekidana linija).
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Tabela 7. Parametri interakcije mononuklearnih kompleksa zlata(lll) sa Na*/K'-
ATPazom u konformaciji E1.

Kompleks
Aubipy(OH), AubipyC Aupy(OAc),

Nukup 2,55+0,11 2,64+0,13 3,31+0,98
-
o @

=S n 0,410,035 0.7320,07 0,49-0,05

I

Kgx10' M 0,17+0,04 1,57+0,03 14,9+7,2

< Ny 1,31+0,32 0,83+0,51 0,59+0,26
< o

% GE) Kd1>< 108 M'l 0,26ﬂ:0,02 2,27:‘:0,18 14,9:&1’50
T ©

é % N2 1,11+0,10 1,71+0,37 1,41+0,23
[«5]

> Kex10'M? 1,17+0,67 3,09£0.5 7.46:£0,25

Tabela 8. Parametri interakcije mononuklearnin kompleksa zlata(lll) sa Na*/K'-

ATPazom u konformaciji E2P.

Aubipy(OH), AubipyC Aupy(OAc),
Nukup 0,93+0,06 1,12+0,09 1,76+0,25
n 0,59+0,10
0,90+0,27 1,02+0,28
Kg*x10"M 0,024+0,001 1,1320.10 13,5+0,1

Analizom dobijenih vrednosti za konstantu disocijacije, Ky (Kg=1/K,), za
mononuklearne komplekse zlata, primenom ova dva modela fitovanja eksperimentalnih
tataka (Tabele 7 1 8) zakljuCujemo da svi ispitivani kompleksi sa enzimom grade
stabilne adukte sa vrednostima konstanti disocijacije u opsegu 10°— 10° M. Konstanta
disocijacije (Kgy) opada sa porastom polarnosti kompleksa (Poglavlje 4.1.2.)) pri
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vezivanju za obe konformacije enzima, ukazujuéi na ¢injenicu da polarniji kompleksi
grade stabilnije adukte sa Na*/K*-ATPazom.

Broj vezanih molova ispitivanih mononuklearnih kompleksa zlata(lll) po molu enzima
zavisi od konformacije u kojoj se enzim nalazi. Primenom Hill-ovog modela na E1
konformaciju nadeno je da se u svim slu¢ajevima vezuju tri mola kompleksa po molu
enzima, dok je u sluc¢aju E2P konformacije dobijeno da se po molu enzima vezuje jedan
do dva mola ovih kompleksa zlata(III). Takode, Hill-ova analiza u slu¢aju konformacije
E1 ukazuje na negativnu kooperativnost, n < 1, dok je u slu¢aju E2P konformacije
dobijena pozitivna kooperativnost, n > 1 za komplekse AubipyC i Aubipy(OH),.
Pozitivne kooperativnosti dobijene za AubipyC i Aubipy(OH), komplekse u E2P
konformaciji su u saglasnosti sa prethodno uradenom Scatchard-ovom analizom ¢iji
grafik ima downward oblik (Poglavlje 4.1.8.1.) kao i sa studijama inhibicije u kojima je
nadeno da se ovi kompleksi vezuju pozitivnom kooperativnoscu [70], ukazujuci da je
E2P konformacija ona u kojoj dolazi do inhibicije. U slu¢aju kompleksa Aupy(OAc); je
dobijena negativna kooperativnost primenom Hill-ovog modela, koja je potvrdena i
Scatchard-ovom analizom (upward izgled grafika) Sto nije u saglasnosti sa inhibicionim
studijama [70]. Medutim, upward izgled Scatchard-ovog grafika sugeriSe i na
postojanje vise vezivnih mesta na enzimu za ovaj kompleks umesto negativne
kooperativnosti, pa je u ovom sluc¢aju ovaj model prikladniji model za odredivanje
vezivnih mesta.

Analiza saturacionog grafika modelom ,,dva vezivna mesta* ukazuje na mogucénost
postojanja dva razliCita vezivna mesta za ispitivane mononuklearne komplekse.
Stehiometrija vezivanja primenom ovog modela je 1 : 1 za sva vezivna mesta, 0sim u
slucaju AubipyC kompleksa gde je 2 : 1 u korist kompleksa zlata za vezivno mesto
nizeg afiniteta. Model ,,dva vezivna mesta“ za slucaj kada se enzim nalazi u E2P

konformaciji nije dao pouzdane rezultate.

4.1.8.2.2. Analiza saturacionih krivih binuklearnih kompleksa

Analiza saturacionih krivih vezivanja binuklearnih kompleksa za Na'/K*-ATPazu

uradena je samo za njenu E2P konformaciju (Slika 34) primenom gore pomenuta dva
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modela vezivanja liganda, a dobijene vrednosti parametara vezivanja su prikazane u

Tabeli 9.
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Slika 34. Saturacione krive vezivanja binuklearninh kompleksa zlata(lll) za Na'/K'-
ATPazu u E2P konformaciji. Tacke predstavljaju eksperimentalne podatke, a puna 1
isprekidana linija su fitovane vrednosti dobijene Hill-ovim modelom i modelom ,,dva

vezivna mesta®, redom.

Primenom Hill-ovog modela (Tabela 9) nisu dobijeni pouzdani rezultati za Au,bipyC
kompleks pa on nece biti razmatran. Ostala dva kompleksa po ovom modelu grade
stabilne adukte sa enzimom, dok Hill-ov koeficijent ukazuje na kooperativno vezivanje.
Broj molova zlata koji se veze po molu enzima je ~ 2. Ovi rezultati jesu u saglasnosti sa
inhibicionim studijama. Primenom modela ,,dva vezivna mesta“ na ove komplekse
dobijamo da AubipyC i Auoxo6 grade adukte sa enzimom priblizno sli¢ne stabilnosti
kao 1 da je stehiometrija vezivanja ista, 2 : 1. Medutim, ovaj model nije dao pouzdane

rezultate za Au,phen, pa nije uziman u razmatranje.
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Tabela 9. Parametri vezivanja binuklearnih kompleksa zlata(I1l) za Na*/K*-ATPazu u
njenoj E2P konformaciji.

Kompleks
Au,bipyC AUu0X06 Auzphen
Nukup / 1,89+0,20 1,03£0,05
>
o o
=3 n / 1,000,27 1,000,18
= g
Kg x102M / 5,63+0,01 2,32+0,01
B N, 0,530,03 1,44+0,40 /
< O
3 £ K x10°M 0,013+0,001 21,40+3,54 /
zg ,
8 S N, 2,01+0,02 0,72:£0,06
=N
> Ko x10EM 15,140,8 0,300,08 /

/ - nisu dobijeni pouzdani rezultati.

4.1.9. Teorijsko predvidanje potencijalnih mesta vezivanja kompleksa zlata(lll) za

enzim

Molekulsko modelovanje interakcija Na'/K*-ATPaze sa kompleksima zlata(lll) je
primenjeno za predvidanje mesta vezivanja ispitivanth kompleksa za enzim. |z
Proteinske banke podataka (www.pdb.org) preuzete su kristalne strukture Na'/K'-
ATPaza u E; konformaciji (PDB kod 4HQJ) i u E;P konformaciji (PDB kod 2ZXE).

4.1.9.1. Potencijalna mesta vezivanja mononuklearnih kompleksa zlata(lll) za

enzim

Molekulskim modelovanjem, na osnovu vrednosti energije vezivanja ispitivanih
mononuklearnih kompleksa zlata(Ill) za enzim, predvideno je nekoliko mesta vezivanja
nezavisno od konformacije Na'/K*-ATPaze (Slika 35 i 36). Energetski najpovoljnija

mesta vezivanja kompleksa oznacena su brojevima od 1 do 3, prema opadaju¢em
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afinitetu ka vezivanju, procenjenom na osnovu vrednosti njihovih energija vezivanja

prikazanih u Tabelama 10 i 11.

4.1.9.1.1. Teorijsko predvidanje mesta vezivanja mononuklearnih kompleksa u E1

konformaciji enzima

Analizom rezultata dobijenih za enzim u konformaciji E1, moze se uociti da postoje
najmanje tri vezivna mesta za kompleks Aubipy(OH), sa relativno velikom energijom
vezivanja (Tabela 10) i da su ova mesta prostorno udaljena od vezivnog mesta supstrata,
ATP (Slika 42). U Tabeli 10 i na Slici 35 (pozicija vezivnih mesta u strukturi Na*/K"-
ATPaze), ova mesta su oznacena brojevima 1, 2 i 3 na osnovu opadajuce vrednosti
energije vezivanja. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno uradenim studijama
inhibicije, koje su pokazale da ovaj kompleks inhibira aktivnost Na'/K'-ATPaze
nekompetitivnim mehanizmom [70]. Vezivna mesta 1 i 2 se nalaze na povrsini
transmembranskog domena, u ekstracelularnom delu Na/K izmenjivackog kanala (Slika
3, Poglavlje 1.2.1.). Ovakvim vezivanjem blokira se izmena jona §to direktno uti¢e na
aktivnost enzima. Ova vezivna mesta za Aubipy(OH), kompleks su sli¢na vezivnim
mestima kardija¢nih glikozida, koji su specifiéni inhibitori Na'/K*-ATPaze [158] ali se
razlikuju od vezivnih mesta nadenih za cisplatin [71]. Vezivno mesto 3 se nalazi u

prostoru izmedu dve petlje.

S\ vy

" P6 A\

3 Wi, 7

MR

ot

Aubipy(OH), Aupy(OAch AubipyC

Slika 35. Teorijski predvidena vezivna mesta ispitivanih mononuklearnih kompleksa

zlata(I11) na Na*/K*-ATPazi u E1 konformaciji.

92



Tabela 10. Procenjene energije vezivanja za energetski najpovoljnija vezivna mesta

mononuklearnih kompleksa zlata(111) u E1 konformaciji Na'/K*-ATPaze.

Energija vezivanja (kcal/mol)

VM 1 VM 2 VM 3

Aubipy(OH), -4,80 -4,20 -4,15
AubipyC -5,76 -5,66 -5,42
Aubipy(OAc), -4,60 -3,99 -3,98

*VM-vezivno mesto

Energetski najpovoljnije vezivno mesto kompleksa Aupy(OAc), (vezivno mesto 1) je
smesteno izmedu A i P domena (Slika 35) u susedstvu vezivnog mesta K jona [159].
Vezivno mesto 2 sa nesto nizom energijom vezivanja se nalazi izmedu N i P domena, u
ATP vezivnom mestu (Slika 35) ukazujuéi na kompetitivnu inhibiciju Na'/K*-ATPaze.
Vezivno mesto 3 za ovaj kompleks se nalazi izmedu transmembranskog domena i -
podjedinice i verovatno vezivanje kompleksa na ovom mestu ne izaziva konformacione
promene u enzimu koje mogu da uticu na vezivanje ATP za aktivno mesto. Koriste¢i
informaciju da Aupy(OAc), nekompetitivno inhibira aktivnost Na'/K*-ATPaze [70]
moze se zakljuciti da je vezivno mesto 1 najverovatnije mesto vezivanja pod datim
eksperimentalnim uslovima. S druge strane, vezivna mesta 2 i 3 su jako sli¢na vezivnim
mestima cisplatina koji inhibira aktivnost Na*/K*-ATPaze kompetitivnim mehanizmom
[71].

Vezivno mesto 1 za kompleks AubipyC nalazi se sa ekstracelularne strane Na/K kanala,
dok je vezivno mesto 2 u isto vreme i vezivno mesto supstrata. Energije vezivanja za
ove dve pozicije na enzimu su jako sli¢ne, a preferirano mesto vezivanja je odredeno
kinetickim faktorom tj. manjim sternim smetnjama i manjom kompeticijom izmedu
liganada. U vezivhom mestu 2 postoji jaka kompeticija izmedu ispitivanog kompleksa i
ATP, §to se ne deSava u vezivnom mestu 1. Vezivno mesto 3 ovog kompleksa je
locirano izmedu f i y-podjedinice. Kineticka ispitivanja i za ovaj kompleks ukazuju na
nekompetitivnu inhibiciju, ukazujuéi na ¢injenicu da je vezivanje ovog kompleksa za

poziciju 1 odgovorno za inhibiciju enzima.
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4.1.9.1.2. Teorijsko predvidanje mesta vezivanja mononuklearnih kompleksa u

E2P konformaciji enzima

Analiza rezultata dobijenih molekulskim modelovanjem za enzim u E2P konformaciji
(Slika 36) pokazala je takode, kao i u slu¢aju E1 konformacije, postojanje najmanje tri
energetski povoljna potencijalna mesta vezivanja ovih kompleksa.

Vezivna mesta Aubipy(OH), kompleksa za enzim su udaljena od ATP vezivnog mesta
(N domen), $to ujedno potvrduje nekompetitivnu inhibiciju enzima. Dva Aubipy(OH),
kompleksa se vezuju u transmembranskom domenu u jonskom kanalu, koji je
odgovoran za transport Na* i K* jona kroz ¢elijsku membranu. Drugo vezivno mesto po
ja€ini se nalazi u vancelijskom prostoru, izmedu transmembranskog domena i [-
podjedinice.

Vezivna mesta Aupy(OAc), kompleksa se ne nalaze u transmembranskom domenu
(Slika 36). U najstabilnijoj orijentaciji, kompleks metala se nalazi u vanéelijskom delu
ezima, izmedu - i y-subjedinice. Kod orijentacija sa neSto nizom energijom vezivanja
(-3.751 -3.73 kcal/mol) (Tabela 11), kompleksi metala se nalaze u unutarcelijskom delu
enzima, izmedu N, P i A domena, u blizini ATP vezivnog mesta. Ova dva vezivna
mesta ukazuju da se u slucaju Aupy(OAc), kompleksa radi o kompetitivnoj inhibiciji
Na'/K*-ATPaze, $to nije u saglasnosti sa kinetickim merenjima. Na osnovu
eksperimentalnih rezultata mozemo zakljuciti da je vezivanje Aupy(OAc), kompleksa u

poziciji 1 najverovatnije odgovorno za inhibiciju enzima.
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Aubipy(OH),

Slika 36. Teorijski predvidena vezivna mesta ispitivanin mononuklearnih kompleksa
zlata(111) za Na*/K*-ATPazu u E2P konformaciji.

Tabela 11. Procenjene energije vezivanja za energetski najpovoljnija vezivha mesta

mononuklearnih kompleksa zlata(I11) u E2P konformaciji Na'/K*-ATPaze.

Energija vezivanja (kcal/mol)

VM 1 VM 2 VM3

Aubipy(OH), -4,01 -3,73 -3,66
AubipyC -6,17 -5,50 -5,45
Aubipy(OAc), -3,98 -3,75 -3,73

*VVM-vezivno mesto

Energetski najpovoljnije vezivno mesto 1 za AubipyC kompleks se nalazi u jonskom

kanalu koje je bogato negativno naelektrisanim amino kiselinskim ostacima. Vezivno

mesto 2 se nalazi u blizini ATP vezivnog mesta dok se vezivno mesto 3 nalazi u

vanéelijskom delu enzima, izmedu trans-membranskog domena i B-podjedinice. Kako

su vezivna mesta 1 i 2 jako bliska po energiji, prednost u vezivanju ima mesto koje ima

bolje kineticke predispozicije (manje sterno zaklonjeno, tj potrebna su manja pomeranja
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unutar enzima) i za koje ne postoji kompeticija sa drugim ligandima. Kako za prvo i
tre¢e vezivno mesto ne postoji kompeticija izmedu AubipyC kompleksa i ATP, a koja
se javlja za drugo vezivno mesto, pretpostavljamo da ¢e se kompleks pre vezivati za ova
dva mesta. U prilog tome idu i ekperimentalni podaci koji su pokazali da vezivanje ovih

kompleksa u fizioloskim uslovima dovodi do nekompetitivne inhibicije enzima [70].

4.1.9.2. Potencijalna mesta vezivanja binuklearnih kompleksa zlata(l11) za enzim

Molekulsko modelovanje uradeno je i za interakcije Na'/K*-ATPaze sa binuklearnim
kompleksima i izracunate su pozicije dva energetski najpovoljnija vezivna mesta za obe
konformacije E1 i E2P enzima. Rezultati su prikazani u Tabelama 12 i 13, a pozicije

predvidenih vezivnih mesta su pokazane na Slikama 37 1 38.

4.1.9.2.1. Teorijsko predvidanje mesta vezivanja binuklearnih kompleksa u E2P

konformaciji enzima

Dobijeni rezultati pokazuju da ispitivani binuklearni kompleksi imaju ista vezivna
mesta na E2P konformaciji enzima (Slika 37). Prvo vezivno mesto, 1, koje je i ujedno i
energetski najpovoljnije nalazi se u intracelularnom delu enzima izmedu N i P domena,
dok se drugo vezivno mesto, 2, nalazi u transmembranskom delu a-podjedinice, izmedu
a-M2 i a-M6 heliksa, poznatom kao jonski kanal. U realnim uslovima, u celiji,
pokretljivost a-M2 i a-M4 heliksa omogucéava da se simultanim priblizavanjem generise
kanal izmedu a-M2, a-M6 i a-M9 heliksa. U ovom kanalu se mogu naci regulatorni
proteini ili lipidi u odsustvu ovih proteina. Medutim, imaju¢i u vidu nacin vezivanja
lipida i konformacionu pokretljivost a-M5 i a-M6 heliksa, koji su aktivni tokom
katalitiCkog ciklusa, pretpostavljeno je da je vezivno mesto 2 potencijalno inhibitorno
mesto. Na osnovu podataka prikazanih u Tabeli 12 mozZe se zakljuciti da energije
vezivanja ispitivanih kompleksa rastu sa van der Waalsov-om povrS$inom ispitivanih

kompleksa (Poglavlje 4.1.3.).
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Slika 37. Teorijski predvidena vezivna mesta ispitivanih binuklearnih kompleksa

zlata(111) za Na*/K*-ATPazu u E2P konformaciji.

Tabela 12. Procenjene energije vezivanja za energetski najpovoljnija vezivha mesta
binuklearnih kompleksa zlata(l11) u E2P konformaciji Na'/K*-ATPaze.

Energija vezivanja (kcal/mol)

VM 1 VM 2

Auox06 7,18 -7,10

AuzbipyC -8,80 -7,21
Auzphen -7,56 -7,95

*VVM-vezivno mesto

4.1.9.2.2. Teorijsko predvidanje mesta vezivanja binuklearnih kompleksa u E1

konformaciji enzima

Vezivna mesta ispitivanih kompleksa u E1 konformaciji (Slika 38) zavise isklju¢ivo od

njihove strukture. Energetski najpovoljnije mesto za Au,bipyC i Auoxo6 komplekse je

pozicirano u citosolnom delu enzima. Nasuprot njima, energetski najpovoljnije vezivno
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mesto za Augphen kompleks se nalazi u ekstracelularnom delu enzima, izmedu f3
podjedinice i y transmembranskog heliksa. Dok se AuybipyC vezuje izmedu N i P
domena, Auoxo6 se vezuje izmedu A i P domena Na'/K'-ATPaze. Drugo vezivno
mesto za sva tri kompleksa se nalazi sa ekstracelularne strane rascepa u enzimu,
zahvaljuju¢i kome joni ulaze i1 napustaju Celiju. Generalno, mesta vezivanja izabranih
binuklearnih kompleksa su ista kao i za njihove mononuklearne analoge. Na osnovu
energije vezivanja za obe konformacije datih u Tabelama 13 1 14 moze se zakljuciti da
AubipyC kompleks ima najveci afinitet vezivanja ka E2P konformaciji enzima, dok su

energije vezivanja za druga dva kompleksa slicne za sva predvidena vezivha mesta.

Auoxob .'\uz phen

Slika 38. Teorijski predvidena vezivna mesta ispitivanih binuklearnih kompleksa na

Na'/K*-ATPazi u E1 konformaciji enzima.
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Tabela 13. Procenjene energije vezivanja za energetski najpovoljnija vezivna mesta

binuklearnih kompleksa zlata(l11) u E1 konformaciji Na*/K*-ATPaze.

Energija vezivanja (kcal/mol)

VM 1 VM 2

AUOXOB -7,17 -7,16

AuzbipyC 7,80 7,73
Auzphen -7,61 -7,28

*VVM-vezivno mesto

Procenjene energije vezivanja ispitivanih mononuklearnih kompleksa (Tabele 10 i 11)
su nize od energije vezivanja procenjenih za binuklearne komplekse, ukazujuéi da je
afinitet ispitivanih kompleksa zlata(I11) ka Na*/K*-ATPazi u skladu sa van der Waals-
ovom povrSinom ispitivanih kompleksa (Poglavlje 4.1.3.). Povefanjem povrSine
prstena, raste broj aminokiselinskih ostataka koji mogu da interaguju sa ispitivanim
kompleksima.

Kombinacijom rezultata dobijenih molekulskim modelovanjem i kinetickim merenjima,
moze se zakljuciti da se najpovoljnije vezivno mesto za Au,bipyC i Auoxo6 kompleks
nalazi u jonskom kanalu kao i u slucaju kardijacnih glikozida, koji predstavljaju
specifiéne inhibitore Na'/K'-ATPaze [48]. Posto kineti¢ki rezultati ukazuju na
akompetitivni mehanizam, jasno je da ovi binuklearni kompleksi zlata(ll11) mogu da se
vezuju samo nakon vezivanja supstrata. Oslanjajuci se na ovu ¢injenicu, najverovatniji
zaklju¢ak je da je inhibitorna aktivnost ovih kompleksa povezana sa E2P
konformacijom. Mehanizam inhibicije Na'/K'-ATPaze kompleksom Auyphen je
meSoviti 1 ukljucuje kompetitivnu 1 nekompetitivnu inhibiciju. Uzimajuéi u obzir ovu
¢injenicu i rezultate dobijene molekulskim modelovanjem, moze se zakljuciti da ovaj
kompleks moze inhibirati enzimsku aktivnost vezivanjem za predvidena mesta u obema

konformacijama.
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4.1.10. Distribucija aminokiselinskih ostataka enzima u vezivnim mestima

kompleksa

Analiza prirode aminokiselinskih ostataka u blizini energetski najpovoljnijih vezivnih
mesta za ispitivane komplekse je uradena primenom naredbe za odredivanje interakcija
liganada u vezivhom mestu, koja je implementirana u program Discovery Studio
Visualizer [160].

Analiza vezivnih mesta mononuklearnih kompleksa (Slika 39A) pokazala je da
pozitivno naelektrisani Aubipy(OH), kompleks ima izuzetno veliku teznju ka
interakcijama sa nepolarnim amino kiselinama.

AubipyC kompleks, koji je takode pozitivno naelektrisan, pokazuje teznju ka
neutralnim 1 nepolarnim amino kiselinskim ostacima, ali i neSto vecu teznju ka
pozitivno naelektrisanim aminokiselinama, u odnosu na Aubipy(OH), kompleks. Veéi
broj pozitivno naelektrisanih aminokiselina posledica je povecanja povrsine m-Sistema
AubipyC kompleksa (u poredenju sa Aubipy(OH), kompleksom), usled supstitucije -
OH liganda arilnim ligandom. Ovo povecanje povrSine praceno je povecanjem
mogucénosti kompleksa da u svom okruzenju smesti veci broj aminokiselinskih ostataka,
a pored toga, povecava se 1 povrSina sa parcijalno negativnim naelektrisanjem, Sto za
posledicu ima povecanje broja pozitivnih aminokiselina u okruzenju. Upravo to je i
razlog da AubipyC kompleks ima veci afinitet prema enzimu od Aubipy(OH),
kompleksa. Zamena -OH liganada iz Aubipy(OH), kompleksa acetatnim ligandom vodi
smanjenju naelektrisanja kompleksa, kompleks postaje neutralan, sa neSto vecom
povrsinom od Aubipy(OH), i AubipyC kompleksa, kao i manjom polarno$c¢u. U skladu
sa tim, Aupy(OAc), kompleks gradi veci broj interakcija sa aminokiselinama u
vezivnim mestima (u poredenju sa Aubipy(OH), i AubipyC kompleksima), i
manifestuje neSto vecu teZznju ka interakcijama sa naelektrisanim aminokiselinama, u
odnosu na prethodna dva kompleksa. Naravno, 1 ovaj kompleks pokazuje vecu teznju ka
neutralnim aminokiselinama, ali kako je kompleks neutralan, to ga ¢ini pogodnim za
interakcije i sa neutralnim i sa naelektrisanim vrstama.

Analiza prirode aminokiselinskih ostataka u vezivnim mestima uradena je i za ispitivane
binuklearne komplekse (Slika 39B). Kao i u slu¢aju mononuklearnih kompleksa, 1

binuklearni kompleksi imaju najizrazeniju teznju ka interakcijama sa nepolarnim
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aminokiselinama. Afinitet ka ovim aminokiselinskim ostacima moze biti objasnjen
posedovanjem velike povrSine u strukturi kompleksa koji su hidrofobne prirode
(ligandi). Na osnovu dobijene analize moze se zakljuditi da se ispitivani binuklearni

kompleksi zlata(l1l) vezuju u hidrofobnim delovima enzima.
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Slika 39. Raspodela aminokiselina koje se javljaju u vezivnim mestima a)
mononuklearnih kompleksa; b) binuklearnin kompleksa zlata(lll) u funkciji njihove
prirode.

101



4.1.11. Toksicni efekti kompleksa zlata(lll) testirani na sinaptozimima iz mozga
pacova

Toksi¢ni efekti kompleksa zlata(IIl) su ispitani odredivanjem specifi¢ne aktivnosti
laktat dehidrogenaze (LDH), antioksidativnih enzima (katalaze (CAT) i glutation
peroksidaze (GPx) i parametra lipidne peroksidacije malondialdehida (MDA) u
nepre¢iS¢enim sinaptozomima (presinapticki neuroni) pacova soja Wistar albino. Nacin
na koji su neprecis¢eni sinaptozomi pripremljeni i tretirani kompleksima opisan je u
Poglavlju 3.6. Izolovani sinaptozomi tretirani su razli¢itim koncentracijama ispitivanih

jedinjenja u toku 1,5 hna 37 °C.

4.1.11.1. Citotoksi¢ni efekti kompleksa zlata(lll)

Merenjem aktivnosti LDH prema proceduri opisanoj u Poglavlju 3.8.5. ispitivani su
citotoksi¢ni efekti kompleksa zlata na sinaptozomima izolovanim iz mozga pacova.
Aktivnost je merena odmah nakon zavrSenog tretmana.

Laktat dehidrogenaza je citozolni enzim koji se oslobada u sluc¢ajevima kada dolazi do
oste¢enja plazma membrane pa predstavlja biomarker citotoksi¢nosti i citolize [160].
Katalizuje reakciju prevodenja piruvata u laktat, koriste¢i koenzim NADH kao donor
vodonika. Reakcija je reverzibilna i na fizioloskom pH je favorizovana redukcija
piruvata u laktata.

Na Slici 40 su prikazani dobijeni rezultati izrazeni kao aktivnost LDH u funkciji
razli¢itih koncentracija ispitivanih kompleksa zlata. Aktivnost LDH je izrazena kao %
od aktivnosti dobijene u prisustvu 0,1% Tritona X koja predstavlja 100% aktivnost
enzima.

Izmerene aktivnosti LDH u prisustvu kompleksa Aupy(OAc), (Slika 40A) i Au,phen
(Slika 40B) se razlikuje najvise za 15% od kontrolne vrednosti dobijene u netretiranim
sinaptozomima, dok za ostale komplekse nije postojala znacajna razlika u aktivnosti
LDH u odnosu na kontrolu. Poredenjem sa aktivnos¢éu LDH dobijene u prisustvu 0,1%
tritona X, kada dolazi do totalnog oslobadanja LDH iz citoplazme usled ostecenja
membrane, aktivnost ovog enzima u netretiranim i tretiranim uzorcima sinaptozoma

kompleksima zlata je oko 2 puta manja (Slika 40A i 40B). Ovako dobijene vrednosti
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ukazuju da ispitivani kompleksi zlata(lll) ne dovode do ostecenja plazma membrana

tokom 1,5 h tretmana sinaptozoma, odnosno ne pokazuju citotoksi¢no dejstvo.
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Slika 40. Uticaj kompleksa zlata na aktivnost LDH u sinaptozomima izolovanim iz
mozga pacova. a) Uticaj mononuklearnih kompleksa zlata(I11) koncentracije: 1 x 10, 1

x 10°, 1 x 10™*i 2 x 10 M; b) Uticaj binuklearnih kompleksa zlata(ll1) koncentracije: 1
x107,1x10°i1 x 10° M.
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4.1.11.2. Prooksidativna svojstva kompleksa zlata(lll)

Prooksidativna svojstva kompleksa zlata procenjena su merenjem aktivnosti enzima
antioksidativne zastite, CAT 1 GPx u nepreciS¢enim sinaptozomima izolovanim iz
mozga pazova, nakon 1,5 h tretmana razli¢itim koncentracijama ovih kompleksa.
Metode za odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima su opisane u Poglavljima
3.8.3i3.8.4.

Na Slikama 41 i 42 su prikazane dobijene aktivnosti CAT i GPx, enzima koji kao
supstrat koriste vodonik-peroksid, u zavisnosti od koncentracije ispitivanih kompleksa

zlata, kao i kontrolna vrednost za netretirane sinaptozome.
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Slika 41. Uticaj kompleksa zlata(lll) na aktivnost katalaze u sinaptozomima izolovanim
iz mozga pacova. a) Uticaj mononuklearnih kompleksa zlata(111) koncentracije: 1 x 10°®,
1x107°, 1 x10™i 2 x 10™M; b) Uticaj binuklearnih kompleksa zlata(I1l) koncentracije
1x107,1x10°%i1x 10°M.

Dobijeni rezultati su pokazali da ispitivani mononuklearni i binuklearni kompleksi zlata
smanjuju aktivnost katalaze na koncentracijski zavistan nacin. Inhibitorna sposobnost

ispitivanih  kompleksa zlata moze biti objasnjena interakcijom Au(lll) jona sa
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aminokiselinama His, Asp (asparaginska kiselina) ili Phe (fenilalanina) koje ulaze u
sastav aktivnog mesta enzima [162] a prema kojima Au joni pokazuju veliki afinitet.
Mononuklearni kompleksi AubipyC i Aubipy(OH), su se pokazali kao bolji inhibitori
ovog enzima u odnosu na svoje strukturne dimere Au,bipyC i Auoxo6. ICsy vrednost
ovih mononuklearnih kompleksa je oko 1 x 10> M dok ova koncentracija binuklearnih
kompleksa inhibira oko 25% aktivnosti CAT. Bolja inhibitorska sposobnost se
verovatno moze objasniti prisustvom lako odlazece —OH grupe u mononuklearnim
kompleksima. Poredenjem inhibitornih sposobnosti binuklearnih kompleksa vidi se da
je uloga liganda takode vazna pa se moze slobodno zakljuciti da su fenantrolinski
kompleksi bolji inhibitori CAT od bipiridnskih.
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Slika 42. Uticaj kompleksa zlata(lll) na aktivhost GPx u sinaptozomima izolovanim iz
mozga pacova. a) Uticaj mononuklearnih kompleksa koncentracije: 1 x 10°, 1 x 10°, 1

x 10 i 2 x 10™*M; b) Uticaj binuklearnih kompleksa koncentracija: 1 x 107, 1 x 10°® i
1x10° M.

Slika 42 pokazuje da u uzorcima tretiranim kompleksima zlata takode dolazi i do
koncentracijski zavisnog smanjenja aktivnosti GPx u odnosu na kontrolnu vrednost.

Inhibicija aktivnosti GPx se moze objasniti velikim afinitetom kompleksa zlata ka Cys
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(cistein) 1 selenocisteinu koji se nalaze u aktivnom mestu ovog enzima dok je
inhibitorna sposobnost mononuklearnih i binuklearnih kompleksa sli¢na.

Inhibicijom CAT i GPx kompleksima zlata(ll1) dolazi do promena u redoks stanju ¢elije
Sto dovodi do povecane produkcije vodonik peroksida i drugih lipidnih peroksida.
Znacajno povecanje u intracelularnoj koncentraciji H,O, izazvano inhibicijom ovih
enzima dovodi do ¢elijske smrti apoptozom. U ¢elijama tumora aktivnost GPx i katalaze
je veca u odnosu na zdravu celiju, kao odgovor tumorskih ¢elija na izazvani oksidativni
stres zbog ubrzane c¢elijske proliferacije, tako da inhibicija ovih enzima moze imati
povoljan efekat. Medutim u zdravim c¢elijama inhibicija ovih enzima ima samo stetan
efekat i moze dovesti do iniciranja lipidne peroksidacije §to je potvrdeno

eksperimentom u poglavlju 4.1.11.3.

4.1.11.3. Uticaj kompleksa zlata(l11) na lipidnu peroksidaciju

Uticaj mononuklearnih i binuklearnih kompleksa zlata(lll) na lipidnu peroksidaciju je
pracen merenjem sadrzaja MDA, proizvoda lipidne peroksidacije i markera lipidnog
ostecenja membrane u sinaptozomima nakon 1,5 h tretmana razli¢itim koncentracijama
ovih kompleksa. Metoda za odredivanje sadrzaja MDA je prikazana u Poglavlju 3.8.6.
Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 43.
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Slika 43. Sadrzaj parametra lipidne peroksidacije, MDA, u sinaptozomima tretiranim
razlic¢itim koncentracijama kompleksa zlata(lll). a) Mononuklearnim kompleksima
koncentracije 1 x 10, 1 x 10°, 1 x 10™*i 2 x 10 M; b) Binuklearnim kompleksima
koncentracije: 1 x 107, 1 x 10°i 1 x 10° M.

Prikazani rezultati (Slika 43) pokazuju da ispitivani mononuklearni i binuklearni
kompleksi zlata(lll) dovode do znacajnog povecanja sadrzaja malondialdehida (> 25 %)

pri visim koncentracijama kompleksa u odnosu na netretirane sinaptozome (kontrola).
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Inhibicijom katalaze i GPx ovim kompleksima doslo je do povecane produkcije HyO5 i
drugih lipidnih peroksida. Nastali H,O u prisustvu metalnog jona inicira proces lipidne

peroksidacije €iji je krajnji proizvod malondialdehid ¢ija je povecana koncentracija

primeéena za sve komplekse.

4.1.12. Genotoksi¢ni efekti binuklearnih kompleksa zlata(lll) testirani na

humanim limfocitima

Genotoksicni efekti binuklearnih kompleksa zlata(Ill) su odredeni analizom ucestalosti
mikronukleusa (MN/1000 binukleusnih c¢elija), kao indikatora genomskih ozleda i
indeksa (potencijala) ¢elijske proliferacije, CBPI, kao indikatora rasta ¢elija u kulturama
limfocita periferne krvi, tretiranim razli¢itim koncentracijama rastvora binuklearnih
kompleksa zlata (1 x 107, 1 x 10° i 1 x 10° M) u fosfatnom puferu, pH 7,4. Rezultati

su prikazani na Slici 44.
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Slika 44. Ucestalost mikronukleusa (a) i citokinezis-blok proliferativni indeks (b) u
kulturama limfocita tretiranim binuklearnim kompleksima zlata(lll). Koncentracije
kompleksa: 1 x 107, 1 x 10 i 1 x 10 M. MN-mikronukleus, BN-binukleusna éelija.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da kompleksi Auzphen (p < 0,05) i
Au0x06 (p < 0,01) dovode do povecanja ucestalosti mikronukleusa pri svim ispitivanim
koncentracijama, dok kompleks Au,bipyC znacajno povecava uéestalost mikronukleusa

samo pri najvecoj primenjenoj koncentraciji (Slika 44a). Au,phen kompleks ima
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snaznije genotoksi¢ne efekte (p < 0,05) u odnosu na Auoxo6 i AuzbipyC cak i pri
najmanjoj ispitanoj koncentraciji. Najnize primenjene koncentracije kompleksa Auoxo6
I AupbipyC imaju sli¢ne genotoksi¢ne efekte i ne menjaju znacajno ucestalost
mikronukleusa u odnosu na kontrolu (Slika 44a).

Znacajno smanjenje citokinezis-blok proliferativnog indeksa (CBPI) je opaZeno u svim
¢elijskim kulturama tretiranim kompleksima Aupphen i Auoxo6 (p < 0,001), dok
kompleks Au,bipyC dovodi do smanjenja CBPI jedino pri viSim koncentracijama (p <
0,05). Utvrdeno je da sa porastom ucestalosti mikronukleusa, opada proliferativni
potencijal limfocita u svim tretiranim uzorcima. Linearna regresiona analiza je pokazala
statistiCki znacajnu negativnu korelaciju izmedu ispitivanih parametara (r = -0.96, p <
0,005). Na osnovu dobijenih rezultata moguce je zaklju€iti da u simuliranim bioloskim
uslovima, svi ispitivani binuklearni kompleksi izazivaju genotoksicne efekte na
koncentracijski zavistan nacin. Najverovatnije, razlike u sposobnosti indukovanja
genotoksi¢nih efekata mogu biti objasnjene njihovom razli¢itom stabilnoséu pri
fizioloskim uslovima (Poglavlje 4.1.1.). Bipiridini, fenantrolini kao i njihovi derivati
izazivaju ostecenje molekula DNK [163,164] koje moze dovesti do celijske smrti. U
Poglavlju 4.1.1. je pokazano da jedino kompleks Au,bipyC ostaje stabilan u duzem
vremenskom periodu. Ostala dva kompleksa, Auoxo6 i Augphen, podlezu strukturnim
promenama 1 otpustanju liganada. Moze se zakljuciti da otpusStanje bipiridinskih 1
fenantrolinskih liganada zbog manje stabilnosti kompleksa pri fizioloskim uslovima

moze imati znacajan uticaj na genotoksicnost ispitivanih kompleksa.

4.2. Interakcija polioksovolframata sa acetilholinesterazom

U ovom poglavlju ispitan je uticaj 12-volframsilicijumove (WSiA) i 12-volframfosforne
kiseline (WPA) na enzim acetilholinesterazu (AChE), kombinacijom razlicitih

eksperimentalnih tehnika koje su korelirane sa teorijskim prora¢unima.

4.2.1. Stabilnost polioksovolframata napH 3,518

Stabilnost ispitivanih POM-ova je prac¢ena spektrofotometrijski, na sobnoj temperaturi,
u toku 1 h u dejonizovanoj vodi nakon rastvaranja odgovarajuceg POM-a, pH ~ 3,5, kao

i u 50 mM fosfatnom puferu (FP) pH 8, na kome AChE ima maksimalnu aktivnost
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(Poglavlje 3.8.2.). Dobijeni apsorpcioni spektri ispitivanih jedinjenja prikazani su na
Slikama 45 i 46.

Kada se POM-ovi nalaze u vodi (Slike 45A i 46A), dolazi do manjih transformacija u
odnosu na trenutak rastavaranja (t = 0) zato Sto POM nakon odredenog vremena
zauzima svoju kona¢nu formu u kojoj ostaje u toku duzeg vremenskog perioda. U
slu¢aju kada se ispitivani POM-ovi nalaze u 50 mM FP pH 8, dolazi do znacajne
promene apsorpcionog spektra, ukazuju¢i na hemijske transformacije ispitivanih

jedinjenja pri datim eksperimentalnim uslovima.
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Slika 45. Apsorpcioni spektar 1 x 10° M WPA u: A) dejonizovanoj vodi, finalno pH
3,51 B) u 50 mM fosfatnom puferu, pH 8. Isprekidanim crticama pod B je prikazan
spektar WPA u vodi ut=0 radi poredenja.

Vecina heteropolikiselina koja poseduje W u svojoj strukturi je stabilna u kiseloj
sredini. Prema literaturnim podacima dobijenim na osnovu **WNMR merenja, u
vodenoj sredini u opsegu pH vrednosti od 2,5 — 7,5, WPA (H3[PW1,040]) se uglavnom
nalazi u monolakunarnoj formi Keggin-ove strukture [PW1,039]”, dok u opsegu pH
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vrednosti od 7,5 — 8 dolazi do njegovog daljeg razlaganja do trilakunarne forme,
[PWoO34]*"". Na pH vrednostima visim od 8 dolazi do potpunog razlaganja na fosfatni,

HPO%~, i wolframatni jon WO~ [74,165].
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Slika 46. Apsorpcioni spektar 1 x 10° M WSIA u: A) dejonizovanoj vodi, finalno pH
3,5 1 B) u 50 mM fosfatnom puferu pH 8. Isprekidanim crticama pod B je prikazan
spektar WSiA u vodi u t = 0 radi poredenja.

115



WSIA (Ha[SiW1204]) je daleko stabilnija u vodi od WPA, na §ta ukazuju i manje
izrazene promene u apsorpcionom spektru, Slika 46A. Ovaj POM je stabilan u opsegu
pH < 8 i nalazi se u obliku Kegin-ove strukture, [SiW1,040]*, [166] §to je u saglasnosti
sa prikazanim UV/Vis spektrima. Pri pH < 8,9, WSIA se uglavhom nalazi u
monolakunarnoj formi Keggin-ove strukture, [PW1;030]".

Na osnovu navedenih literaturnih podataka, kao i na osnovu spektrofotometrijskih
ispitivanja u ovoj tezi, moze se zakljuciti da se u 50 mM fosfatnom puferu ispitivani
POM-ovi, WPA i WSIA, nalaze u lakunarnim oblicima Keggin-ove strukture, i to u

trilakunarnom i monolakunarnom, redom.

4.2.2. Particioni koeficijent polioksovolframata

Particioni koeficijent ispitivanin POM-ova, izrazen kao logaritam, logP je odreden na
temperaturi od 25 °C u konvencionalnom dvofaznom sistemu n-oktanol/dejonizovana
voda, koris¢enjem standardne shake-flask metode (metodom muékanja u bocici).

Dobijene srednje logP vrednosti za tri merenja su prikazane u Tabeli 14.

Tabela 14. Vrednosti particionog koeficijenta ispitivanih POMova.

POM logP
WPA -0,29
WSIA -0,47

Na osnovu dobijenih vrednosti za logP moZze se zakljuciti da se ispitivana jedinjenja u
nekom procentu mogu rastvoriti u n-oktanolu, kao model sistemu za ¢elijske membrane,
impliciraju¢i da ova jedinjenja mogu pro¢i neometano kroz ¢elijsku membranu. Takode,
ispitivani POM-ovi zadovoljavaju kriterijum logP < 4, [167] za lekove namenjene u
lecenju bolesti centralnog nervnog sistema. Medutim, prolaz kroz membranu je

verovatno otezan usled velikog negativnog naelektrisanja koje se nalazi na POM-ovima.
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4.2.3. Teorijski proracuni dipolnog momenta, raspodele naelektrisanja, povrSine i

zapremine polioksovolframata

Teorijski proracuni za procenu dipolnog momenta, raspodele naelektrisanja, ukupne
povrsine 1 zapremine ispitivanth POM-ova su uradeni sa ciljem njihove dalje
karakterizacije. Proracuni su radeni na optimizovanim strukturama POM-ova, a dobijeni

rezultati su prikazani u Tabeli 15.

Tabela 15. Izracunate vrednosti dipolnog momenta, zapremine i povrSine POM-ova.

POM Dipolni moment, D Zapremina, A> Povrsina, A° DuZina M-O veze, A

WSIA 346,12 627,2 500,4 1,55
WPA 259,90 611,4 525,6 1,64

lako ispitivani POM-ovi pripadaju istoj klasi heteropolikiselina koje odlikuje ista
struktura Keggin-ovog tipa, izraCunate vrednosti dipolnih momenata (Tabela 15), nisu
sli¢ne (Slika 47).

¢ - .
’ . ¢
= £ =
@ 2
Coorfage 100 | % 2000 WSIA

WPA —
u=25959D u=346,12 D

Slika 47. Distribucija elektrostatickog povrSinskog potencijala (ESP, electrostatic
surface potential, eng.) i dipolni momenti za WPA i WSiA. Zelena boja oznafava

pozitivno naelektisane atome, crvena boja negativno naelektrisane atome.
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Na osnovu srtukture ispitivanih jedinjenja (Poglavlje 1.3.1.) moze se videti da se jedina
strukturna razlika izmedu ispitivanih POM-ova nalazi unutar M-O veze, pa se znatno
vece vrednost dipolnog momenta dobijene za WSiA mogu pripisati ve¢oj polarnosti Si-
O veze od P-O (elektronegativnost O atoma je 3,5; P je 2,1; Si je 1,8). Kako su Keggin-
ove strukture jako rigidne, na osnovu dobijenih vrednosti dipolnih momenta moze se
zakljuciti da su ispitivana jedinjenja polarna i da ¢e u interakciji sa proteinima imati
veliku teznju ka pozitivno naelektrisanim i polarnim aminokiselinskim ostacima.
Dobijene vrednosti dipolnih momenata su takode u dobroj saglasnosti sa
eksperimentalno izracunatim logP vrednostima koji ukazuje da je WSiA sa nizom logP
vredno$¢u ujedno i polarnije jedinjenje od ispitivanog WPA.

Jacina vezivanja nekog liganda za enzim odredena je 1 brojem aminokiselinskih grupa
enzima sa kojima ligand ostvaruje kontakt. Ovaj broj je obi¢no proporcionalan povrSini
(odnosno zapremini) liganda, u ovom slucaju ispitivanog POM-a. Kako WSIA i WPA
imaju sli¢ne zapremine i van der Waals-ove povrsine (Tabela 15), ne treba ocekivati da
¢e uticaj ovog faktora biti presudan za jacinu vezivanja. Vece vrednosti zapremine kao 1
van der Waals-ove povrsine izracunate za WSiA (Tabela 15) mogu se pripisati vecoj
duzini Si-O veze (1,64 A) od P-O veze (1,55 A), $to se opet objasnjava veéim van der

Waals-ovim polupre¢nikom Si atoma, u poredenju sa polupreénikom P atoma.
4.2.4. Inhibicija acetilholinesteraze

Uticaj polioksometalata, WSIA i WPA, na aktivnost AChE ispitan je u oblasti
koncentracija POM-a od 5 x 10° do 1 x 10™* M. Relativna enzimska aktivnost (REA),
koja predstavlja procenat preostale aktivnosti AChE u odnosu na aktivnost enzima bez
dodatog POM-a (kontrolna vrednost), predstavljena je u funkciji koncentracije dodatog
POM-a (Slika 48) a dobijena zavisnost je fitovana sigmoidalnom funkcijom prema
jednacini (9). Dobijene vrednosti predstavljene su u Tabeli 16. Za dobijanje parametara
inhibicije upotrebljena je i Hill-ova jednac¢ina (10) a dobijeni rezultati su prikazani na

umetnutom grafiku Slike 48 i u Tabeli 16.
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Slika 48. Inhibicija aktivnosti AChE polioksovolframatima. Umetnut grafik: Hill-ova

analiza inhibicione krive.

Tabela 16. Parametri inhibicije aktivnosti AChE (vrednosti ICsq i Hill-ov koeficijent, n)

POM-ovima dobijeni fitovanjem sigmoidnom zavisno$¢u i Hill-ovom analizom.

Hill-ova analiza

POM Sigmoidalni fit, ICsy, M ICeo. M o
WSIA (6,21 +0,02) x 10°® (7,23 +0,02) x 10°® 0,93 + 0,09
WPA (1,01 +0,01) x 10° (1,23 +0,01) x 10°® 1,23+0,17

Iz Tabele 16 se moze videti da su rezultati dobijeni fitovanjem eksperimentalno
dobijenih tacaka sigmoidalnom funkcijom u saglasnosti sa rezultatima dobijenim Hill-
ovom analizom $to ukazuje da se i prvi model moze koristiti za odredivanje parametara
inhibicije (n, ICsp). ICs vrednosti za WSIA su u submikromolarnom opsegu dok WPA
pokazuje inhibiciju aktivnosti AChE u mikromolarnom opsegu. Dobijene vrednosti

Hill-ovog koeficijenta ~ 1 ukazuju na nepostojanje kooperativnosti izmedu vezivnih
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mesta ovih POM-ova na AChE. Literaturni podaci pokazuju da je interakcija izmedu
POMe-ova i proteina elektrostaticke prirode [168,169], kao i da ova jedinjenja inhibiraju
aktivnost AChE nekompetitivnim mehanizmom [89]. Prema tome, mozZe se pretpostaviti
da POM-ovi ispitani u ovom radu inhibiraju aktivnost AChE elektrostati¢kim

interakcijama, $to je molekulskim modelovanjem (Poglavlje 4.2.8.) potvrdeno.

4.2.5. Uticaj polioksovolframata na fluorescenciju acetilholinesteraze

Uticaj POMova na Trp fluorescenciju AChE pracen je snimanjem fluorescentnih
spektara enzima u rastvoru 50 mM fosfatnog pufera u odsustvu i prisustvu ispitivanih

POM-ova. Primenjena talasna duzina ekscitacije od 295 nm omogucila je selektivno

pobudivanje Trp u enzimu. Dobijeni emisioni spektri su prikazani na Slici 49.
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Slika 49. Fluorescentni spektar 1 x 107 M AChE u 50 mM fosfatnom puferu, pH 8, u
prisustvu razligitih koncentracija POM-ova: 1 x 107 — 1 x 10° M. A) WPA; B) WSIA.

Sa Slike 49 se vidi da ispitivani POM-ovi ne uti¢u znacajno na Trp fluorescenciju
AChE. Na osnovu inhibicionih studija videli smo da ispitivani POM-ovi predstavljaju
jake inhibitore aktivnosti AChE. Takode, aktivno mesto AChE je bogato Trp ostacima
pa bi iz tog razloga vezivanje ispitivanih POM-ova na ovom mestu uticalo na
fluorescenciju enzima. Na osnovu ovih ¢injenica moze se zakljuciti da rezultati dobijeni
fluorescentnim merenjima ukazuju da se vezivno mesto ispitivanih POM ne nalazi u

blizini Trp ostataka kao i da sigurno nije u aktivnom mestu enzima. Ovako dobijeni
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rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima prema kojima je mehanizam

inhibicije AChE nekomptetitivan.

4.2.6. Uticaj polioksovolframata na sekundarnu strukturu acetilholinesteraze

CD spektri 1 x 107 M AChE u 10 mM fosfatnom puferu, pH 8, snimani su u odsustvu i
prisustvu polioksovolframata razli¢itih koncentracija (1 x 107 — 1 x 10°® M) kako bi se
pratile promene u sekundarnoj strukturi enzima izazvane dodatkom ovih jedinjenja.

Dobijeni CD spektri su prikazani na Slici 50.
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Slika 50. CD spektri 1 x 10" M AChE u odsustvu (crveni spektar) i prisustvu razli¢itih
koncentracija POM-ova: 1 x 107 —1 x 10° M. A) WSIA; B) WPA.

CD spektar AChE sadrzi izrazeni minimum na 208 nm (crveni spektar na Slici 50), koji
je karakteristiCan za sekundarne strukture proteina bogate a-heliksima [155]. Dodatak
ispitivanih POM-ova ne menja znacajno sekundarnu strukturu ispitivanog enzima pa se
moze zakljuciti da inhibitornu sposobnost ovih jedinjenja nije moguce objasniti

promenama u sekundarnoj strukturi.
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4.2.7. EPR spektroskopsko proucavanje interakcije polioksovolframata sa

acetilholinesterazom

U cilju ispitivanja oksidacionog stanja metala (u ovom slu¢aju W) u toku interakcije
POM-ova sa AChE, snimljeni su EPR spektri na 100 K. WSIA nema EPR spektar jer je
jon W dijamagnetik kad se nalazu u oksidacionom stanju +6. U prisustvu AChE takode
ne dolazi do pojave EPR signala $to znaci da je W i dalje u istom oksidacionom stanju,
Slika 51A. Medutim, prilikom inkubacije WSIA i AChE sa supstratom (ASChl)
detektovan je signal na g = 2,087 i Sirinom linije od 130 G, Slika 51B. Ovaj signal se
moze pripisati jonu wo (S =) [170], $to znaci da u toku reakcije WSiA sa AChE u
prisustvu supstrata dolazi do redukcije W iz oksidacionog stanja + 6 u + 5. Intenzitet
signala na g = 2,087 opada u toku vremena (Slika 51C), Sto znaci da dolazi do
reoksidacije W*" u W®".
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Slika 51. EPR spektri snimljeni na 100 K: A) 1 x 10* M WSiA u prisustvu 2UI/ml
AChE nakon 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi, B) 1 x 10* M WSIA u prisustvu
2Ul/ml AChE i 2 x 10° M supstrata ASChl nakonl0 min inkubacije na sobnoj
temperaturi. Parametri snimanja spektara su opisani u Poglavlju 3.2.6. Promena
intenziteta EPR signala na g = 2,087, koji poti¢e od W>*, u funkciji vremena. Tacke su

fitovane eksponencijalnom funkcijom prvog reda.
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Za razliku od WSIA, prilikom interakcije WPA sa AChE, ¢ak ni u prisustvu supstrata,
ne dolazi do pojave EPR signala (Slika 52) W°* jona ukazujuéi da u ovom slu¢aju ne
dolazi do redukcije W u W®". Ovakvo razligito ponaSanje ispitivanih POM-ova u
prisustvu AChE ukazuje na razli¢iti mehanizam interakcije ovih POM-ova sa ovim

enzimom.
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Slika 52. EPR spektri snimljeni na 100 K: A) 1 x 10* M WPA u prisustvu 2Ul/ml
AChE nakon 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi, B) 1 x 10 M WPA u prisustvu
2Ul/ml AChE i 2 x 10° M supstrata (ASChI) nakonl0 min inkubacije na sobnoj
temperaturi. Parametri snimanja spektara su opisani u Poglavlju 3.2.6.

4.2.8. Teorijsko predvidanje potencijalnih mesta vezivanja polioksovolframata na

acetilholinesterazi

Molekulsko modelovanje interakcija POM-a sa AChE je uradeno koristeci kristalnu
strukturu AChE preuzetu iz proteinske baze proteina, PDB koda 1C2B koja je
,»oCiS¢ena” od molekula vode i drugih liganada i optimizovane strukture ispitivanih
POM-ova. Molekulsko modelovanje je prvo uradeno na celom proteinu (Slika 53), a
nakon toga samo na aktivnom mestu (Slika 54).

Na osnovu molekulskog modelovanja uradenom na celom enzimu moze se zakljuciti da
ni jedan od dva ispitivana POM-a ne pokazuje teznju da se vezuje za aktivno mesto, ve¢

dolazi do vezivanja samo na povrsini enzima (Slika 53).
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Slika 53. Mesta vezivanja WPA (zuto obojene lopte) i WSiA (crno obojene lopte) za

acetilcholinesterazu, sa strukturom preuzetom iz PDB kod 1C2B.

Od tri predlozena vezivna mesta za WPA, dva se nalaze u oblasti sa 3-ravnima (energije
vezivanja su -4,12 i -3,86 kcal/mol) a jedno u oblasti bogatoj a-heliksima (energija
vezivanja je -4,09 kcal/mol). WSiA ima ve¢i afinitet ka oblastima sa a-heliksima, u
kojoj se nalaze dva njegova vezivna mesta (enegije vezivanja su -4,27 i -2,97 kcal/mol),
dok se jedno mesto nalazi u oblasti sa f-ravnima (enegija vezivanja je -3,81 kcal/mol).

Izraunate energije vezivanja datin POM-ova za AChE su prikazane u Tabeli 16.

Tabela 16. Energije vezivanja (izrazene u kcal/mol) POM jedinjenja za
acetilcholinesterazu, dobijene molekulskim modelovanjem na celom proteinu i na

aktivnom mestu.

Energija vezivanja (kcal/mol)

Ceo protein Aktivno mesto

-4,12
WPA -4,09 -2,59
-3,86

-4,27
-3,81

-2,97

WSIA -1,86

Analiza prirode aminokiselinskih ostataka u ovim vezivnim mestima je prikazana na

Slici 54 sa koje se moze videti da WPA interaguje sa 13 a WSiA sa 14 aminokiselinskih
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ostataka. Takode, ovom analizom nadeno je da oba POM-a imaju teznju ka gradenju
elektrostatiCkih interakcija sa pozitivno naelektrisanim aminokiselinama (Arg i Lys).
Nesto vec¢i broj aminokiselinskih ostataka sa kojim WSiA ostvaruje kontakte moze se
pripisati neznatno vecoj povrsini (odnosno zapremini) ovog jedinjenja u odnosu na
WPA (Poglavlje 4.2.3.) dok se teznja ka vezivanju u podrucju koje je bogato pozitivnim

aminokiselinskim ostacima pripisuje negativnom naelektrisanju ovih kompleksa.

& pozitivie
" pegativoe

poluse

= pepolaroe

Broj amino Kiselinskih ostataka
o - N W s o ~ O ©

WPA WSiA
Priroda amino Kiselinskih ostataka

Slika 54. Analiza prirode aminokiselinskih ostataka u vezivnim mestima WPA i WSIA

za acetilcholinesterazu, sa strukturom preuzetom iz PDB kod 1C2B.

Molekulsko modelovanje interakcije ispitivanih POM-ova sa AChE je uradeno i samo
na aktivnom mestu §to je postignuto smanjenjem veli¢ine prostora na enzimu u kome se
moze nadi ligand i odabirom aktivnog mesta kao Zeljenog prostora. Rezultati dobijeni

ovakvim modelovanjem su prikazani na Slici 55.
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Slika 55. Mesto vezivanja WPA (zuto obojene lopte) i WSiA (crno obojene lopte) u
okolini aktivnog mesta AChE sa strukturom preuzetom iz PDB kod 1C2B (levo).

Distribucija aminokiselina u vezivnom mestu (desno).

Sa Slike 69 se moze videti da i u ovom slu¢aju ne postoji vezivanje u blizini anjonskog
vezivnog centra (Trp86, Tyr133, Glu202, Gly448 i [le451) ve¢ da se oba POM-a vezuju
za spoljasnju stranu petlje (od Tyr341 do Ser355), koja se nalazi iznad aktivnog mesta, i
da interaguju sa istim aminokiselinskim ostacima: Tyr77, Leu 339, Val340, Gly342,
Val343, Pro344, Gly345, Phe346 i Ser347.

Poredenjem sa vezivnim mestima nadenim ispitivanjem cele povrSine proteina,

zakljucuje se da vezivanjem u blizini aktivnog mesta, kompleksi interaguju uglavnom
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sa nepolarnim amino kiselinama. Od devet aminokiselina, ¢ak sedam su nepolarne, a
preostale dve su polarne. Interakcije koje grade kompleksi sa nepolarnim
aminokiselinama su slabije od elektrostatickih interakcija, pa je to razlog zaSto su
energije vezivanja WPA (-2,59 kcal/mol) i WSIA kompleksa (-1.86 kcal/mol) u ovom
slu¢aju manje nego za vezivanje na povrsinu enzima (Tabela 16).

Na osnovu rezultata dobijenih molekulskim modelovanjem moze se izvesti zakljuc¢ak da
se WPA i WSA ne vezuju u aktivno mesto AChE, kada se enzim nalazi u konformaciji
koja je nadena u kristalnoj strukturi sa PDB kodom 1C2B nego na njegovoj povrsini, u
oblastima bogatim pozitivno naelektrisanim aminokiselinama. Ove studije su u
saglasnosti sa fluorescentnim studijama koje ukazuju da se ispitivani kompleksi ne
vezuju u blizini Trp na acetilholinesterazi. Takode ovo je u saglasnosti i sa literaturnim
podacima koji ukazuju na nekompetitivno vezivanje jedinjenja ovog tipa za AChE [89]
kao i Cinjenicom da je interakcija POM-ova sa proteinima elektrostaticke prirode
[168,169]. Aktivno mesto AChE predstavlja uski kanal u kome dominiraju negativno
naelektrisane kiseline. S druge strane, POM-ovi su molekuli velikih molekulskih masa
sa negativnim naelektrisanjem na povrsini §to bi moglo da predstavlja razlog njihovog

vezivanja na povrsini enzima.

4.2.9. Toksicni efekti polioksovolframata testirani na sinaptozomima iz mozga

pacova

Toksicni efekti polioksovolframata su ispitani odredivanjem aktivnosti LDH,
antioksidativnih enzima CAT 1 GPx kao 1 odredivanjem sadrzaja MDA u neprecis¢enim
sinaptozomima pacova soja Wistar albino. Nacin na koji su neprecisceni sinaptozomi
pripremljeni opisan je u Poglavlju 3.6. Izolovani sinaptozomi tretirani su razli¢itim

koncentracijama ispitivanih jedinjenja u toku 1,5 h na temperaturi 37 °C.

4.2.9.1. Citotoksic¢ni efekti polioksovolframata

Citotoksicni efekti polioksovolframata su ispitani merenjem aktivnosti LDH u

sinaptozomima mozga pacova prema proceduri opisanoj u Poglavlju 3.8.5. Aktivnost
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enzima je merena odmah nakon zavrSenog tretmana. Dobijeni rezultati su prikazani na
Slici 56.
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Slika 56. Uticaj razlicitih koncentracija POM-ova na aktivnost LDH u sinaptozomima
izolovanim iz mozga pacova. Koncentracije WSIA i WPA: 1 x 10°, 1 x 10°, 1 x 10™
M. Dodatno 5 x 10 M samo za WSiA i 1 x 10° M samo za WPA.

Sa Slike 56 se moZe videti da primenom razliitih koncentracija ispitivanih POM-ova
ne dolazi do znaajnog povecanja aktivnosti enzima laktatdehidrogenaze (oko ~ 5 %
viSe od kontrole) pri najniZim primenjenim koncentracijama (1 x 10° M), dok pri viSim
koncentracijama POM-ova dolazi do inhibicije aktivnosti ovog enzima na
koncentracijski zavistan nacin. Poredenjem dobijenih vrednosti sa aktivnoS¢u ovog
enzima koja je dobijena pri tretmanu sinaptozoma 0,1 % tritonom X i koja predstavlja
maksimalnu vrednost aktivnosti LDH, moze se zakljuciti da je u prisustvu ispitivanih
POM-ova aktivnost LDH 2,5 puta manja. Ovi rezultati ukazuju da ispitivani POM-ovi
ne dovode do ostecenja plazma membrane tokom 1,5 h tretmana sinaptozoma, odnosno

ne pokazuju citotoksi¢no dejstvo.
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4.2.9.2. Prooksidativna svojstva polioksovolframata

Prooksidativna svojstva polioksovolframata procenjena su merenjem aktivnosti enzima
antioksidativne zastite, CAT 1 GPx u nepreciS¢enim sinaptozomima izolovanim iz
mozga pazova. Metode za odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima su opisane u
Poglavljima 3.8.3. i 3.8.4. Na Slici 57 su prikazane dobijene aktivnosti CAT i GPx,
izrazene kao procenat od aktivnosti ovih enzima u netretiranim sinaptozomima U

zavisnosti od koncentracije polioksometalata.
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Slika 57. Uticaj razli¢itih koncentracija POM-ova na aktivnost CAT (a) i aktivnost GPx
(b) u sinaptozomima izolovanim iz mozga pacova. Koncentracije WSIiA i WPA: 1 x 10
®1x10° 1 x 10" M. Dodatno 5 x 10 M samo za WSiA i 1 x 10° M samo za WPA.,
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Sa Slike 57a se moze videti da u prisustvu WSiA dolazi do znadajnog povecanja
aktivnosti CAT &ak i pri najnizim primenjenim koncentracijama, 1 x 10°M (4 puta u
odnosu na kontrolu, koja predstavlja netretirane sinaptozome). S druge strane, aktivnost
GPx ostaje nepromenjena u prisustvu ovog POM-a.

Pri tretmanu sinaptozoma drugim POM-om,WPA, aktivnost GPx (Slika 57a) se
smanjila 90 % ve¢ pri najmanjoj primenjenoj koncentraciji, 1 x 10° M, dok se aktivnost
GPx (Slika 57b) znacajno povecala (2,5 puta od kontrolne vrednosti) pri tretmanu
najnizom primenjenom koncentracijom WPA. Medutim povecanje aktivnost GPX je
obrnuto proporcionalno povecanju koncentracije WPA, ukazujuéi na mogucénost
inhibicije GPx ovim POM-om pri vi§im koncentracijama.

CAT je enzim koji se aktivira u slu¢ajevima stvaranja visokih koncentracija H,O, dok
se GPx aktivira ve¢ pri malom povecanju H,O,. Iz literaturnih podataka je poznato da
POM-ovi imaju ulogu u transferu elektrona (electron shuttling, eng.) sa jedne reaktivne
vrste (obi¢no metala u nultom ili nizem oksidacionom stanju) na drugu reakcionu vrstu,
najcesce Oy, [171] pri ¢emu se reverzibilno redukuju (POMq) bez promene svoje
strukture.

Upravo ova redukovana forma, POMq, je odgovorna za stvaranje superoksid anjona
05 u sinaptozomima, mehanizmom transfera elektrona sa metalnog jona na molekul
O,. Povecano stvaranje O, izazvano prisustvom POM-a moze dovesti do inhibicije
CAT ili GPx usled cega dolazi do nagomilavanja vodonik peroksida. Nagomilani
vodonik peroksid moze biti redukovan POM do vode [171] mada je brzina ovog procesa
nekoliko redova veli¢ine manja od brzine reakcije prevodenja O, u 05 . Treba naglasiti i
da je brzina razlaganja H,O, redukovanim oblikom POM-a ve¢a za WPA nego za WSiA
[171]. Prema tome povecana aktivnost CAT u sinaptozomima pri tretmanu sa WSiA je
verovatno rezultat povecanog stvaranja O, koji se aktivnoséu superoksid-dizmutaze
prevodi u H,O,.

U slucaju WPA, zapazena je smanjenja aktivnost CAT §to moze biti objasnjeno na vise
nacina. Naime, smanjena aktivnost CAT moze biti posledica inhibicije ovog enzima
formiranim O, zatim posledica smanjene proizvodnje H,0,, do koje moze do¢i usled
redukcije do H,O i O, ali moze i biti i posledica inhibicije enzima izazvane samim

POM-om. Povecana aktivnost GPx pri niskim koncentracijama WPA se moze povezati
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sa stvaranjem H,0, mehanizmom dok njeno smanjenje pri viSim koncentracijama

sposobnos¢u ovog POM-a da inhibra GPx.
4.2.9.3. Uticaj polioksovolframata na lipidnu peroksidaciju

Uticaj POM-ova na lipidnu peroksidaciju je odredivan merenjem sadrzaja MDA u
sinaptozomima nakon tretmana razli¢itim koncentracijama (1 x 10° -1 x 103 M)
POM-ova. Metoda za odredivanje sadrzaja malondialdehida je prikazana u Poglavlju

3.8.6. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 58.
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Slika 58. Sadrzaj parametra lipidne peroksidacije, MDA u sinaptozomima tretiranim
razli¢itim koncentracijama POM-ova. Koncentracije POM: 1 x 10%M: 1 x 10°M: 1 x
10 M; 5 x 10* M samo za WSiA i 1 x 10° M samo za WPA.

Sa Slike 58 se moze videti da oba ispitivana POM-a samo neznatno uticu na smanjenje
nivoa MDA u odnosu na kontrolne vrednosti netretiranih sinaptozoma. Kod WPA je
zapazeno koncentracijski zavisno smanjenje, dok kod WSiA dolazi do povecanja nivoa
MDA sa povecanjem koncentracije ovog POM-a, ali i dalje pri najviSoj primenjenoj
koncentraciji WSIA nivo MDA u sinaptozomima je ispod vrednosti dobijene za

netretirane sinaptozome.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se zaklju¢iti da WPA smanjujuéi nivo MDA,
markera Stetne lipidne peroksidacije ispod nivoa dobijenog za kontrolne vrednosti moze
imati antioksidativne efekte. Kako je usled prisustva ovog POM-a smanjena aktivnost
CAT moze se re¢i da ovaj POM ili ne dovodi do formiranja povecane koncentracije
H,0; ili pak dovodi do njegovog razlaganja u manje toksi¢ne vrste. Dobijena poveéana
aktivnost GPx pak ide u prilog formiranju malih koncentracija H,O; jer je ona glavni
zastitnik pri niskim koncentracijama H»O,, a takode i uklanja formirane lipidne
perokside dovode¢i do smanjenja nivoa MDA.

Rezultati za WSiA su dosta jasniji, usled povecane koncentracije H,O, dolazi do
aktiviranja CAT i GPx kao druge linije odbrane od oksidativnog stresa i samim tim
sprecavanja lipidne peroksidacije koja se meri nivoom MDA. Do povecanog stvaranja
H,0, dolazi usled povecane aktivnosti enzima superoksid dizmutaze (SOD) koji je
odgovoran za transformaciju superoksid anjona 05 u manje toksi¢ni H,O,. Prema tome,
najverovatnije se moze zakljuciti da WSiA dovodi do povecane produkcije H,O, u
tretiranim sinaptozomima zdravih pacova ali aktivacijom GPx i CAT ne dolazi do
lipidne peroksidacije.

4.2.10. Genotoksicni efekti polioksovolframata testirani na Kkulturama humanih

limfocita

Analizom c¢elijskih kultura tretiranih POM-ovima WPA 1 WSIA utvrdeno je znacajno
smanjenje ucestalosti mikronukleusa (MN) u odnosu na kontrolu pri svim ispitivanim
koncentracijama (p < 0.01) pri ¢emu je najveée snizenje od 70 % i 53 % utvrdeno pri

najnizoj koncentraciji ovih POM-ova, redom. (Slika 59A).
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Slika 59. a) Ucestalost mikronukleusa u kulturama limfocita tretiranim POM-ovima. b)
Citokinezis-blok proliferativni indeks (CPBI) u kulturama limfocita tretiranim POM-

ovima. Finalne koncentracije POM-ova su: 1 x 10°, 1 x 10°i 1 x 10*M.

Pored smanjenja u broju mikronukleusa za ispitivane POM-ove je zabelezeno i
statisticki znacajno smanjenje u proliferativnom potencijalu celija (p < 0.05) u

tretiranim kulturama limfocita. Rezultati su pokazali da je pri svim ispitivanim
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koncentracijama WPA proliferativni potencijal ¢elija statisticki znacajno nizi u odnosu
na kontrolu (p < 0.05) za sve ispitivane koncentracije ovog POM-a. Pri tretmanu dok pri
tretmanu kulture limfocita najnizom koncentracijom WSiA dobijeni proliferativni
potencijal ¢elija je sli¢an kontrolnoj vrednosti, dok pri vi§im koncentracijama dolazi do
statisticki znaCajnog sniZzenja u odnosu na kontrolu (p < 0,05). Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da ispitivani POM-ovi pokazuju antiproliferativno dejstvo.
Utvrdeno smanjenje ucestalosti mikronukleusa nije pokazatelj smanjenja genomskih
ozleda ve¢ smanjenog broja ¢elija koje ulaze u mitozu, $to ukazuje na njihov citostatski

potencijal.

136



5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitana interakcija odabranih novosintetisanih
antikancerogenih mononuklearnih i binuklearnih kompleksa zlata(lll) sa Na'/K'-

ATPazom i interakcija odabranih polioksovolframata sa AChE.

Na osnovu prikazanih rezultata dobijenih ispitivanjem interakcije kompleksa zlata(lll)

sa Na'/K*-ATPazom moguce je zakljuéiti sledece:

e |spitivani kompleksi su stabilni pri fizioloskim wuslovima dok pozitivnho
naelektrisanje ovih kompleksa kao i optimalna vrednost particionog koeficijenta
ukazuju da ¢ée ovi kompleksi lako prolaziti kroz lipidni dvosloj celijske
membrane.

e Binuklearni kompleksi su umereno jaki inhibitori aktivnosti Na'/K*-ATPaze sa
ICso vrednostima u mikromolarnom opsegu koncentracija i sa Hill-ovim
koeficijentom, n ~ 2 koji ukazuje na postojanje najmanje dva vezivha mesta ovih
kompleksa za enzim i postojojanje pozitivne kooperativnost u vezivanju.

e Kompleksi AuybipyC i Auoxob6 se vezuju za enzim tek nakon vezivanja
supstrata na mesto koje je udaljeno od aktivnog mesta enzima (akompetitivna
inhibicija) dok kompleks Auyphen moze kompetirati sa supstratom za vezivno
mesto ali se moze i vezati na mesto koje nije aktivno mesto enzima
(kompetitivna-nekompetitivna inhibicija).

e Ispitivani kompleksi gase Trp fluorescenciju ezima razli¢itom efikasnoS¢u ali
jedan deo fluorescencije ostaje neugaSen ukazuju¢i da ne dolazi do totalne
denaturacije enzima. Na osnovu dobijenih vrednosti za bimolekularne konstante
gaSenja, kq koje su 10° — 10" reda veli¢ine veée od maksimalne moguée
vrednosti za gasenje izazvano difuzijom u vodenim rastvorima, zakljucuje se da
gaSenje fluorescencije kompleksima zlata(lll) nastaje usled vezivanja ovih
kompleksa za enzim. Na osnovu odstupanja od linearnosti u modifikovanom
Stern-Volmer-ovom grafiku zaklju¢uje se da ispitivani kompleksi izazivaju
takve konformacione promene u Na'/K'-ATPazi koje dovode do gaSenja

fluorescencije Trp koji se nalaze u hidrofobnom delu enzima.
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e Efikasnost gasenja fluorescencije mononuklearnih kompleksa ne zavisi od
konformacije enzima ukazujuci da su mesta vezivanja ovih kompleksa ista u obe
konformacijama.

e Vezivanje kompleksa u velikoj meri uti¢e na sekundarnu strukturu enzima koja
se ogleda u smanjenju a-heliksa i B-ravni i povecanju nasumicne structure.

e Stehiometrija vezivanja mononuklearnih kompleksa je 1:3, dok je stehiometrija
vezivanja binuklearnih kompleksa 1:2. Takode, zakljuceno je da postoji velika
verovatno¢a vezivanja za dva razliCita vezivna mesta i to za mesta velikog (sa
konstantama disocijacije 10® M) i mesta malog afiniteta vezivanja (sa
konstantama disocijacije 10° M) .

e Mononuklearni kompleksi Aubipy(OH), i AubipyC inhibiraju aktivnost
vezivanjem za enzim u ekstracelularnom delu Na/K izmenjivackog kanala ¢ime
se blokira izmena ovih jona delujuc¢i na taj nacin kao i specifi¢ni inhibitori
Na'/K*-ATPaze - kardija¢ni glikozidi. Kompleks Aupy(OAc); inhibira aktivnost
enzima vezivanjem izmedu A i P domena u citosolnom delu enzima u susedstvu
vezivnog mesta K* jona.

e Binuklearni  kompleksi  inhibiraju = Na'/K*-ATPazu  vezivanjem u
transmembranskom delu a-podjedinice, izmedu a-M2 i a-M6 heliksa tzv.
jonskom kanalu dok se inhibicija enzima Auzphen kompleksom moze objasniti i
vezivanjem u ekstracelularnom delu enzima, izmedu p-podjedinice i y-
transmembranskog heliksa.

e Ispitivani kompleksi zlata(lll) ne uti€u na integritet plazma membrana
sinaptozoma u toku 1,5 h tretmana odnosno ne pokazuju citotoksi¢no dejstvo.
Medutim, inhibiraju aktivnost CAT 1 GPx ¢ime dovode do povecane produkcije
H.O- i lipidnih peroksida odnosno do izazivanja oksidativnog stresa koji ima za
posledicu iniciranje procesa lipidne peroksidacije i povecanja nivoa MDA za sve
komplekse.

e U simuliranim bioloSkim uslovima, svi ispitivani binuklearni kompleksi

izazivaju genotoksi¢ne efekte na koncentracijski zavistan nacin.

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem interakcije polioksovolframata, WSIA i

WPA sa AChE moguce je izvesti sledece zakljucke:
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WSIA i WPA u fosfatnom puferu pH 8 prelaze u svoje lakunarne Keggin-ove
structure.

Inhibiraju aktivnost AChE i to WSIA u submikromolarnom opsegu
koncentracija dok WPA u mikromolarnom.

Ne uti¢u na Trp fluorescenciju AChE, ukazujuc¢i da se ne vezuju za aktivno
mesto ovog enzima.

Inhibitorna mo¢ ovih jedinjenja se ne mozZe povezati Sa promenama u
sekundarnoj strukturi AChE.

Tokom interakcije sa AChE u prisustvu supstrata AChl oksidaciono stanje W u
WSIA se menja iz +6 u +5 ali u toku vremena dolazi do reoksidacije, dok W u
WPA ostaje u istom oksidacionom stanju, ukazuju¢i na drugaciji mehanizam
inhibicije AChE ovim POM-ovima.

Ispitivani POM-ovi Se vezuju na povrsini enzima elektrostati¢kim interakcijama
sa pozitivno naelektrisanim kiselinama.

Na osnovu ispitivanja toksi¢nih efekata odabranih POM-ova mozZe se zakljuciti
da nijedan od ispitivanih POM-ova ne narusava integritet membrane i da ne
dovode do ostec¢enja membrane lipidnom peroksidacijom, zahvaljuju¢i aktivaciji
enzimskog antioksidativnog sistema, tako i sposobnosti ovih jedinjenja da
ucestvuju u reverzibilnom transferu elektrona bez promena u sopstvenoj
strukturi.

Usled smanjenja broja mikronukleusa i indeksa ¢elijske proliferacije zakljuc¢eno

je da ispitivani POM-ovi imaju antiproliferativne osobine.

Dobijeni rezultati imaju znacaja u biofizickoj kao i medicinskoj hemiji jer ukazuju da

polioksometalati inhibicijom AChE predstavljaju novu klasu jedinjenja koja svojim

pogodnim toksikoloSkim profilom moZe imati znac¢aja u terapiji Alchajmerove bolesti. S

druge strane pokazano je da kompleksi zlata(lll) svoju antitumorsku aktivnost mogu da

ostvaruju i inhibicijom Na'/K'-ATPaze delujuéi na slican nadin kao i kardijacni

glikozidi, specifi¢ni inhibitori ovog enzima, ¢ija se inhibicija Na*/K*-ATPaze povezuje

sa njihovim antitumorskim delovanjem. Proucavanje mehanizma delovanja ovih

kompleksa kao 1 njihovih toksi¢nih osobina doprinosi uspeSnom dizajnu novih
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antikancerogenih kompleksa zlata(IIl) koji ¢e pored vecée selektivnosti imati i manju

toksi¢nost $to je jako vazno za klinicku primenu ovih kompleksa.
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Penybanka CpbGuja
MHHHCTAPCTBO NMOJLOITPHBPEJLE M
SALITHTE AKMBOTHE CPEJIMHE

-YIIPABA 3A BETEPHHY-
Bpoj: 323-07-04610/2016-05
Harym: 23.05.2016. roanne
beorpan

MUHHCTAPCTBO NOLONPHBPEIE M 3alrTiTe wnsoTHe cpeante Penybunke CpOuje-Vipasa
W BCTEPHEY, HA OCHOBY wiaka 34, Bakona 0 200poGuiit wuno sy ("CaykGenn acunk PC
Op. 41/09), waana 192, 3akona o omurrem ynpasiom nocrynky (“"Crywdenn rnacuns CPJ" 6p.
33/97 u 3172001 1 "CayxOenn rnacuuk PC' 6p, 30/2010) n Peweva o onamherby MiIHNCTPa
noLONpHBpEAE M 3amrmiTe kusoTHe cpeante PenyGanke Cpbnje op. 119-01-13/29/2015-09, ox
01.12.2015., pemasajyhu o 3axresy Huctiryra sa wykacapue nayke "Bunua” 3a muianaine
Peweina 0 0108peiby cnpoBoheiba 011618 Hit ANBOTHILAME, 10HOCH:

PEHIEILE

YCBAJA CE suxies Hucrmyma sa syiacapie nayse "Buiua”, ya, Muxap Herponyha-
Anaca 12-14, beorpan o wiagje ce Pemeine 0 0400peisy cnposoheiba oriena na KHBOTHILAMA
1101 HASHBOM:

"In vitro ederaT HOBO CHHTETHCAHNY NOTCHUNJAINNUY AHTHKAHLCPOTENHX W #HTH-
AJduxajyep jeanmmena Ha AKTHBHOCT CHHANTOOMAUNMX CHINMA Yy MOSIY HAloBa coja
Wistar albino™'.

Obdpazaoweme

Muerryr 3a nykaeapre nayke "Bunya", v, Muxagna [erposiha-Anaca 12-14, beorpaa
obpaTHo ce oBOM MHHKCTEpeTsy aana 20.03.2016. rogune, saxTesoM 33 widasaie Peuieha o
0a0bpeiky  cnposoleiba OrieAd Ha KHBOTHIbAMA 001 HazusoM /o vitro edexar HOBO
CHHTeTHCAHHX TIOTEHUH|LTHHX SHTHKAHLEPOreHHX H anTH-ANIXa]MEP JC/AHIBEHBA HA K THEHOCT
CHHATITOIOMUTHHX CHIUMA Y MO3TY naiesa coja Wistar albing''.

[Moanocwasi mpujase je MUHNCTAPCTBY, Y3 SAXTCR, ADCTABNO AOKYMEHTALM]Y HPONHCany
Sakonom o pobpoburn ausorusea ("Coayabenn rmacunk PCT Op. 41/09) u lpaswiinkom o
VCAOBMME B3 VIIHC V PEPHCTAP 33 OFIEIe HA AMBOTHILAMAE It CAAPRHIH W Haunsy sobeisa Tor
Perucrpa, nporpamy obyke o 2006poBHTH OrNeauX AHBOTHILA 00pacily 3axTena 3a oao0peme
CnpoBoheiLa OFICAR 1A AHBOTHILAMA, [AUHMY HEre, NOCTYIAA M JIMIBABAHY KHBOTH OrIC/HHNN
AHBOTHIBA, KAO I CRAPHHIN I iy Boheha CBACHINIC 0 APKaY, PEnpoily Kiluii, IIPOMETY.
oaHocHO cnposohetby orsieaa wa kusoriibame ("CoymOGenn raacuus PC', Op. 39/10) » vo:
NOATRE O HAZHEY 0 CEAMIITY NPABOT JMIE, TONYHAH 3aXTC8 38 WHIABAKE Pelleib 0 0106peiLy
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criposoheisa OfNIeAa Ha AHBOTHIHAMA, CTPYHHO MuuULee ETuuse kommcuje o caposoleiy
npeameTior ornead, Pemeise o yruey y Pernctap 3a oriee Ha KHBOTHILAMA.

[IpHAMKOM PEUIaRaiLa 1O 3aXTEBY, Ha OCHORY YBMAA Y NPHAOKSHY JOKYMCHTALM]Y.
yrephieHo jé aa ¢y ce CTeKIHW YCIOBH 33 AOHOMWICHE Pellieibd Kao ¥ AMCHOINTHBY,. CXOIHO
oapenbava unana 192, 3aK0Ha O ONMUITEM YIIPABHOM MOCTVIIKY.

Iloyka o npassom cpeactsy: OBo peiieibe j¢ KOHAUHO Y VopasHoM roctynky. ITpotua
DBOT Peilch C¢ MOKE NOKPEHYTH YIIPaBHIt Cop noAxomelem TywGe Ynpasuom cyay Cpduje
y poky 01 30 1aHa 071 NG NPHIEMA PelieHa.

PEKTOP

df
CTPOBH!
JocTasurm:
@ MucriryT 54 nykaeapse sayxe "Bunua", ya. Muxajna Terpossha-Ad : 1040 Beorpan
. Pen, percpuuapexa unenekunja, Bemicaasa Bysoaxha 1a/4, 11000 Beorpaa

3. Esmaenumja,
4. Apxupa
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D

Baw 3nax: Haur 3uak: Bunua, 24.04.2016
ZAPISNIK

Dana 24, 4.2016. godine u Institutu ,,Vin¢a" odrzan je sastanak Eti¢kog komiteta Instituta
LVinéa* u sastavu:
dr Gordana Joksi¢, molekulami biolog, nauéni savetnik (predsedavajuéi), INN | Vinda®
Filipovi¢ dr Jelena, lekar student doktorskih studija, istraZiva¢ saradnik, INN Vinéa
Dr Tijana Biji¢, visi nauéni saradnik INN Vinca
Dr Milena Jovadevi€, naudni savetnik INN Vinda
Prof dr Dragana Vujic, lekar specijalista-pedijatar, hematoonkolog, Medicinski fakultet
Univerziteta u Beogradu

6. Prof dr Jasmina Jovi¢ Stosi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta

odbrane

Predsedavajuéi Etitkog komiteta dr Gordana Joksi¢ je ¢lanovima odbora prezentovala Molbu
mast. hem. Aleksandre Bondzi¢ sprovodenje istraZivanja na uzorcima krvi zdravih dobrovoljaca,
u okviru nautno-istraZivatkog Projekta: Hempaxcuswoa unmepunyufa ensuma ca moxcusmwn i
hapmaronowxu akmusnuv soxexvauva” (broj Projekta: 172023; organizacija - koordinator
Projekta: Institut “Vinéa™; rukovodilac projekta: dr Vesna Vasic, nauéni savetnik). Aleksandra
Bondzi¢ je angaZovana na Projekiu JHompaxcusarsa unmepariiuja ensuma ca moxcusnus u
dapmaxarowsu axmusnunm morexyauva’, broj Projekta 172023,

SR ol 1ol

Razmatranjem dostavljenih dokumenata, ¢lanovi Eti¢kog komiteta su jednoglasno doneli

ODLUKU

Daje se saglasnost mast. hem, Aleksandri BondZié

za sprovodenje istraZivanja u okviru nauno-istrazivackeg projekta: | Hempaxcusarwa
UNMEPAKIIA eHIUMG €A MOKCUNHIM 1 (hapMaroTousu axmustinm mosexyauva”, broj projekta:
172023; organizacija - koordinator Projekta: Institut *Vinéa™; rukovodilac Projekta: dr Vesna
Vasi¢. Uzorci krvi uzorkovani uz pismenu saglasnost zdravih dobrovoljaca u Poliklinickoj sluzbi
JP . Nuklearni objekti Srbije” ¢e biti koriséeni za izolovanje limiocita i eritrocita u cilju izrade
doktorske disertacije, koja obuhvata ispitivanje uticaja kompleksa zlata i polioksometalata na
¢elije humane krvi i vitro.

Rad Etitkog Komiteta Instituta ,Vin¢a™ uskladen je sa svim etitkim kodeksima, regulisan
Pravilnikom o radu Eti¢kog Komiteta Instituta ,,\Vin¢a™ i nacelima dobre klinicke prakse.

Beograd.24.04.2016 Predsednik Etickog komiteta Insmum . Vinga"
Dr Gordana Jokblé nauéni savcmik s
? s
(’ /

: /4
_;/ 3 :

MHCTUTYT 3 HYICTEAPHE HAVICE "BUHUA"

Texeqpon yweumpasa: (011) 3408-10]

Il ¢m—5 22, 11001 Besepad Teaedhon dupermop; (011) 6354-945
Teaegarc: (011) 3408-787

E-mail: office@vinea.rs
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BIOGRAFIJA

Aleksandra Bondzi¢ je rodena 27. 08. 1980. u Vranju, Srbija gde je zavrsila osnovnu
Skolu 1 gimnaziju prirodno-matematickog smera. Diplomirala je na Hemijskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu 28. 07. 2006. godine sa prose¢nom ocenom 8,17 i
odbranjenim diplomskim radom sa ocenom 10,00. Master rad je odbranila 28. 09. 2011.
sa prosecnom ocenom 10,00 i ocenom 10,00 na master radu. Doktorske studije na
Fakultetu za fizi¢ku hemiju Univerziteta u Beogradu upisala je 01. 03. 2013. Polozila je
sve ispite predlozene planom i1 programom sa prose¢nom ocenom 10,00.

U INN ,,Vinca“ u Laboratoriji za fizicku hemiju zaposlila se nakon diplomiranja 01.12.
2006. god. kao istrazivac¢ pripravnik i radila do 01.12.2008. god. pod vodstvom nauc¢nog
savetnika dr Nade Miljevi¢-Kraus. Nakon ovog perioda prekida radni odnos u INN
,»Vinca“ iz privatnih razloga. 01.04.2011. god. se ponovo zaposlila u INN ,,Vin¢a“ u
Laboratoriji za fizicku hemiju, kao ucesnik projekta pod nazivom ,Istrazivanja
interakcija enzima sa toksi¢nim i farmakoloski aktivnim molekulima® pod vodstvom
nau¢nog savetnika dr Vesne Vasi¢. 01.02.2012. god. izabrana je u zvanje istrazivac
saradnik, a reizabrana u isto zvanje 02.04.2015.

Istrazivacki rad kandidata je usmeren na ispitivanje interakcija jedinjenja na bazi metala
(kompleksi metala, polioksometalati, nanocestice) sa ATPazama, holinesterazama i
antioksidantnim enzimima primenom razli¢itih fizickohemijskih metoda. Autor je ili
koautor 12 radova publikovanih u medunarodnim ¢asopisima i viSe saopStenja na

medunarodnim skupovima.
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Naucni radovi i saopStenja iz oblasti disertacije

Radovi objavijeni u vrhunskim medunarodnim casopisima (M21):

1.

Bondzi¢ A.M., Janji¢ G., Drami¢anin M.D., Messori L., Massai L., Parac-Vogt T.,

Vasi¢ V. (2017) Na/K-ATPase as a target for anticancer metal based drugs: insights
into the molecular interactions with selected gold(l111) complexes. Metallomics, 9(3)
292-300 (IF=3,975).

. BondZi¢ A.M., Colovi¢ M.B., Janji¢ G.V., Zari¢ B., Petrovi¢ S., Krsti¢ D.Z., Marzo

T., Messori L., Vasi¢ V.M. (2017) The influence of oxo-bridged binuclear gold(I11)
complexes on Na/K-ATPase activity: a joint experimental and theoretical approach.
Journal of Biological Inorganic Chemistry, doi:10.1007/s00775-017-1460-5 (IF=
2,894).

Radovi saopsteni na skupovima medunarodnog znacaja Stampani u celini (M33):

1.

Bondzi¢ A., Janji¢ G., Markovi¢ M., Messori L., Vasi¢ V. Application of
nanospectroscopy techniques in investigation of interactions of Na'/K*-ATPase
with some potential antitumor Au complexes, Optical Nanospectrosocpy Il and

Topical Meeting on Nonlinear Plasmonics, March 21 - 25" 2016, Rome, Italy.

Radovi saopsteni na skupovima medunarodnog znacaja Stampani u izvodu (M32):

1.

Bondzi¢ A., Janji¢ G., Markovi¢ M., Zekovi¢ 1., Leskovac A., Cricenti A., Luce M.,

Vasi¢ V. Na,K-ATPase as a target for gold(lll) antitumor drugs: application of
nanospectroscopy methods for evaluation of reaction mechanism Optical

Nanospectrosocpy 1V, March 28" - 31% 2017., Lisbon, Portugal
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npeanme aytopa ___AnekcaHgpa boHuuh

bpoj nHaekca 2012/0317

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja noa HacrnosoM

MHTepakumja bunnpuanHckux komnnekca 3narta(lll) vy nonnokcoBondpamara ca
Ha'/K*-ATlMa3om u aueTUnxonmHectepasom

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXMBaYKOr paaa;

e [a avcepTauMja y LenvHM HU Yy AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre AuvnsiioMe npema CTyaujckMM nporpamuma ApYrux BUCOKOLLKOSCKMX
yCTaHOBa;

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMCaM KpluMo/Na ayTopcka npaea M KOPUCTUO/Na WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, _23.8.2017.
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme u npesume aytopa AnekcaHgpa BoHuuvh

Bpoj nHpekca 2012/0317

Cryavnjcku nporpam

HacrnoB paga UHTepakumja 6unupmnanHckmx komnnekca snara(lll) n
nonuokcosondpamara ca Ha'/K'-ATMa3om u aueTMnxonuHecTrepasom

MenTtop ap AHa MNonosuh-Bujenvh n ap BecHa Bacuh

M3sjaBrbyjeM fa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA €NEKTPOHCKO)
BEP3MjKU KOjy cam npefao/na pagun noxpaweHa y OurutanHom penosnTopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpaay.

[o3sBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaun BesaHu 3a Jobujarbe akagemckor
Ha3nBa SOKTOpa Hayka, Kao LTOo Cy UMe 1 npe3nme, roguHa n Mecto pohewa un gatym
ogbpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaBuTM Ha MpPEXHMM CTpaHuuama aurmtanHe
BGubnmoTeke, y eNeKTpOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHusep3auteTa y beorpaay.

MNMoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, _23. 8.2017.
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y Odurutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

MHTepakumja bunnpuanHckux komnnekca 3narta(lll) vy nonnokcoBondpamara ca

Ha'/K*-ATlMa3om u aueTUnxonmHecTepasom

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckom dopmMarty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpa-e.

Mojy AOKTOpCKYy Aauceptauujy noxpaweHy y [OurutanHom  penosnTopujymy
YHuBepauTeTa y beorpagy v JOCTYnHY Y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry ga KopucTe CBu
Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. AyTtopcTeo (CC BY)
2. AyTtopcTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKpyXuTe camo jefHy of LWeCT NoHyhHeHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 23.8.2017.

171



1. AytopcTtBo. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy M jaBHO caomnluTaBawe
gena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ofapeheH o cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak 1 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja og CBUX
nuueHUMW.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbYuujy u
jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nueHua He [03BobaBa koMepLuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NULIEHLOM ce orpaHu4aBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuMjanHo — AenuTu noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3sorbaBaTe
yMHOXaBak-€e, AUCTpunbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauvH ogpefheH oA CTpaHe ayTopa WUnu gaBaola fuUeHLEe M ako ce
npepaga AuCTpuOyupa nog WCTOM MMM CiMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapa. [lo3BosbaBate yMHOXaBakwe, OUCTPUOYUMn)y 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvMH ofapefeH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHiy ynotpedy aena.

6. AyTOopCcTBO — OenutMm noa MUCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM WM cnuMYHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBepckuMm nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.
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