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Molekulske osnove delovanja atipi¢nih antipsihotika klozapina, sertindola i
ziprazidona na jetru pacova i eritrocite coveka

SAZETAK

Plejotropni efekti lekova obuhvataju delovanja na mesta i strukture u telu za koje oni nisu
posebno razvijeni i obi¢no su neocekivani. Atipicni antipsihotici podlezu intenzivnom metabolizmu
u jetri, uz stvaranje toksi¢nih slobodno-radikalskih intermedijera kao jedan od predlozenih
mehanizama oStecenja jetre kod pacijenata hroni¢no tretiranim ovim psihofarmacima. Cilj prvog dela
disertacije bio je da istrazi da li atipi¢ni antipsihotici klozapin, sertindol ili ziprazidon uti¢u na
enzimski sistem antioksidativne zastite u jetri. Ekspresija i aktivnost superoksid-dismutaze (SOD),
katalaze (CAT), glutation-peroksidaze (GPx), glutation-reduktaze (GR) i glutation-S-transferaze
(GST) su izmereni u jetri pacova pri dozama koje odgovaraju ljudskoj terapiji antipsihoticima.
Klozapin je povecao aktivnost SOD tipova 1 1 2, GR 1 GST, uz smanjenje CAT aktivnosti, dok je
tretman sertindolom povecao aktivnost obe SOD. U ziprazidonom-tretiranoj grupi pacova jedino je
nadeno smanjenje CAT aktivnosti. Sva tri antipsihotika su proizvela blage do umerene histopatoloske
promene, okarakterisane kao regenerativne promene jetre. Nisu primecéeni ocigledni znaci infiltracije
imunskih ¢elija, mikrovezikularnih ili makrovezikularnih masnih promena, ili hepatociti u mitozi. U
zakljucku, tretman atipi¢nim antipsihoticima u trajanju od 28 dana promenio je aktivnost zastitnih
antioksidativnih enzima i izazvao histopatoloSke promene u jetri, pre svega kod pacova tretiranih
klozapinom. Rezultati povrduju da poremecaji u redoks-homeostazi mogu da doprinose disfunkciji
jetre nakon dugotrajnog lecenja atipicnim antipsihoticima.

Prepuni hemoglobinom, esencijalnim proteinom za transport kiseonika kroz telo, eritrociti
coveka su takode pogodan model sistem za testiranje plejotropnih efekata lipofilnih lekova. U drugom
delu disertacije najpre je ispitano vezivanje klozapina, ziprazidona i sertindola za humani hemoglobin
pod simuliranim fizioloskim uslovima. Analiza gaSenja (kvencinga) fluorescencije proteina na
razli¢itim temperaturama i podaci iz van't Hoff-ovog dijagrama i molekulskog dokinga pokazali su
staticni tip kvencinga, da tetramerni hemoglobin ima jedno vezivno mesto za sve lekove u centralnoj
Supljini u blizini of} interfejsa, te da hidrofobne sile pre svega ucestvuju u stabilizaciji nagradenih
protein—ligand kompleksa. Konstante asocijacije bile su umerene jacine (~10* M), najveée za
klozapin (2,2 x 10* M na 25°C). Vezivanje klozapina pokazalo je "prijateljske" ucinke: povecan
sadrzaj a-heliksa, visa tacka topljenja i1 zaStita proteina od oksidacije posredovane slobodnim
radikalima. S druge strane, vezani ziprazidon i sertindol imali su blago pro-oksidativni ucinak,
povecavajuci sadrzaj ferihemoglobina, oblika koji ne vezuje kiseonik: moguci "neprijatelji". Niti
jedan antipsihotik nije pokazao znacajniji efekat na fluidnost plazmine membrane eritrocita, u EPR
studiji sa spinskim probama. Sva tri leka su efikasno Stitila integritet eritrocita u oksidativnom
okruZenju koje favorizuje njihovu hemolizu, a pre svega klozapin. Budu¢i da interakcije proteina sa
lekovima uticu na njihova farmakokineticka i farmakodinamicka svojstva, dobijeni rezultati ukazuju
na mogu¢i znacaj hemoglobina u ovim procesima in vivo.

Kljuéne rec€i: atipi¢ni antipsihotici, klozapin, sertindol, ziprazidon, jetra, antioksidativni enzimi,
eritrociti, hemoglobin, interakcije, redoks homeostaza.

Naucna oblast: Biohemija

UZa naucna oblast: Biohemija proteina



Molecular basis of action of atypical antipsychotics clozapine, sertindole, and
ziprasidone on rat liver and human erythrocytes

ABSTRACT

Pleiotropic effects of drugs include actions on places and structures in the body for which they
have not been specifically developed and are usually unexpected. Atypical antipsychotics are subject
to intensive metabolism in the liver, with the formation of toxic free-radical intermediates as one of
the proposed mechanisms of liver damage in patients chronically treated with these
psychopharmaceuticals. The aim of the first part of the dissertation was to investigate whether the
atypical antipsychotics clozapine, sertindole, or ziprasidone affect the enzyme system of antioxidant
protection in the liver. Expression and activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), and glutathione-S-transferase (GST) were
measured in rat liver at doses corresponding to human antipsychotic therapy. Clozapine increased the
activity of SOD types 1 and 2, GR and GST while decreasing CAT activity, while sertindole treatment
increased the activity of both SODs. Only a decrease in CAT activity was found in the ziprasidone-
treated group of rats. All three antipsychotics produced mild to moderate histopathological changes
characterized as regenerative liver alterations. No obvious signs of immune cell infiltration, micro-
vesicular or macrovesicular fatty changes, or hepatocytes in mitosis were observed. In conclusion,
treatment with atypical antipsychotics for 28 days changed the activity of the protective antioxidant
enzyme and caused histopathological changes in the liver, primarily in rats treated with clozapine.
The results suggest that disturbances in redox homeostasis may contribute to liver dysfunction after
long-term treatment with atypical antipsychotics.

Loaded with hemoglobin, an essential protein for transporting oxygen throughout the body,
human erythrocytes are also a convenient model system for testing the pleiotropic effects of lipophilic
drugs. In the second part of the dissertation, the binding of clozapine, ziprasidone, and sertindole to
human hemoglobin was first examined under simulated physiological conditions. Analysis of protein
fluorescence quenching at different temperatures and data obtained from the van't Hoff diagram and
molecular docking showed the static type of quenching that tetrameric hemoglobin has one binding
site for all drugs in the central cavity near the af} interface, and that hydrophobic forces dominantly
mediate the protein-ligand complex stabilization. Association constants were of lower-moderate
strength (~10* M™), the highest for clozapine (2.2 x 10* M1 at 25°C). Clozapine binding showed
"friendly" effects: increased a-helix content, higher melting point, and protein protection from free
radical-mediated oxidation. On the other hand, bound ziprasidone and sertindole had a slightly pro-
oxidative effect, increasing the content of ferrthemoglobin: possible "enemies". None of the
antipsychotics showed a significant effect on the fluidity of the erythrocyte plasma membrane in an
EPR study with spin probes. All three drugs effectively protected the integrity of erythrocytes in an
oxidative environment that favors their hemolysis, especially clozapine. Since protein interactions
with drugs affect their pharmacokinetic and pharmacodynamic properties, the obtained results
indicate the importance of hemoglobin in these processes in vivo.

Keywords: atypical antipsychotics, clozapine, sertindole, ziprasidone, liver, antioxidant enzymes,
erythrocytes, hemoglobin, interactions, redox homeostasis.

Scientific field: Biochemistry

Scientific subfield: Protein biochemistry
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1. Uvod

Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World Health Organization)
lek je svaka "prirodna ili sinteticka supstanca ili proizvod koji se primenjuje u cilju modifikacije ili
istrazivanja fizioloskih sistema ili patoloskih stanja" (https://www.who.int/health-topics/drugs-
psychoactive). Zakon o lekovima i medicinskim sredstvima Republike Srbije prepoznaje lek kao
"proizvod koji sadrzi supstancu ili kombinaciju supstanci proizvedenih i namenjenih za lecenje ili
spreCavanje bolesti kod ljudi ili Zivotinja, postavljanje dijagnoze, poboljsanja ili promena u
fizioloskim funkcijama, kao i =za postizanje drugih medicinski opravdanih ciljeva"
(https://www.zdravlje.gov.rs/tekst/335364/lekovi.php). Prema tome, lekovi su agensi Kkoji se
koriste za prevenciju, ublazavanje, dijagnozu ili leCenje patofizioloskih stanja (bolesti).

Ne postoji lek koji nema nezeljeno delovanje na organizam ¢oveka u preporucenoj dozi, veé
samo lekovi koji ih rede ili ¢eSc¢e ispoljavaju. Tegobe izazvane lekom nekada su toliko izrazene da
pacijenti pomisle da su dobili pogresnu terapiju. Zato Stetni efekti delovanja lekova nisu samo
problem za pacijente i njihove lekare, ve¢ i za zdravstveni sistem u celini, posto su lekovi najéesci
uzrok (60-80%) akutnih trovanja kod ljudi. Osim citostatika (antitumorskih lekova), najbrojnija i
toksikoloSki najznacajnija trovanja su ona psihofarmacima (oko 20% svih lekova izdatih na recept),
jedinjenjima koja uti¢u na psihu ¢oveka i promene u njegovom raspolazenju, percepciji stvarnosti,
svesti i ponasanju. Stetno delovanje nekog leka deo je njegovih "plejotropnin” efekata, koji
podrazumevaju delovanje na organizam ¢oveka razlicito od onog za koji je lek specifi¢no napravljen
i odobren za upotrebu. Biohemijski mehanizmi plejotropnog delovanja leka mogu, ali i ne moraju da
budu sli¢ni osnovnom mehanizmu njegovog (Zeljenog) dejstva. Stavise, plejotropni efekti mogu da
budu i korisni za organizam, te su zato od znacaja za ukupnu klini¢ku sliku primene svakog leka
(Arizanovié et al., 2018).

Antipsihotici (neuroleptici) su lekovi izbora u tretmanu shizofrenije, jedne od najcescih i
najtezih psihijatrijskih bolesti. U farmakolosko-biohemijskom smislu, oni su antagonisti dopaminskih
receptora, iako mnogi neuroleptici deluju i na druge tipove receptora, ¢ime se objasnjava ne samo
njihova izuzetna klinicka efikasnost, ve¢ i mnogobrojni sporedni (plejotropni) efekti (Rang et al.,
2005). Antipsihotici se dele u dve velike grupe: (i) tipi¢ni, ili lekovi prve generacije, medusobno
slicnog delovanja, primene, ali i nezeljenih dejstava, i (ii) na novije, atipi¢ne ili antisihotike druge
generacije. Nezeljeni efekti kod atipi¢nih antipsihotika su manje izrazeni; ipak, vecina pokazuju
znacajne Stetne metabolicke efekte, pre svega na metabolizam lipida i glukoze (Newcomer, 2005).

Opsti cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je ispitivanje plejotropnih efekata tri u
klini¢koj praksi mnogo koris¢ena oralna atipicna antipsihotika (klozapina, sertindola i ziprazidona)
na jetru (pacova) i eritrocite (Coveka). Zasto jetra? Kao centralni metaboli¢ki organ, jetra je zaduZena
I za selektivno uzimanje lekova iz cirkulacije, njihovo koncentrovanje i metabolicke transformacije,
ali i izlucivanje vecine lekova i toksina koji se unose u telo. Dok neki parentalni (hemijski oblik leka
unetog u telo) lekovi mogu da direktno izazovu hepatotoksicnost, pre svega su njihovi metaboliti ti
koji dovode do povreda jetre izazvane lekovima (DILI, engl. Drug-induced Liver Injury). Veéina
slucajeva DILI-ja je benigna i pobolj$ava se nakon prestanka uzimanja leka. Stoga je vazno na vreme
prepoznati i ukloniti njihove uzro¢nike, kako bi se specilo napredovanje lezija u hroni¢ne bolesti jetre
ili njenu akutnu insuficijenciju (David & Hamilton, 2010). Zasto eritrociti i njihov hemoglobin?
Zbog svog broja (ubedljivo najzastupljenije ¢elije krvi), lokacije u organizmu (krv je univerzalni
transportni medijum za prenos lekova), jednostavne grade ("kesice hemoglobina"), lakoce izolovanja
i razvijene analitike, eritrociti su takode zahvalan model sistem za izuCavanje plejotropnog uticaja
lekova na ¢elije zivotinja I njihove komponente (makromolekule i supramolekulske strukture).

Ovako siroko postavljen opsti cilj istrazivanja ove doktorske disertacije konkretizovan je kroz
tri zasebna, ali dopunjujuc¢a zadatka. U prvom (odeljak 4.1.), istrazeno je da li klozapin, sertindol i/ili
ziprazidon uti¢u na ekspresiju i aktivnost enzima koji su deo zaStitnog anti-oksidativnog
odbrambenog sistema, kao i da li posledi¢no narusena redoks-homeostaza uporedo dovodi do
oStec¢enja/povreda jetre (histopatoloska ispitivanja), Sto bi moglo doprineti i razvoju metabolic¢kih
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poremecaja. Za ove analize je iskoris¢en standardni in vivo zivotinjski model, muzjaci Wistar albino
pacova hroni¢no (svakodnevno, tokom 4 nedelje) tretirani navedenim atipi¢nim antipsihoticima
(suspenzije tableta lekova i pijac¢e vode), u dozama ekvivalentnim organizmu ¢oveka. U drugom
(odeljak 4.2.) je po prvi put in vitro okarakterisano vezivanje klozapina, sertindola i ziprazidona za
molekul humanog hemoglobina (pod simuliranim fizioloskim uslovima), te utvrden ucinak
kompleksacije lekova na strukturu i aktivnost ovog esencijalnog metaloproteina ki¢menjaka, koriste¢i
standardne spektroskopske i in-silico metode. Polazni proteinski materijal bio je komercijalni
preparat hemoglobina ili purifikovani hemoglobin iz krvi zdravog dobrovoljca. Kona¢no (odeljak
4.3.), izanaliziran je uticaj klozapina, sertindola i ziprazidona na fluidnost plazmine membrane
eritocita, kao i integritet ¢elija/membrane u uslovima oksidativnog stresa ex vivo, inkubiranjem
eritrocita sa lekovima u prisustvu ugradenih membranskih spinskih proba (EPR studija fluidnosti), ili
uz dodatak oksidujuceg agensa koji hemolizije Celije.

Dobijeni rezultati imaju ne samo fundamentalno biohemijski (doprinos istrazivanjima
interakcija razli¢ih protein—lek sistema), ve¢ i moguée primenjeni znacaj, za razumevanje slozenih
mehanizama Stetnih i/ili korisnih plejotropnih efekata atipi¢nih antipsihotika na tkiva i ¢elije, Sto bi
moglo da uti¢e na razmatranja njihove buduce (manje ili veée) primene u klini¢koj praksi.



2. Teorijski deo

Polaze¢i od predmeta, opSteg cilja i definisanih zadataka (poglavlje 1), u ovom delu teksta
ukratko su prikazane biohemijske i1 farmakoloSke osnove delovanja tri atipicna antipsihotika
(klozapin, sertindol i ziprazidon) €iji su izabrani plejotropni efekti (parametri) na jetru pacova i
eritrocite coveka eksperimentalno ispitani (poglavlje 3). Zbog toga je dat i kratak prikaz (pre svega)
funkcionalnih karakteristika hepatocita i eritrocita, sa posebnim osvrtom na njihove komponente (npr.
enzimi antioksidativne zastite, plazmina membrana eritrocita, molekul hemoglobina) koji su bili
(klju¢ni) model sistemi za ispitivanje efekata odabranih lekova na njihovu strukturu i/ili aktivnost.
Konacno, prikazane su analiticke osnove i moguénosti metoda koje se (rutinski) koriste u proteinskoj
biohemiji za pracenje vezivanja malih molekula (lekova) za proteine od interesa.

2.1. Atipicni antipsihotici: lekovi izbora u tretmanu shizofrenije

Antipsihotici su lekovi koji se koriste u tretmanu psihoza, ozbiljnih mentalnih poremecaja
koje karakteriSu haoti¢ne i ¢esto bizarne misli, neadekvatno ponasanje i neodgovarajuée emotivne
reakcije (slika 1). Akutne epizode psihoza oznacavaju se kao konfuzije (delirijumi) i traju od nekoliko
sati do nekoliko dana. Ove psihoti¢ne epizode su pocetna manifestacija shizofrenije kao hroni¢nog
poremecaja, koja se javlja kod oko 1% populacije. Faktori rizika za razvoj shizofrenije (gr¢. "rascep
duse") su genetska predispozicija (fundamentalne biohemijske abnormalnosti, pre svega u funkciji
mezolimbickih i mezokortikalnih neuronskih puteva) u sadejstvu sa sredinskim faktorima. Etiologija
shizofrenije nije u potpunosti razjaSnjena, ali se sa njom povezuju poremecaji na nivou
neurotransmitera dopamina, serotonina i glutamata u mozgu. Simptomi oboljenja uglavnom se
javljaju u adolescenciji ili ranom odraslom dobu (Rang et al., 2005).

Deluzije < ==\ Smanjeni
iy 4 7 - govor
Halucinacije Nedostatak
motivacije
Neorganizovani a Neispoljavanje
govor &_ iheus: PH R emocija
¥ W\

Slika 1. Tipi¢ni (rani) psihoti¢ni (shizofreni) simptomi
(adaptirano sa: https://lighthouserecoveryinstitute.com/blog/).

Bihevioralne manifestacije shizofrenije okarakterisane su kao pozitivni i negativni simptomi
bolesti. Pozitivni simptomi se javljaju kao posledica pojacane stimulacije centralnog nervnog sistema
(CNS) i obuhvataju deluzije (pogresna ili sumanuta verovanja i ideje), halucinacije (obmane cula
sluha i vida), paranoju, uzrujanost, poremecaje u govoru, nesanicu i drugo. Nedostatak zadovoljstva
(anhedonija), nedostatak motivacije, slaba briga o higijeni 1 izgledu, nedostatak socijalnih interakcija,
socijalno povlacenje i opSta emocionalna indiferentnost ubrajaju se u negativne simptome. Klinicki
fenotip shizofrenije veoma varira: paranoidni tip, disorganizovani tip 1 katatoni tip su najcesce
manifestacije ove bolesti (Stroup & Gray, 2018).

U farmakoloskom smislu, svi antipsihotici deluju kao antagonisti dopaminskih receptora.
Ipak, vecina lekova iz ove grupe psihofarmaka deluje 1 na druge receptorske sisteme, pre svega za
serotonin, $to dokazano doprinosi njihovoj klinickoj efikasnosti. Antipsihoticki lekovi svoje
terapijske efekte pretezno duguju blokadi dopaminskih D»-receptora, za Sta je neophodno blokirati
oko 80% njihove ukupne populacije. Antipsihotici izazivaju dve glavne vrste nezeljenih dejstava,
koje se manifestuju promenama u motornoj funkciji: akutna distonija i tardivna diskinezija, koje se
jednim imenom nazivaju ekstrapiramidalna neZeljena dejstva. Ona su (in)direktna posledica upravo
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blokade D:z-receptora. Akutne distonije predstavljaju nevoljne pokrete karakterisane produzenom
miSi¢nom kontrakcijom, §to dovodi do uvrtanja, ponavljaju¢ih pokreta, ili abnormalnog polozaja i
drzanja tela, tako da podseca na sindrom slican parkinsonizmu. Tardivnu diskineziju karakterisu
ucestali nevoljni pokreti, uglavnom misica lica i jezika (neuobicajene facijalne ekspresije, protruzija
jezika, pokreti usana koji sli¢ni zvakanju ili brzo treptanje), ali i trupa i udova, $to moze ozbiljno da
onesposobi (socijalni Zivot) pacijenta (Rang et al., 2005).

Najosnovnija podela antipsihotika je na tipicne (konvencionalne, lekove prve generacije) i
atipicne (lekovi druge generacije) antipsihotike. Konvencionalni antipsihotici su dalje podeljeni u
nekoliko razli¢itih klasa na osnovu svoje hemijske strukture: fenotiazini (hlorpromazin, flufenazin,
periciazin, tioridazin, trifluoperazin); butirofenoni (droperidiol, haloperidol); tioksantini (tiotiksen);
difenilbutilpiperidini (pimozid). Za sve ove psihofarmake karakteristicno je da se kompetitivno
vezuju 1 blokiraju D2 tip dopaminskih receptora. Noviji antipsihotici druge generacije pokazuju
snazan afinitet ne samo prema dopaminskim, ve¢ i serotoninskim, histaminskim i muskarinskim
receptorima. Zato oni efikasnije uklanjaju psihoticne simptome, sa manjom pojavom
ekstrapiramidalnih neZeljenih efekata u poredenju sa tipicnim antipsihoticima. Kraée trajanje
okupiranosti ciljnih receptora, kao i uticaj na serotonergi¢ku signalizaciju, osnovni su razlozi za
znatno bolju tolerabilnost atipi¢nih u odnosu na konvencionalne antipsihotike (Simpson, 2005).

Danas je u upotrebi oko 20 razli¢itih antipsihotika (tabela 1) 1, uz neke izuzetke, razlike u
klinickom profilu izmedu pojedinih preparata nisu velike. U savremenoj klini¢koj praksi, povec¢ana
primena atipicnih antipsihotika, uprkos (visokoj) ceni na trzistu, potpuno je opravdana, buduci da oni
u mnogo manjoj meri izazivaju navedene nezeljene motorne efekte. lako su sporedni Stetni efekti
atipi¢nih antipsihotika generalno blaZzi i bolje se toleriSu, neki od njih, poput klozapina, mogu dovesti
do stanja opasnih po zivot, dok drugi povecavaju rizik od gojaznosti, hiperglikemije, dijabetesa i
malignog neuroleptickog sindroma (Rang ez al., 2005).

Tabela 1. Lista antipsihotika u upotrebi u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (prema Wang et al., 2005).

Tipi¢ni antipsihotici Atipicni antipsihotici
Hlorpromazin (Torazin) Aripiprazol (Abilifaj)
Flufenazin (Proliksin) Asenapin (Saftis)
Haloperidol (Haldol) Klozapin (Klozaril)
Loksapin (Loksitan) Iloperidon (Fenapt)
Perfenazin (Trilafon) Lurazidon (Latuda)
Tioridazin (Melaril) Olanzapin (Ziprega)
Tiotiksen (Navan) Paliperidon (Invega)
Trifluoperazin (Stelazin) Risperidon (Risperdal)
Ziprazidon (Geodon)

U daljem tekstu bi¢e ukratko predstavljena hemijska, biohemijska i farmakoloska svojstva tri
atipi¢na antipsihotika €iji su efekti na jetru i eritrocite bili predmet istrazivanja ove disertacije:
klozapin, sertindol 1 ziprazidon.

2.1.1. Klozapin

Efikasnost je ono S$to izdvaja klozapin (Clo) (slika 2) od svih ostalih antipsihotika, zbog ¢ega
se smatra "zlatnim standardnom" u tretmanu oblika shizofrenije na koje ostali psihofarmaci slabo
deluju (Haddad & Correll, 2018). Uveden je u klini¢ku praksu 70-tih godina XX veka. Ovaj
medikament pre svega deluje kao antagonist serotonergi¢nih i dopaminergi¢nih receptora. Dobro je
rastvoran u organskim rastvaracima (100 mg/mL u metilen hloridu, 96 mg/mL u etanolu), prakti¢no
nerastvoran u vodi. Uobic¢ajene dnevne terapijske doze su 300-600 mg, najvisa prepisivana 900 mg,
od ¢ega 60—70% ulazi u sistemsku cirkulaciju. Maksimalna koncentracija u plazmi detektuje se nakon
2,5 sata od oralne primene (Vaddadi et al., 2003).
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Slika 2. Hemijska struktura klozapina (Mr 326,823):
8-hloro-11-(4-metil-1-piperazin-1-il)-5H-dibenzo-[b,e] [1,4]diazepin.

Kao atipicni antipsihotik, klozapin je prototip antagonista Sirokog spektra delovanja. Njegov
profil vezivanja za (ciljne) receptore prili¢no se razlikuje u odnosu na druge antipsihotike, unutar i
izvan dopaminergi¢nog sistema. Naime, on ima relativno nizak afinintet ka D2 receptorima u
stratumu, sa oko 10 puta ve¢im afinitetom prema D4 receptorima in vitro; potvrdeno je da se vezuje i
za D1, D3 1 Ds tipove dopaminskih receptora. Veca zastupljenost D4 receptora u frontalnom korteksu
i amigdali, te relativno mala zastupljenost u bazalnoj gangliji, smatra se objasnjenjem visoke
efikasnosti klozapina u ublazavanju simptoma shizofrenije bez izazivanja ekstrapiramidalnih Stetnih
efekata. Klozapin pokazuje visok afinitet ne samo prema 5-HT (serotoninskim) receptorima (tipovi
5-HT2, 5-HT3, 5-HTs6 i 5-HT7), ve¢ i au i o2 adrenergi¢nim, ali i muskarinskim (M) receptorima.
Klozapin (specificno) deluje 1 na glutaminske receptore, kao i na receptorske sisteme vezane za -
amino-buternu kiselinu (GABA) kao prvim glasnikom (Guitton et al., 1997).

Klozapin podleze intenzivhom metabolizmu u jetri, uz proces demetilacije do N-desmetil-
klozapina 1 oksidacije do klozapin-oksida (Pirmohamed et al., 1995). S obzirom da se vezuje za
razli¢ite tipove receptora, klozapin mozZe da izazove Sirok spektar nezeljenih efekata: sinusna
tahikardija, ortostatska hipotenzija, hipersalvacija i intenzivna sedacija, noéno mokrenje; sve ovo
ogranicava upotrebu leka u klinickoj praksi. Hroni¢ni tretman klozapinom povezuje se 1 sa opasnim
nezeljenim ishodima: agranulocitoza, kardiomiopatija, miokarditis, akutna mijeloidna leukemija i sa
metabolickim efektima, pre svega kao posledica povecanja telesne mase pacijenta. Najozbiljnije
(moguce fatalno) neZeljeno dejstvo klozapina jeste agranulocitoza (kod oko 2% pacijenata), koju
karakteriSe nagli pad broja leukocita, $to pacijente ¢ini podloZznim razli¢itim infekcijama. Medutim,
klozapin je u praksi pokazao i anti-suicidalne i anti-agresivne karakteristike, tako da uprkos
navedenim nezeljenim efektima i komplikacijama tokom upotrebe, on ostaje lek izbora kod pacijenata
rezistentnih na terapiju klasi¢nim antipsihoticima (Naheed & Green, 2001). Sporedne (manje
zastupljene) posledice primene klozapinske terapije ukljucuju i akutni nekroticni hepatitis, holestatski
hepatitis, sa nekrozom hepatocita i infiltracijom eozinofila (Slim et al., 2016). lako u ve¢ini smernica
za pacijente pod klozapinom nisu date preporuke za redovno testiranje i1 pracenje funkcionalnosti
jetre, 1 do 60% pacijenata imaju povecane nivoe enzima aspartat-aminotransferaze (AST), alanin-
aminotransferaze (ALT), vy-glutamil-transferaze (GGT), alkalne-fosfataze (ALP) 1 laktat-
dehidrogenaze (LDH) (Gaertner et al., 2001)

2.1.2. Sertindol

Iako jo§ uvek nije odobren od strane americke Agencije za hranu 1 lekove (Food and Drug
Association, FDA), sertindol (Ser; slika 3) je (inicijalno) dobio odobrenje za upotrebu u tretmanu
shizofrenije od strane Ujedinjenog Kraljevstva 1996. godine. Sertindol je atipi¢ni antipsihotik koji
selektivno inhibira D2 receptore u mezolimbickom sistemu (naspram nigrostratuma), uz uporednu
inhibiciju 5-HT2 1 al-adreno receptora. Lek je solidno rastvoran u vodi (<2 mg/mL) i dobro u DMSO-
u (>10 mg/mL). Preporucene dnevne terapijske doze su od 8 do 16 mg, sa najviSom preporucenom
dnevnom dozom od 24 mg; oko 75% doze se usvaja, a maksimalnu koncentraciju lek u plazmi dostize
10 h nakon oralne administracije (Murdoch & Keating, 2006).
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Slika 3. Hemijska struktura sertindola (Mr 440,94):
1-[2-[4-[5-hloro-1-(4-fluorofenil)-indol-3-il]-1-piperidilJetil imidazo-lidin-2-on.

Nakon resorpcije, sertindol preko hepaticne cirkulacije dolazi do jetre, gde se metabolise
(ctohrom P450 2D6 i 3A4 izoenzimi) do dva glavna (fizioloski neaktivna) metabolita:
dehidrosertindola i norsertindola, koji se gotovo potpuno eliminiSu fecesom. Poluzivot sertindola u
cirkulaciji iznosi 53—-102 sata. Glavobolje, insomnija, poremecena ejakulacija kod muskaraca
najcesce su zastupljeni sporedni efekti upotrebe sertindola. lako mnogi antipsihotici povecavaju nivo
prolaktina u serumu, kao posledicu dopaminske blokade, to nije slucaj sa sertindolom. Ovaj lek se ne
vezuje za muskarinske i1 histaminske (H1) receptore, $to je potvrdeno odsustvom antiholinergi¢nih i
sedativnih efekata (Murdoch & Keating, 2006).

Sertindol je 1 dalje lek drugog izbora u tretmanu psihoza, zbog mogucih kardiovaskularnih
rizika, tako da se (uglavnom) koristi kod pacijenata kod kojih drugi antispihotici ne daju
zadovoljavajuce rezultate (Juruena et al., 2011). Po rezultatima jedne studije (Slim et al., 2016), nije
bilo prijavljenih slucajeva (akutnih) oStec¢enja jetre kod osoba koje su uzimale sertindol. U drugoj,
jos obimnijoj studiji (4905 ispitanika), kod jedne osobe je izmeren povecan nivo ALT 1 AST enzima
u serumu, a kod druge je prijavljeno hepatocelularno oste¢enje (Lundbeck, 2014).

2.1.3. Ziprazidon

Ziprazidon (Zip) je relativno noviji atipi¢ni antipsihotik iz grupe benzotiazolil-piperazina
(slika 4), u upotrebi u SAD od 2001. godine (Nicolson & Nemeroff, 2007). Ovaj lek je antagonist
(pre svega) dopaminskih 1 serotoninskih receptora u mozgu. Rastvora se u organskim rastvarac¢ima
(umereno u etanolu, 10 mg/mL u DMSO-u), vrlo slabo u vodi. Dnevne terapijske doze ziprazidona
su 80—160 mg, maksimalno 200 mg leka. Unosi se oralno (biodostupnost 60%) ili intramuskularno,
kada se usvaja potpuno (Green, 2001). Posto je odskora (u poredenju sa drugim lekovima iz ove
grupe psihofarmaka) u upotrebi, podaci o sporednim efektima koriS¢enja ovog leka u duzem
vremenskom periodu i1 dalje su ograniceni. Klinicki izvestaji ukazuju da je ovaj antipsihotik efikasan
u terapiji shizofrenije i shizoafektivnih poremecaja, sa povoljnim uticajem na negativne simptome i
simptome depresije (Nicolson & Nemeroff, 2007).

Ziprazidon izaziva manje nezeljenih dejstava od drugih psihofarmaka, pri ¢emu je njegova
efikasnost sli¢na onoj kod konvencionalnih antipsihotika. NajceS¢a sporedna dejstva su pospanost
(kod oko 14% pacijenata) i mucnina (kod oko 10% pacijenata). Dodatna serotonergi¢na aktivnost
leka povecava efikasnost kod negativnih i afektivnih simptoma shizofrenije, a deluje i na kognitivne
simptome bolesti (Green, 2001). U praksi su retko zabelezeni poviSeni nivoi AST 1 ALT u serumu
pacijenata na hroni¢noj terapiji ovim lekom (kod 0,3—6% pacijenata) (Slim et al., 2016). Ipak,
dugoroc¢na upotreba ziprazidona povezuje se i sa opasnim DRESS reakcijama preosetljivosti (engl.
Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms) (LiverTox, 2015).
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Slika 4. Hemijska struktura ziprazidona (Mr 412,936): 5-(2-(4-(1,2-benzizotiazol-3-il)
piperazinil)etil)-6-hloro-1,3-dihidro-2(1H)-indol-2-on.

Ziprazidon je najaktivniji na nivou serotoninskih 5-HT2a receptora; vezuje se (in vitro) za 5-
HT2a 1 D2 sli¢nim, a veé¢im afinitetom u odnosu na vecinu drugih klini¢ki dostupnih antipsihotika.
Ucestalost ekstrapiramidalnih neZeljenih efekata, koji se javljaju usled blokade dopaminergi¢nih
receptora, je niska, ¢emu pre svega doprinosi antagonizam prema 5-HT2a receptorima. Podaci
ukazuju 1 na antidepresivna i1 anksioliticka svojstva ziprazidona, usled njegove kombinovane
(farmakoloske) aktivnosti prema serotonergickom, dopaminergickom i adrenergickom signalnom
sistemu. Ovo je izgleda u vezi i sa visokim afinitetom ziprazidona prema 5-HTia receptorskom
podtipu (Ka od 3,4 nM), §to ovaj lek razlikuje od olanzapina i klozapina (Sprouse et al., 1999). U
poredenju sa klozapinom, risperidonom, olanzapinom i kvetiapinom, ziprazidon je manje potentan
ai-antagonist. Manji afinitet prema Hi i M1 receptorima u mozgu, u poredenju sa klozapinom,
olanzapinom i kvetiapinom, sugeriSe da ziprazidom ima manje izraZzena neZeljena sedativna dejstva
u odnosu na klozapin 1 olanzapin (LiverTox, 2012).

2.2. Jetra: centralni metabolicki organ

Jetra je najveci Cvrst organ u telu odraslog ¢oveka, sa masom (1,2-1,6 kg) oko 2% ukupne
telesne mase odraslog ¢oveka. To je mekan, smedocrveni organ klinastog oblika, lociran u gornjem
delu abdominalne duplje ispod dijafragme i ve¢im delom je zaSti¢ena rebrima. lako je anatomski
relativno jednostavna, jetra je funkcionalno veoma slozeni organ. Sastoji se od dva nejednaka reznja
(lobusa) i ima tri strane: gornju (ispupcenu), donju (koja lezi na debelom crevu i Zelucu) i zadnju
(koja povezuje jetru sa dijafragmom). Pre ulaska hranljivih materija u sistemsku cirkulaciju i njithovog
transporta do ciljnih tkiva 1 organa, celokupna krv iz gastrointestinalnog trakta prolazi kroz jetru
(Reed, 2009).

Jetra ima centralnu ulogu u metabolizmu, varenju hrane, detoksikaciji 1 eliminaciji supstanci
iz organizma (slika 5). Slikovito se opisuje kao "laboratorija" covekovog organizma, zbog svojih
brojnih nezamenljivih uloga. Neke od klju¢nih su: a) svi anaboli¢ki 1 kataboli¢ki putevi odvijaju se u
hepatocitima (¢elijama jetre); b) sinteza veéine proteina (osim imunoglobulina i nekih faktora
koagulacije); c) odrzanje homeostaze glukoze (reguliSe nivo glukoze u plazmi, reagujuci na nervne i
hormonske stimulanse, regulator procesa glikogeneze, glikogenolize, glukoneogeneze i glikolize); d)
metabolizam lipida (sinteza holesterola, triacilglicerola i lipoproteina); e) skladiStenje razlicitih
jedinjenja (depo vitamina A, D, E, K i B12, lipida i glikogena u slu¢aju neadekvatne ishrane ili
preterane konzumacije alkohola); f) sinteza zu¢nih kiselina (neophodne za varenje 1 apsorpciju lipida
1 u njima rastvornih vitamina, kao i uklanjanje viSkova holesterola); g) biotransformacija endogenih
supstanci, toksina, ali 1 lekova, uz njihovo prevodenje u manje toksi¢an oblik (na primer, prevodenje
porfirina hema u bilirubin i bilirubin-glukuronid, amonijaka u ureu, purina u mokra¢nu kiselinu); h)
katabolizam (razgradnja) hormona. Tokom svih ovih procesa, nastala jedinjenja i metabolite jetra
koristi za svoje potrebe, ili eksportuje u krv (Krivokuéa et al., 2005).
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Slika 5. Shematski prikaz najvaznijih uloga jetre (hepatocita) u telu ¢oveka
(adaptirano sa: https://www.nutritionwithjudy.com/).

2.2.1. Osnovi metabolizma ksenobiotika

Za organizam su od posebnog znacaja procesi u jetri koji dovode do detoksifikacije i
izlu€ivanja potencijalno Stetnih ksenobiotika 1 endogenih molekula, ali 1 njihovih metabolita. U
osnovi svih ovih procesa nalazi se ve¢i broj enzimom katalizovanih reakcija, koje se uobicajeno dele
na dve faze (slika 6). U prvoj se povecava polarnost navedenih supstanci, kao rezultat hemijskih
reakcija oksidacije (najcesce), redukcije 1 hidrolize (manje zastupljeni procesi). Kljuénu ulogu u prvoj
fazi metabolizma lekova ima familija citohroma P450 (mono-oksigenaze) u mikrozomalnoj frakciji
hepatocita. Razlicite reakcije konjugacije, u kojima se jedinjenjima od interesa (najceS¢e metaboliti
prve faze biotransformacije) dodaju glutation, glicin, glukuronska kiselina, sulfatna grupa i druga
jedinjenja, predstavljaju reakcije druge faze. S obzirom da su njihovi proizvodi polarna hidrofilna
jedinjenja, one za cilj imaju da maksimalno olakSaju eliminaciju neZeljenih supstanci preko bubrega,
urinom (Zhao et al., 2021).

FAZA1
CYP4S0  Oksidovani
== lekovi
4
FAZA I \ Konjugacija
Put detoksifikacije __ (detoksifikacija lekova)
| _ g - .
FAZETill g |
Reaktivni E' : . Toksicni i Izlucivanje lekova iz tela
metaboliti - CICKEL. WK et ettt

Slika 6. Shematski prikaz opstih puteva metabolizma lekova u jetri
(adaptirano iz: Zhao et al., 2021).

Citohromi obuhvataju ogroman broj razlicitih enzima (podeljenih u 18 familija kod ¢oveka)
koji sadrze ¢vrsto vezani hem kao prosteti¢nu grupu i obelezavaju se skra¢enicom CYP450. Kao
kljucne komponente prve faze metabolizma ksenobiotika (lekova), oni najcesce kataliticki deluju kao
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oksidaze meSane funkcije, posto, za razliku od oksidaza koje uvode oba atoma molekulskog kiseonika
u supstrat, one uvode samo jedan atom kiseonika u strukturu nastalog metabolita, obrazujuci
(reaktivnu) hidroksilnu grupu. Molekul NADPH, kao izvor redukuju¢ih ekvivalenata iz
pentozofosfatnog puta, je neophodan koenzim za aktivnost CYP450 enzima. NADPH-citohrom P450
reduktaza, koja prenosi elektrone sa NADPH do CYP450 sistema i nalazi se u membrani glatkog
endoplazmatskog retikuluma hepatocita takode uvodi atom kiseonika u supstrat. Enzimi druge faze
metabolizma ksenobiotika su razliCite transferaze, kao glukuronozil-, sulfo- ili glutation-S-
transferaze. Ovaj tip enzima obi¢no zahteva aktivnu formu grupe ili molekula koji ¢e biti predmet
transfera. Glukuronska kiselina je tipiCan primer: ona se prvo prevodi u aktivni oblik (UDP-
glukuronat), koji se potom konjuguje sa hidroksilnom (ROH - alkoholi; PhOH — fenoli) ili
karboksilnom (RCO:zH — kiseline) u ciljnom molekulu (Gibson & Skett, 2001).

2.2.2. Stetni metaboli¢ki efekti atipi¢nih antipsihotika

Podaci iz klinicke prakse ukazuju na uzro¢no-posledi¢nu vezu izmedu tretmana tipicnim i
atipi¢nim antipsihoticima i patobiohemijskih stanja kao §to su: dijabetes, ketoacidoza, hiperglikemija
1 disregulacija lipidnog statusa kod hroni¢no tretiranih pacijenata. Osim zna¢ajnog povecanja telesne
mase (debljanja), poznato je da antipsihotici ometaju metabolizam glukoze (neosetljivost tela na
insulin), poveéavaju nivo holesterola i trigliacilglicerida u serumu, te uzrokuju arterijsku hipertenziju,
$to dovodi do metaboli¢kog sindroma kod pacijenata. Debljanje izazvano ve¢inom danas prepisivanih
antipsihotika (slika 7) smatra se glavnim problemom u farmakoloskom tretmanu psihoza. Dokazano
je da povecanje telesne mase i prateca gojaznost povecava kardio-vaskularni i cerebrovaskularni
morbiditet 1 mortalitet, smanjuje kvalitet Zivota, §to dovodi do prestanka uzimanja lekova od strane
pacijenta (Dayabandara et al., 2017).

Hipotalamus-hipofiza-adrenalna osa

g = = ' - Smanjen unos glukoze
- Povecano nastajanje = - Povecana insulinska rezistencija
glukoze

- Lipogeneza

Antipsihotici

- Povecani adipokini ) é\/ L

k= Smanjen GPL-1
4 - Hroni¢na inflamacija

,
]
N% N

- Smanjena termogeneza i lipoliza P - "
- Povecéana lipogeneza i insulinska =i J
rezistencija

- Smanjena sekrecija insulina

Slika 7. Shematski prikaz srediSnjih i perifernih mehanizama debljanja izazvanog
antipsihoticima i njihovih metabolickih nuspojava. GLP-1: peptid slican glukagonu-1.
Adaptirano i prilagodeno iz: Verhaegen & Van Gaal, 2019.

Tretman klozapinom i olanzapinom pokazalo se da je povezan sa najveéim rizikom za
znacajno povecanje telesne mase, dok, u proseku risperidon, kuetiapin 1 amisulprid manje povecavaju
telesnu masu i, stoga, predstavljaju manji rizik za razvoj gojaznosti kod pacijenata. Izgleda da
hroni¢an tretman ziprazidonom 1 aripiprazolom povla¢i sa sobom najmanji rizik od gojaznosti
(Newcomer, 2005).

Rezultati opseznih klinickih studija ukazuju da atipi¢ni antipsihotici pokazuju medusobno
razlic¢ite efekte na metabolizam glukoze 1 lipida, koji se najve¢im delom odvija u hepatocitima.
Hroni¢an tretman klozapinom i olanzapinom izgleda da povecava rizik od dijabetesa tipa 2 i
dislipidemija; nekonzistentni nalazi sugeriSu manje izraZzeni efekat risperidona i kuetiapina na ova
patofizioloska stanja. Hroni¢no uzimanje amisulprida smatra se vodi manjem riziku od (navedenih)
metabolickih poremecaja u poredenju sa olanzapinom, dok, po svemu sude¢i, dugotrajan tretman
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ziprazidonom i aripiprazolom povecava rizik od dijabetesa i dislipidemije (Newcomer, 2005). Prema
raspolozivim podacima, uzimanje sertindola ili risperidona ne dovodi se u vezu sa povecanim
(uporednim) rizikom od metabolickog sindroma (tzv. sindrom X), kompleksnog metabolickog
oboljenja, stanja koje obuhvata visceralnu gojaznost, visoki krvni pritisak, poviSen nivo glukoze 1
triacilglicerola u krvi (zbog insulinske rezistenjcije). Metabolicki efekti ova dva atipi¢na antipsihotika
u osnovi su veoma sli¢ni (De Hert et al., 2011).

Uopsteno govoreci, uocena razlicita sklonost atipi¢nih antipsihotika ka povecanju telesne
mase direktno se povezuje sa povecanim (relativnim) rizikom od rezistencije na insulin (metabolicki
sindrom), dislipidemije i hiperglikemije. Zato se u terapijskom pristupu mora voditi racuna o svim
moguce Stetnim metabolickim efektima ove klase lekova, uz evt. uklju¢ivanje lekova koji pokazuju
suprotno delovanje, tj. smanjuju telesnu masu, kao Sto su topiramat, lekovi koji su antagonisti
histamina, kao i dopaminergi¢ni i serotonergicni agensi. Naime, ovi medikamenti su pokazali
obecavajuce rezultate u regulaciji psihotropnim supstancama izazvanog povecanja telesne mase u
vecini pacijenata (Tschoner, 2007).

Ostecenja jetre izazvana lekovima obuhvataju sve ozlede nastale direktnim delovanjem
medikamenata, bez obzira da 1i su oni deo propisanog tretmana ili su samostalno uzimani, bez
lekarske preporuke ili recepta (Lisi, 2016). Sve klase antipsihotika izazivaju oSteéenje jetre, medutim,
bez obzira Sto veliki broj ljudi u svetu uzima ove lekove, ucestalost ireverzibilnog oStecenja ovog
organa je relativno nizak (Xu & Zhuang, 2019). Najces¢i nezeljeni dogadaji su akutne ozlede sa
akutnim hepatocelularnim hepatitisom, koji moZze biti pracen i prestankom rada jetre (Balestrieri et
al., 2000). Svi atipi¢ni antipsihotici podlezu intenzivnim metabolickim transformacijama u
hepatocitima, Ciji rezultat moze biti i1 stvaranje reaktivnih vrsta i reaktivnih metabolickih
intermedijera u procesima inaktivacije leka, odgovornih za uoclena oSte¢enja hepatocita kod
pacijenata na hronicnoj terapiji ovom klasom psihofarmaka (Sheehan ef al., 2010). Patogeneza
lekovima-izazvanih oStecenja jetre zasigurno je veoma slozena i Cesto je rezultat kombinacije
razli¢itih mehanizama koji nisu u potpunosti izu€eni, ukljucujuci tu i oksidativni stres.

2.2.3. Enzimski sistem antioksidativne zaStite

Rezultati mnogobrojnih studija potvrduju hipotezu da oksidativni stres igra vaznu ulogu ne
samo u patofiziologiji shizofrenije (videti dalje), ve¢ i mnogih drugih patofizioloskih stanja, na primer
kadiovaskularnih bolesti (Senoner & Dichtl, 2019), kancera (Morry et al., 2017), metaboli¢kih
oboljenja (Frukawa et al., 2004) i starenja (Liguori ef al., 2018). Kod pacijenata na hroni¢noj terapiji
antipsihoticima 1 kod onih sa prvom shizofrenom epizodom, primecena je naruSena homeostaza u
sloZzenom sistemu antioksidativne zastite, kao 1 povecan stepen lipidne peroksidacije (Gama et al.,
2006). Utvrdeno je da atipicni antipsihotici pokazuju ne samo (povoljne) anti-oksidativne, vec i
(veoma Stetne) pro-oksidativne efekte na razli¢itim (uglavnom in vitro) model sistemima, tako da su
(dugoroc¢ni) benefiti njihovog plejotropnog delovanja i dalje predmet debata (Boskovi¢€ ef al., 2011).
Zato su istrazivanja koja proucavaju biohemijske efekte antipsihotika (kao u ovoj disertaciji)
fokusirana 1 na njihov uticaj na klju¢ne komponente 1 mehanizme antioksidativne zastite coveka. To
se pre svega odnosi na aktivnost antioksidativnih enzima, prve linije odbrane od Stetnog delovanja
(ne)radikalskih reaktivnih vrsta kiseonika i azota.

Ukratko, slobodni radikali su reaktivne hemijske vrste koje sadrze nesparen(e) elektron(e) u
svojoj poslednjoj atomskoj ili molekulskoj orbitali; stoga su snazni elektrofili i jaki oksidansi.
Hidroksilni radikal ("OH), superoksid anjon radikal (O2™), joni prelaznih metala (kao Fe** i Cu?*) i
azot-oksid ('NO) neki su od primera slobodnih radikala. Oni, kao i1 reaktivne neradikalske vrste
poreklom iz slobodnih radikala (kao H202), prisutni su u ¢elijama i tkivima u niskim koncentracijama,
sa esencijalnom ulogom u procesima redoks-regulacije i u odbrani organizma od razlicitih patogena.
Povecano nastajanje reaktivnih vrsta, koja prevazilazi odbrambene antioksidativne kapacitete ¢elija,
dovodi do oksidativnog stresa, ¢ije (direktne) posledice mogu biti ireverzibilna oSte¢enja klju¢nih
makromolekula: oksidacija proteina, peroksidacija lipida, prekidi lanaca 1 modifikacije nukleinskih
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(azotnih) baza u strukturi DNK. Oksidativni stres se definiSe i kao "poremecaj redoks signalizacije i
kontrole" (Betteridge, 2000).

Celije sisara, pre svega hepatociti i eritrociti, razvile su efikasne zaititne mehanizme
detoksikacije i odbrane od stetnog delovanja reaktivnih hemijskih vrsta. Oni sprecavaju, ograni¢avaju
1 (donekle) popravljaju oSte¢enja nastala delovanjem reaktivnih vrsta. Ova zastita podrazumeva: (i)
(ne)enzimske komponente primarne antioksidativne zastite, one koje direktno reaguju i neutralisu
reaktivne vrste; (ii) elemente pomoc¢ne antioksidativne zastite, ukljucene u sintezu i/ili reciklazu ko-
supstrata neophodnih za aktivnost antioksidativnih enzima; (iii) proteine koji ¢vrsto vezuju (i
inaktiviraju) kataliticki aktivne redoks jone, Sto umanjuje nastanak (novih) hidroksilnih radikala. U
ne-enzimske komponente ubrajamo liposolubilna jedinjenja kao vitamin E, (pro)vitamin A i koenzim
Q, ali 1 ona hidrosolubilne prirode, kao vitamin C, (redukovani) glutation, mokra¢na kiselina 1
(protein) serum albumin. Organizam ¢oveka ne sintetiSe sva navedena jedinjenja i ona se moraju
unositi u dovoljnoj koli¢ini putem ishrane. NajvaZnije enzimske komponente sistema antioksidativne
zaStite su familija superoksid-dismutaza, katalaza, familija glutation-peroksidaza i glutation-
reduktaza (Matés et al., 1999).

Superoksid-dismutaza (SOD; EC.1.15.1.1) katalizuje dismutaciju superoksid anjon radikala
u kiseonik i vodonik-peroksid (slika 8), kroz cikli¢nu reakciju oksido-redukcije uz pomo¢ metalnog
jona (kofaktora) u aktivhom centru enzima. Na osnovu prisutnog metala i celijskoj lokalizaciji
enzima, nalazimo pet ¢lanova familije superoksid-dismutaza u prirodi. Fe-SOD sadrzi gvozde (Fe3*)
u aktivnom centru i karakteristi¢na je za prokariote i eukariotske alge. Mn-SOD (sa Mn3*) je $iroko
rasprostranjena u zivim sistemima, kod eukariota pre svega u mitohondrijama, kao heterotetramer
mase 88 kDa. CuZn-SOD u aktivnom centru sadrzi po jedan jon bakra (Cu®") i cinka (Zn*");
eukariotski oblik (dve identi¢ne subjedinice od 32 kDa) je prisutan u citosolu celija, rede u
medumembranskom prostoru mitohondrija, lizozomima, peroksizomima i jedru. EC-SOD je
ekstracelularni tetramerni glikoprotein (135 kDa), takode sa jonima bakra 1 cinka u aktivnom mestu
enzima lociranog u cerebrospinalnoj te¢nosti, plazmi i limf, u malim koli¢inama u tkivima. Pojedine
bakterije sadrze podklasu SOD u formi tetramernog ili heksamernog kompleksa, sa katalitickim
jonom nikla (Ni?*) (Fukai & Ushio-Fukai, 2011).

20; +2H* —°2 50, + H,0,

Slika 8. Shematski prikaz 3D strukture: (levo) CuZn-SOD (PDB 2C9V)
i (desno) Mn-SOD (PDB 2ADQ).

Katalaza (CAT; EC.1.11.1.6) ubrzava razgradnju toksicnog vodonik-peroksida do vode i
molekulskog kiseonika: '"katalazna reakcija" (slika 9). Takode, ovaj enzim Kkoristi (niske
koncentracije) H20O> da oksiduje toksi¢ne molekule, na primer fenole, formaldehid, ili alkohole:
"peroksidazna reakcija". Prisutna je kod svih aerobnih mikroorganizama, u svim ¢elijama Zivotinja 1
biljaka. Vece kolicine nadene se u citosolu eritrocita i mitohondrijama sréanog tkiva jetre i bubrega,
pre svega u peroksizomima. Strukturno, u organizmu cCoveka, katalaza je tetramerni enzim koji se
sastoji od Cetiri identi¢ne, tetraedarski rasporedene podjedinice (oko 60 kDa): svaka u svom aktivnom
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sredistu sadrzi hem grupu, sa gvozdem u stabilnijem (u poredenju sa molekulom hemoglobina), feri
obliku (Fe3*) i molekul NADPH (Goyal & Basak, 2010).

CAT
2H,0, »2H,0+0,| "katalazna" reakcija

Slika 9. Shematski prikaz 3D strukture humane katalaze (PDB 1QQW).

Glutation-peroksidaza (GPx; EC.1.11.1.9) takode je vazna komponenta primarnog anti-
oksidativnog sistema sisara, enzim koji u aktivnom centru sadrzi selen (seleno-protein). Ova familija
citosolnih enzima katalizuje redukciju vodonik-peroksida do vode (slika 10), u reakciji zavisnoj od
glutationa, kao i redukciju organskih peroksida do hidroperoksida. Cetiri ¢lana su otkrivena i dobro
izuCena. Prvi je "klasicna" glutation-peroksidaza (GPx1 ili cGPx), unutar ¢elija, homoteramer sa
jednim atomom Se po subjedinici (76-105 kDa). Glutation-peroksidaza u epitelnim c¢elijama
gastrointestinalnog trakta (GPx2 ili GI-GP) drugi je tip ovog enzima, prva linija odbrane organizma
od vodonik-peroksida unetog hranom. Tetramerni glikoprotein u plazmi (GPx3 ili pGPx) tre¢i je
enzim familije sisarskih peroksidaza, molekulske mase 23 kDa, koji poput GPx1 sadrzi jedan atom
Se u svakoj subjedinici. Poslednji tip je fosfolipid vodonik-peroksid glutation-peroksidaza (GPx4 ili
PH-GPx), monomerni protein od 19 kDa, koji osim H20:2 redukuje i masne kiseline i1 perokside
esterifikovanog holesterola (Gladyshev, 2011).

2GSH + H,0, —&P* sGSSG+2H,0

2GSH + ROOH—" ,GSSG+ ROH + H,0

Slika 10. Shematski prikaz 3D strukture humane glutation-peroksidaze 1 (PDB 2F8A).

Glutation-reduktaza (GR; EC 1.8.1.7) ubrzava hemijsku reakciju redukcije oksidovanog
glutationa (GSSG) uz pomo¢ NADPH (slika 11). Kao takav, ovaj enzim je odgovoran za snabdevanje
¢elijja redukovanim tripeptidom glutationom (GSH), najzastupljenijim redukuju¢im tiolom. Zato
glutation-reduktaza ima vaznu ulogu u regulaciji, modulaciji i odrzanju ¢elijske redoks homeostaze.
Enzim je dimerne strukture (oko 100 kDa kod coveka), sa po jednim molekulom flavin adenin
dinukleotida (FAD) u aktivnom centru svake podjedinice. Nalazi se u citosolu, mitohondrijima,
peroksisomima i hloroplastima ¢elija. Jedan gen koji kodira za GR evoluciono je konzerviran kod
bakterija, kvasaca i zivotinja, dva kod biljaka (Couto at al., 2016).
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GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

Slika 11. Shematski prikaz 3D strukture humane glutation-reduktaze (PDB 3DJJ).

Glutation-S-transferaza (EC 2.5.1.18) je multi-funkcionalna familija enzima sa tri osnovne
uloge u organizmu coveka: (a) ucestvuje u reakcijama konjugacije glutationa (GSH) sa razli¢itim
hidrofobnim elektrofilima, tokom druge faze biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata,
ukljucujuéi ksenobiotike (npr. lekove), Sto omogucava njihovu detoksifikaciju; (b) reverzibilno
vezuje mnoge organske anjone, steroidna jedinjenja i njihove metabolite, razne lekove i drugo, Sto
olaksava njihov transport i raspodelu u telu, tako da predstavlja funkcionalni analog izvancelijskog
albumina; (c) kovalentno se vezuje sa mnoge karcenogene i druge reaktivne metabolite, tj.
potencijalno Stetne supstance, Sto predstavlja efikasan, ali i (energetski) skup nacin njihove
eliminacije iz tela. Ovaj enzim je Siroko rasprostranjen u zZivim sistemima: u zna¢ajnoj koncentraciji
se nalazi kod sisara, insekata, vodenih beski¢menjaka, biljaka i nekih bakterija, pre svega u citoplazmi
(do 10% svih proteina u hepatocitima), ali i endoplazmati¢nom retikulumu i mitohondrijama ¢elija.
Strukturno, citosolne GST (poznate i kao rastvorljive GST, da bi se razlikovale od za membranu-
zakacenih oblika enzima, kao i metalo-GST) deluju kao dimeri (slika 12). Svaki monomer je safinjen
od konzerviranog tiorodoksin domena sa mestom za vezivanje glutationa, pracen viSe varijabilnim a-
helikoidnim domenom (C-domen) sa mestom vezivanja supstrata koji podleze reakciji konjugacije
(Atkinson & Babbitt, 2009).

Slika 12. Shematski prikaz 3D strukture humane glutation-S-transferaze
A1-1 u kompleksu sa glutationom (PDB 1PKW).
Dva su tipa proizvoda GST-katalizovane reakcije: konjugacijom redukovanog glutationa sa

supstratom (RX) nastaje redukovani supstrat (R—SG), koji kao nestabilni meduproizvod reaguje sa
novim molekulom glutationa, daju¢i konacan proizvod (RH) i oksidovani glutation:

R-X + GSH — R-SG + H-X|
R-SG + GSH — R—-H + GSSG

Vecina izoenzima sisara pokazuje visok afinitet za supstrat 1-hloro-2,4-dinitrobenzen, tako da
spektrofotometrijski eseji koriste ovaj supstrat za odredivanje ukupne aktivnosti glutation-S-
transferaze u tkivima (Habig at al., 1974).
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2.3. Eritrociti ¢oveka: "kesice'" hemoglobina

Krv, specijalizovano te¢no vezivno tkivo, sastoji se od seruma (plazme) i krvnih elemenata
(eritrociti, leukociti 1 trombociti). Od ukupne zapremine krvi (4,4—6 L kod odraslog ¢oveka, oko 8%
ukupne mase tela), krvni elementi zauzimaju 37-54%, pri ¢emu dominiraju eritrociti (99,9% svih
éelija krvi). Mililitar krvi sadrzi 4,2-5,5 x 10° (Zene) i 4,5-6,3 x 10° (muskarci). Procenjuje se da u
telu coveka cirkuliSe od oko 25 bilijardi eritrocita. Zreli eritrociti (crvena krvna zrnca, engl. Red blood
cells, RBC) su ¢elije bikonkavnog oblika, pre¢nika 7,8 um i visine 2,6 um na najdebljem delu i1 0,8
um u sredini, bez Celijskih organela (npr. jedra, ribozoma, mitohondrija). Ovakav jedinstveni oblik
obezbeduje veliku povrs$inu u odnosu na zapreminu eritrocita, Sto ih ¢ini idealnim za razmenu gasova,
te omogucuje medusobno "slepljivanje", olakSavajuéi njihovo kretanje i prolazak i kroz najmanje
kapilare (Cimen, 2008).

Proces eritropoeza (sinteza eritrocita) kod odraslih ljudi odvija se u kostnoj srzi iz mijeloidnih
matic¢nih ¢elija, pod uticajem hormona eritropoetina, koji pre svega (oko 90%) nastaje u bubrezima.
Tokom prosecnog zivotnog veka od oko 120 dana, svaki eritrocit prede oko 160 km izmedu srca i
razlicitih (ciljnih) tkiva. Humani hemoglobin (HHb), glavna proteinska komponenta (citoplazme)
eritrocita, na tom putu prenosi Oz, COz i H* jone kroz krv. Oko 1% eritrocita se zameni novim svakoga
dana; mononuklearni fagociti u slezini, jetri i kostnoj srzi uklanjaju ostarele eritrocite iz cirkulacije.
Smatra se da su signal za aktivaciju ovih makrofaga apoptotske promene u lipidnoj organizaciji
plazmine membrane eritrocita (Ashton, 2007).

2.3.1. Membrana eritrocita: model za ispitivanja bioloskih membrana

Plazmina membrana eritrocita je dinamiCna struktura, ¢ije se osnovne strukturne jedinice
(lipidi iz lipidnog dvosloja i uronjeni integralni i periferni gliko- i1 lipoproteini) nalaze u stalnom
kretanju. Lizom u hipotonim rastvorima, izolovanu i preciS¢enu nefragmentisanu membranu
eritrocita ¢ini priblizno 49% proteina, 43% lipida i 8% ugljenih hidrata (Voet & Voet, 2004).

Lipidni dvosloj je izgraden iz smeSe fosfolipida, sfingolipida, holesterola, glikolipida i
fosfatidne kiseline (slika 13). Sastav 1 fizicka svojstva bioloSkih membrana umnogome odreduju
aktivnost razli¢itih tipova membranskih proteina. Holesterol je glavna lipidna komponenta plazmine
membrane humanih eritrocita (oko 25% ukupnih lipida) i ravnomerno je zastupljen u oba sloja
fosfolipidnog dvosloja. Najzastupljeniji fosfolipidi, kao u drugim biomembranama, nejednako su
rasporedeni u dvosloju: fosfatidil-holini 1 sfingomijelini (oko 20% lipida) dominiraju u spoljasnjem,
fosfatidil-etanolamin (sli¢no zastupljen) u unutrasnjem delu, a fosfatidil-serin (oko 10%) iskljuc¢ivo
se nalazi u unutrasnjem sloju membrane. Molarni odnos holesterola 1 fosfolipida odreduje fluidnost
lipidnog dvosloja, sredini u kojoj deluju raznovrsni enzimi, transportni proteini, antigeni krvnih
grupa, adhezivni proteini ukljuceni u interakcije eritrocita sa drugim krvnim i endotelijalnim ¢elijama,
kao 1 receptori 1 drugi signalni molekuli (Mohandas et al., 2008).

[, _— Ugljeni hidrati
Integralni protein | 'S

Globularni preteini

Glikoprotein

Filamenti citoskeleta C’-'\

Hidrofobni segment ™ /

alfa-heliks proteina / ; 5
CITOSOL CELUE Alfa-heliks protein Hidrefilni region

Slika 13. Shematski prikaz fluidno-mozai¢nog modela membrane humanih
eritrocita (adaptirano iz: Voet & Voet, 2004).
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Jedinstvena svojstva strukture plazmine membrane eritrocita su i da je izuzetno elasti¢na (oko
100 puta viSe od membrane lateksa sli¢ne debljine), da brzo odgovara na primenjeni pritisak tecnosti
i da je, u smislu otpora, jaca od ¢elika. Ove neobi¢ne karakteristike posledica su postojanja elasticne
proteinske "reSetke", sastavljene od mreze (cito)skeletnih proteina, na koju naleze lipidni dvosloj,
ostvaraju¢i mnogobrojne protein-protein i protein-lipid interakcije. Kod drugih ¢elija u telu sisara,
citoskelet se javlja samo u tankim i retkim trakama, slabo povezanih sa plazminom membranom.
Opisana organizacija membrane humanih eritrocita podrzava njihovu strukturnu prilagodljivost
tokom njihovog puta kroz cirkulaciju, posto podleze (reverzibilnim) deformacijama uz potpuno
odrzavanje strukturnog integriteta ¢elija (Mohandas et al., 2008).

2.3.2. Hemoglobin ¢oveka: opSta struktura i ligand-vezujuéa svojstva

Oko 90% svih proteina u citosolu eritrocita coveka ¢ine molekuli hemoglobina. Hemoglobin
je globularni tetramerni protein izgraden od dva identi¢na a-lanca (141 ostataka amino-kiselina; 7 a-
heliksa) i dva identi¢na B-lanca (146 amino-kiselina; 8 a-heliksa) — a2f32 tetramer (slika 14). Svaki o-
lanac je u kontaktu sa B-lancem, tako da je, u osnovi, molekul hemoglobina funkcionalni aff dimer.
Svaka subjedinica u molekulu nativnog proteina sadrzi jedan hem (sa redoks aktivnim atomom
gvozda) kao prosteticnu grupu, u udubljenju pri spoljasnjoj povrsini svake podjedinice. Kao obilno
zastupljeni protein krvi (12 do 14 g/dL kod muskaraca, 14 do 18 g/L u Zena) koga je jednostavno
izolovati, hemoglobin je najpre bio model sistem za izuCavanje visih nivoa strukture globularnih
proteina. S obzirom na bioloSku ulogu transportnog proteina (osnovna je snabdevanje tela
kiseonikom), hemoglobin je nesumljivo koristan i kao model sistem za ispitivanje vezivanja malih
regulatornih molekula (razli¢itih liganada) za proteine (Chakraborti, 2003).

@

Slika 14. Shematski prikaz opste strukture (deoksi) hemoglobina coveka: 023
tetramer (Voet & Voet, 2004). Crvenim su obeleZena mesta vezivanja navedenih
organskih jedinjenja (na osnovu: Perutz et al., 1986): I — benzafibrat; II - etakrinska
kiselina; III - sukcinil-L-triptofan-L-triptofan i IV - p-bromobenziloksi sir¢etna kiselina.

Mnogi mali reaktivni molekuli (proizvodi normalnog, ali i patoloskog metabolizma), kao
ksenobiotici 1 njihovi metaboliti duZe prisutni u cirkulaciji, koji prolaze kroz plazminu membranu
eritrocita, reaguju sa bo¢nim ostacima amino-kiselina u molekulu humanog hemoglobina. Normalni
hemoglobin (HbA; preko 97% ukupnog HHb), pored genetskih komponenti, sadrzi i frakcije nastale
ne-enzimskim modifikacijama, uglavnom sa glukozom i njenim metabolitima (HbA1 frakcija)
(Mayer & Freedman, 1983). Prva detaljna strukturna ispitivanja vezivanja supstanci razlicite
hemijske prirode za hemoglobin Coveka, primenom rentgenske strukturne analize, od strane
nobelovca Maksa Peruca (Perutz et al., 1986), ukljucila su antihiperlipoproteinski lek benzafibrat,
diuretik etakrinsku kiselinu, peptid sukcinil-L-triptofan-L-triptofan 1 p-bromobenziloksi siretnu
kiselinu. Rezultati su pokazali da se ispitani molekuli vezuju u udubljenja u proteinskom delu
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molekula hemoglobina, pri ¢emu je u stereohemiji interakcija vazan van der Waals-ov prostor,
maksimalne elektrostaticke interakcije, hidrofobni efekat i (najpre) vodoni¢ne veze. Autori su
zakljucili da neki od navedenih molekula smanjuju, drugi povecavaju afinitet vezivanja kiseonika za
hemoglobin. Interesantno, opisana mesta vezivanja ispitivanih supstanci za hemoglobin su razlicita
(slika 14); ona nisu podudarna mestu za vezivanje kiseonika (hem), niti mestu vezivanja 2,3-
difosfoglicerata (DPG), prirodnog alosternog modulatora aktivnosti hemoglobina. Pregled rezultata
novijih studija vezivanja lekova za humani hemoglobin prikazan je u poglavlju 4.

Strukturno modifikovani molekuli hemoglobina mogu imati i izmenjenu aktivnost, u smislu
promena u afinitetu vezivanja kiseonika, hemijske stabilnosti, kooperativnosti, Borh-ovom efektu,
$to moze biti od znacaja ne samo u dijagnostici pojedinih patofizioloskih stanja, ve¢ i u pracenju
efekata terapije lekovima (Harding, 1985). Na primer, u reakciji hemoglobina i oksidovanog
glutationa (neutralna ili slabo alkalna sredina) nastaje derivat u kojem je glutation vezan za ostatak
Cys93 u B-nizovima. Posledica ove modifikacije stukture je (najvece poznato) povecanje afiniteta (za
Sest puta) hemoglobina za kiseonik, uz ocuvanje (uobicajenih) interakcija adukta sa DPG-om i
organskim fosfatom (Craescu et al., 1986). Vezivanje hidroksilamina i supstituisanih derivata fenola
izaziva oksidaciju oksi-hemoglobina (oblik sa vezanim kiseonikom) do molekula met-hemoglobina,
sa oksidovanim jonom gvozda. Ovaj proces je pracen oksidativnim stresom i pove¢anom hemolizom
eritrocita (Nohl et al., 1988), no moze da se iskoristi i u terapijske svrhe: 4-dimetilaminofenol je
antidot kod trovanja cijanidom: nastali methemoglobin velikim afinitetom vezuje i uklanja CN~ jone
iz sistemske cirkulacije (Eyer et al., 1983).

2.3.3. Oksidativni procesi u eritrocitima ¢oveka

Zbog svojih strukturno-funkcionalnih svojstava, visokog sadrzaja kiseonika, poli-nezasi¢enih
masnih kiselina u membranskim lipidima plazmine membrane, kao i (redoks aktivnog) Fe** jona u
strukturi hema, eritrociti su kontinuirano izloZeni oksidativnim promenama svojih kljuénih
komponenti. Stoga zrela crvena krvna zrnca imaju mocan sistem antioksidativne zaStite, sa€injen od
specificnih antioksidativnih enzima i jedinjenja male molekulske mase. On bi trebalo da uspori ili
spreci lan€ane reakcije oksidativnog oSte¢enja makromolekula (hemoglobina), inicirane reaktivnim
vrstama nastalim od molekulskog kiseonika (Cimen, 2008).

Hem u strukturi molekula hemoglobina sadrzi gvozde u redukovanom (Fe?*, fero) obliku, koji
povratno vezuje O, svojstvo presudno za biolosku funkciju hemoglobina. Medutim, u dodiru sa
kiseonikom, Fe?" jon spontano i sporo oksiduje do Fe** oblika (feri jon), pri éemu nastaju reaktivni
superoksidni anjon radikal 1 molekul met-hemoglobin (MetHb). Pod fizioloSkim uslovima,
zastupljenost met-hemoglobina odrzava se niskim (oko 0,5%), (pre svega) delovanjem NADH-
citohrom b5-metHb reduktaze 1 odgovaraju¢ih kofaktora (askorbat 1 glutation) (Umbreit, 2007). U
prisustvu ksenobiotika i/ili njihovih metabolita (K/KH32), u eritrocitima moze do¢i i do redoks reakcija
hemoglobina, koje se mogu prikazati slede¢im opstim jednacinama:

HHb*>*-0," (ili Hb?*-0z) + KH2 — HHb*" + H202 + K*-
HHb?**-02 + K — HHb* + 02 + K™

iz kojih proizilazi da oksidativne procese u eritrocitima karakteriSe nastajanje MetHb,
superoksidnih anjon radikala i (nekada) radikalskih oblika ksenobiotika (K*). U sekundarnim
reakcijama (sa drugim makromolekulima) mogu da nastanu i veoma reaktivni (i zato izuzetno Stetni)
peroksidni radikali (Weller, 1987).

Iako ima kratak polu-Zivot, superoksidni anjon, nastao kao proizvod oksidacije molekula
hemoglobina, moZe naneti ozbiljna oSte¢enja svim vrstama biomakromolekula i dovesti do hemolize.
Redukovani glutation i tokoferoli, prisutni u velikim koli¢inama, kao i aktivnost enzima Cu,Zn-
superoksid-dismutaze, katalaze 1 GSH-peroksidaze, sinergisticki zastitno deluju uklanjajuci nastale
reaktivne vrste. Odnos redukovanog i oksidovanog glutationa u eritrocitima je visok, uz pomoé
redukcije (oksidovanog) glutationa pomocu NADPH i glutation-reduktaze. Pentozofosfatni put je
takode znacajan za antioksidativni sistem zaStite u eritrocitima, poSto stvara potrebne koli¢ine
NADPH, neophodne za ovaj proces (Pandey & Rizvi, 2011).
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2.4. Metode za ispitivanje interakcija lekova i proteina

Ispitivanje interakcija izmedu proteina i malih bioaktivnih molekula (poput lekova) je od
velikog teorijskog i prakti¢nog znacCaja. Proteini vezivanjem lekova olakSavaju njihovo prenosenje i
raspodelu kroz organizam. Medutim, jake protein—ligand interakcije spreCavaju delovanje leka, ne
dozvoljavajuéi da se on veze za receptorske mete u ciljnim ¢elijama. Vezivanje malih molekula za
proteine moze i da uspori njihovu eliminaciju iz tela. Mnogi lekovi deluju tako §to menjaju (smanjuju,
ili potpuno inhibiraju) katalitiCku aktivnost kljuénih metaboli¢kih enzima. Interakcije sa lekovima
mogu da promene i bioloSke funkcije proteina. UobiCajeni pristup u razumevanju slozenih
mehanizma delovanja fizioloski aktivnih supstanci zato ukljucuje i prouc¢avanje interakcija supstance
(leka) od interesa sa najzastupljenijim, i/ili najvaznijim, proteinskim komponentama u ¢elijama i
tkivima, uz ispitivanje posledica vezivanja leka na strukturne i funkcionalne karakteristike
biomakromolekula (Chakraborti, 2003).

2.4.1. Spektrofotometrija proteina

Spektrofotometrija se zasniva na apsorpciji svetlosti u oblasti elektromagnetnog zracenja od
200 do 780 nm, Sto dovodi do prelaza valentnih (obi¢no o ili ) elektrona iz osnovnog u pobudeno
stanje. Dozvoljeni elektronski prelazi nakon pobudivanja su iz vezivnih u antivezivne orbitale
(6—c*, m—m'), pri éemu jedan elektronski prelaz daje jednu apsorpcionu traku (pik) u spektru.
Apsorpcioni maksimum trake (Amax) pre svega zavisi od prirode jedinjenja: razli¢ita jedinjenja sadrze
u svojoj strukturi razli¢ite hromofore, tj. molekul ili deo molekula odgovoran za apsorpciju svetlosti
u UV-VIS oblasti (Schmid, 2001).

Proteini intenzivno apsorbuju svetlost u UV oblasti. Njihove hromofore su peptidne veze,
ostaci aromati¢nih amino-kiselina iz bo¢nih lanaca, kofaktori 1 prosteticne grupe. Peptidne grupe
polipeptidne ki¢me apsorbuju svetlost u dalekoj-UV oblasti (180—-230 nm). Aromati¢ni bocni ostaci
tirozina (Tyr), triptofana (Trp) 1 fenilalanina (Phe) takode apsorbuju u ovom regionu, kao i u oblasti
240-300 nm. Disulfidne veze u proteinu, obrazovane izmedu dva ostatka cisteina, pokazuju
apsorpcionu traku sa maksimumom na oko 260 nm. Redukovani nikotinamid-adenin dinukleotid
(NADH) i redukovani flavin-adenin dinukleotid (FADH>) apsorbuju svetlost u bliskoj-UV oblasti, a
hem (prosteticna grupa u mnogim proteinima) i1 neki kofaktori (koji u strukturi sadrze bakar) u
vidljivom delu spektra. Zbog toga je hemoglobin (hemoprotein) crven (slika 15), a plastocijanin
(fotosintetski Cu-protein biljaka) plav. U bliskoj UV oblasti, molarni apsorptivitet fenilalanina mnogo
je manji od onih tirozina i triptofana. Zbog toga u spektru tipi¢nog proteina apsorbancija izmedu 240
1300 nm dominantno potic¢e od ostataka Tyr 1 Trp. Ostaci Phe doprinose finoj strukturi (engl. wiggles)
spektra izmedu 250 1 260 nm. Aromati¢ne aminokiseline ne apsorbuju iznad 310 nm, kod (retkih)
proteina koji u svom aminokiselinskom sastavu ne sadrze Trp ne apsorbuju svetlost talasnih duzina
vec¢ih od 300 nm (Schmid, 2001).

Hemoglobin
Oksi-hemoglobin
Karboksi-hemoglobin
Met-hemoglobin

Apsorptivnost (L. mmol-1 cm-1)

450 500 550 600 650 700
Talasna duZina (nm)

Slika 15. Apsorpcioni spektri razli¢itih derivata humanog hemoglobina
(adaptirano sa https://derangedphysiology.com/)
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Apsorpcioni spektri aromati¢nih aminokiselina su osetljivi na promene u svom okruZenju, §to
za posledicu ima promene u talasnoj duzini apsorpcionog maksimuma. Plavo pomeranje (engl. blue
shift) ka nizim talasnim duzinama opaza se kada raste polarnost rastvarac¢a. U uvijenom (nativnom)
proteinu, aromaticni ostaci amino-kiselina nalaze se u nepolarnoj unutrasnjosti globule, pokazujuci
malo crveno (ka veéim A) pomeranje u odnosu na maksimum trake u vodenom rastvoru. lako su
razlike u apsorbanciji izmedu nativne i razvijene forme proteina veoma male (tipi¢no manje od 5%),
one su izuzetno korisne za prac¢enje konformacionih prelaza u proteinu (Schmid, 2001).

2.4.2. Spektrofluorimetrija proteina

Molekuli 1 atomi apsorbuju ultraljubicasto (UV) i vidljivo (VIS) elektromagnetno zraCenje,
Sto pobuduje njihove elektrone. U pobudenom stanju molekul ostaje veoma kratko i brzo se vraca u
osnovno stanje, razli¢itim procesima de-ekscitacije. Ukoliko se takav prelaz odvija izmedu dva
singletna (S) stanja emisija svetlosti se naziva fluorescencija (slika 16). Talasna duzina emitovane
fluorescentne svetlosti obi¢no je veca od talasne duzine apsorbovane (pobudujuce) svetlosti
(Stoksovo pravilo). Izgled fluorescentnih spektara zavisi od hemijske prirode fluorofora i rastvaraca.
Fluorofore su grupe ili atomi u molekulu odgovorne za proces fluorescencije. Dele se na unutrasnje
(ispitivani uzorak fluorescira) i spoljasnje (one koje se dodaju uzorku koji ne fluorescira).
Jednostavne 1 osetljive fluorimetrijske metode od velikog su prakticnog znacaja za odredivanje 1
ispitivanje svojstava bioloski vaznih (makro)molekula. Fluorescentna emisija je znatno osetljivija na
okolinu hromofore nego apsorbancija. Zato pri konformacionim prelazima (razvijanje/uvijanje)
molekula proteina, kao i prilikom vezivanja liganada, moze do¢i do velikih promena u njegovim
fluorescentnim svojstvima, tj. u spektrima proteina (Valeur, 2001).
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Slika 16. Jablonski dijagram fluorescencije. Nakon §to elektron apsorbuje
foton visoke energije, najpre se sistem elektronski i1 vibraciono pobuduje, a
potom vibraciono relaksira i, na kraju, fluorescira na vecoj talasnoj duzini
(adaptirano sa: https://theory.labster.com/fluorescence).

Svi proteini fluoresciraju u UV regionu: fluorofore su ostaci aromati¢nih amino-kiselina.
Fluorescencija pre svega potice od ostataka triptofana - talasna duzina ekscitacije 1 kvantni prinos
emisije za ostatke triptofana vec¢i su od vrednosti za tirozin i fenilalanin. Proteini po pravilu sadrze
jedan ili nekoliko ostataka Trp, Sto olakSava interpretaciju eksperimentalnih rezultata. Promene u
emisionom spektru Trp posledica su konformacionih prelaza, asocijacije subjedinica, vezivanja
supstrata, ili denaturacije proteina. Interpretaciju rezultata otezava prisustvo veceg broja fluorofora,
zbog Cega se snimaju i takozvani sinhroni spektri, kojima se odvaja signal koji poti¢e od triptofana
od signala ostataka tirozina. Proteini se obi¢no ekscituju na talasnoj duzini apsorpcionom maksimuma
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na ~280 nm, kada ostaci Phe nisu pobudeni, tako da fluorescencija potice samo od ostataka Tyr i Trp.
Selektivna ekscitacija Trp postiZze se na talasnim duzinama od 295 do 305 nm. U vodenoj sredini
emisioni maksimum fenilalanina je na 282 nm, tirozina je na 303 nm, a triptofana na 350 nm. Samo
u veoma razblazenim rastvorima postoji linearna zavisnost izmedu intenziteta fluorescencije i
koncentracije proteina. U koncentrovanijim rastvorima proteina dolazi do efekta unutrasnjeg filtra,
posto rastvor u "zadnjem" delu uzorka ne dobija isti intenzitet energije pobudivanja kao onaj u
"prednjem" delu koji apsorbuje veéi deo ekscitacione energije svetlosti. Ukoliko dolazi do
preklapanja u ekscitacionom 1 emisionom spektru uzorka proteina, on moze da apsorbuje deo emisije
fluorescencije (Lakowicz, 2006).

Zbog svoje osetljivosti i preciznosti, spektrofluorimetrija se mnogo koristi za ispitivanje i
karakterisanje (konstante vezivanja i broj vezivnih mesta) protein—ligand interakcija, na osnovu
promena u emisionim spektrima proteina tokom/nakon dodatka rastuc¢ih koncentracija liganda.
'Kvencing' (gasenje fluorescencije) opisuje procese koji smanjuju intenzitet fluorescencije proteina.
U literaturi se razlikuju dve osnovne vrste kvenc¢inga, kao rezultat kontakata izmedu fluorofore (npr.
proteina) i kvencera (liganda): dinamicko i staticko gasenje fluorescencije. Dinamic¢ko kvencovanje
je posledica kolizionih susreta/sudara izmedu fluorofore i kvencera, tj. kvencer difunduje do
fluorofore tokom perioda u kome je ona u ekscitovanom stanju. Kod statickog gasenja fluorescencije
formira se nefluorescentni kompleks fluorofora—kvencer. Postoji i moguénost da se intenzitet
fluorescencije fluorofore smanjuje istovremeno i po mehanizmu statickog i po mehanizmu
dinamickog gasenja fluorescencije sa istim kvencerom (Valeur, 2001).

2.4.3. Cirkularni dihroizam proteina

Hiralnost, vazna karakteristika bio(makro)molekula, ozna¢ava geometrijsku karakteristiku
rigidnog objekta koji moZe da se preklopi sa svojim likom u ogledalu. Takav molekul (objekat) je
asimetrican. Cirkularni dihroizam (CD) predstavlja razliku u apsorpciji levo ili desno polarizovane
svetlosti 1 nastaje usled prisustva jedne ili vi$e hiralnih hromofora u molekulu. Spektropolarimetrija
jeste spektroskopska tehnika u kojoj se cirkularni dihroizam molekula predstavlja kao funkcija talasne
duZine. Ona se se koristi za proucavanje brojnih hiralnih molekula i najve¢u prakticnu primenu je
nasSla u analizi sekundarnih struktura (slika 17) 1 konformacija biomakromolekula, posebno proteina,
¢iji je sekundarni nivo strukture osetljiv na promene u temperaturi, pH vrednosti 1 mikrookruZenju,
ili se menja kao posledica interakcija sa drugim molekulima. Stoga, CD spektroskopija pruza korisne
podatke o strukturnim, kinetickim 1 termodinamickim parametrima koji opisuju vezivanje liganda za
protein (Greenfield, 2006).
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Slika 17. Hustrativni CD spektri tri sekundarne strukture u proteinu: pretezno a-helikoidni
protein (crvena linija), protein u kome dominiraju -nabrane plocice (zelena linija) i nasumicni
(razvijeni) lanac proteina (plava linija) (adaptirano iz: Rogers et al., 2019).
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Snimanje CD spektara sluzi i da pokaze da li ispitivani molekul (npr. lek) utice na
konformaciju molekula proteina, odnosno, da li dovodi do promena u sekundarnoj (daleka UV-oblast)
i tercijarnoj (bliska UV/VIS-oblast) strukturi proteina. Da bi neki molekul ispoljio cirkularni
dihroizam, potrebno je da on sadrzi hromoforu i opticki asimetri¢no (hiralno) okruzenje. Glavne
hromofore, sli¢no UV/VIS spektrofotometriji proteina, su peptidne veze (apsorpcija ispod 240 nm),
aromati¢ni ostaci amino-kiselina (apsorpcija izmedu 260 i 320 nm) i disulfidne veze (slaba apsorpcija
na 260 nm). Kada se snima na talasnim duzinama ispod 250 nm, dobijaju se daleki-UV spektri (engl.
far-UV), a pri talasnim duzinama iznad 250 nm bliski-UV/VIS spektri (engl. near-UV). Cirkularni
dihroizam peptidnih veza od znacaja je za odredivanje sekundarnih struktura proteina, posto ce
razli¢ite sekundarne strukture imati razliciti intenzitet signala, polozaj pikova i oblik traka u CD
spektrima. Za procenu sekundarnih struktura proteina postoje brojni algoritmi, ali se koriste i
matematiCke formule (Kelly et al., 2005). Pracenjem sadrzaja sekundarnih struktura moze da se ispita
uticaj vezivanja leka od interesa na konformaciju proteina. CD spektroskopija je odli¢na tehnika i za
prac¢enje konformacionih prelaza (razvijanja i uvijanja) proteina u zavisnosti od temperature, te
uticaja vezanog liganda na stabilnost polipeptida/proteina, poredenjem dobijenih temperatura
topljenja. Proteini sa visokim udelom o-heliksa (najstabilnija sekundarna struktura) u svojim CD
spektrima imaju pikove na oko 222, 209 i 193 nm. Studije termalne denaturacije proteina obi¢no se
rade na 222 nm, posto je tu najmanji odnos signal-Sum (Greenfield, 2006).

Prema tome, CD signali u spektralnom regionu izmedu 260 i 320 nm (uglavnom) potic¢u od
aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka: Tyr sa pikom izmedu 275 i 282 nm, Trp na oko 290 nm; Phe
ima slab, ali oStar pik izmedu 255 1 270 nm. Oblik i intenzitet signala u bliskom-UV CD spektru
proteina zavisi ne samo od broja aromati¢nih amino-kiselinskih ostataka, ve¢ 1 njihove mobilnosti,
mikro-okruZenja i oblika molekula. Uprkos tome Sto bliski-UV CD spektri ne pruzaju detaljnije
informacije o strukturi proteina, kao "otisak prsta" tercijarne (3D) strukture proteina mogu da ukazu

vezivanjem liganada od dalekih-UV CD spektara (Kelly ez al., 2005).

2.3.4. Molekulsko modelovanje: proteinski doking

Molekulski doking je raCunarska metoda koja se rutinski koristi za otkrivanje novih lekova i
(u biohemiji) za predvidanja nacina vezivanja i afiniteta malog molekula (liganda) za protein od
interesa. Molekulskim dokingom dobijamo informacije o najvaznijim interakcijama izmedu
partnerskih molekula, §to pomaZe u racionalnom dizajnu novih lekova. Cilj ove metode je nalazenje
optimalnog prostornog rasporeda (poze) liganda unutar vezivnog mesta na proteinu, uzimajuéi u obzir
fleksibilnost 1 konformacione promene liganda (tzv. rigidni doking) ili 1 proteina 1 liganda (fleksibilni
doking) (Agarwal & Mehrotra, 2016).

Proces molekulskog dokinga obi¢no ukljucuje nekoliko koraka (slika 18). U prvom, polazne
strukture proteina i liganda se pripremaju uklanjanjem molekula vode i dodavanjem nedostajucih
atoma ili veza. U slucaju 3D struktura proteina koji su iskristalisani sa nekim ligandom potrebno je
ukloniti taj ligand radi oslobadanja interagujuceg (vezivnog) mesta. Konformacija proteina se potom
moze relaksirati kratkim simulacijama molekulske dinamike, gde se protein smesta u klaster molekula
vode, uz dodatak jona Na' i Cl- do neutralizacije Sarze proteina i podeSavanja jonske sile do
fizioloskih 0,15 M. Pocetna konformacija liganda priprema se iz njegove 2D strukture, primenom
brzih, semi-empirijskih kvantno-hemijskih proracuna (Fan et al., 2019). U sledecoj fazi, primenjuje
se algoritam koji pretrazuje moguce konformacije 1 orijentacije liganda unutar vezivnog mesta na
proteinu, Sto se postiZe sistematskim uzorkovanjem (engl. sampling) konformacionih stepena slobode
proteina i liganda (Korb et al., 2009). Najpoznatiji takvi algoritmi su LGA (engl. Lamarckian Genetic
Algorithm), koji koristi AutoDock program (koris¢en i u ovom radu) (Trott & Olson, 2010), zatim
GA (engl. Genetic altorithm) koji koristi GOLD program, kao i algoritam sistemske pretrage (engl.
systematic search algorithm) koji koristi Glide program za doking. Zatim se primenjuju takozvane
skoring (bodujuc¢e) funkcije, sa zadatkom rangiranja predvidenih vezivnih poza prema afinitetu, ili
procenjenoj slobodnoj energiji vezivanja (Torres et al., 2019). Na kraju se analiziraju najbolje
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rangirane doking poze liganda i pronalaze najvaznije vezivne interakcije koje obrazuju protein—ligand
komplekse, evt. i predlazu mogu¢i mehanizmi vezivanja.

Ciljni protein  Ligand

~

Priprema sistema

;

Doking izra¢unavanja

l

Bodovanje e
(engl. scoring) < sﬂ D
E'/! r. . ¥ ¢ .
l o ,
Obrada podataka G

Slika 18. Shematski prikaz protein—ligand doking procesa
(adaptirano sa: https://www.profacgen.com/protein-ligand-docking.htm).

Metode molekulskog dokinga pokazale su se korisnim alatom u otkri¢u novih lekova. Sa
napretkom racunarske tehnologije, danas je moguce efikasno pretraziti baze podataka koje sadrze
strukture viSe miliona liganada, u cilju odabira potencijalnih kandidata za dalju eksperimentalnu
validaciju. Takode, nalazenjem klju¢nih interakcija izmedu proteina i liganda moguca je dalja
optimizacija vode¢ih struktura (engl. lead compounds) radi nalazenja novih kandidata sa poboljSanom
efikasnosc¢u 1 specifi€no$c¢u za protein od interesa (Fan et al., 2019).
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3. Eksperimentalni deo

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je uraden u prostorijama Odeljenja za
fiziologiju Instituta za bioloSka istrazivanja "Sinisa Stankovi¢" (IBISS), Institut od nacionalnog
znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, pod rukovodstvom dr Aleksandre Nikoli¢-
Koki¢ (rezultati delovanja antipsihotika na jetru pacova), kao i Katedre za biohemiju Univerziteta u
Beogradu — Hemijskog fakulteta, pod rukovodstvom dr Milana Nikoli¢a (rezultati na eritrocitima
Goveka i hemoglobinu), sve u saradnji sa dr Cedom Miljevi¢em, specijalistom psihijatrije u Institutu
za mentalno zdravlje pri Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, koji je i obezbedio sve
potrebne lekove/aktivne supstance.

3.1. Polazni materijal

Za potrebe eksperimenata sa jetrom pacova koris¢eni su sledeci komercijalni lekovi atipi¢nih
antipsihotika: "Clozapine" (sa 25 mg klozapina u tableti), proizvodaca Alvogen (Remedica Ltd.,
Limasol, Kipar); "Zeldox" (80 mg ziprazidon hidrohlorida po tableti) kompanije Pfizer (Bec,
Austrija); "Serdolect" (sa 12 mg aktivne supstance sertindola u svakoj tableti) koji proizvodi
farmaceutska kompanija H. Lundbeck A/S (Valbi, Danska).

Kompanija Abcam (KembridZ, Ujedinjeno Kraljevstvo) proizvela je sledeca primarna antitela
kori$¢ena u imunoblot analizama (odeljak 3.2.7.): anti-SOD1 (ab13498), anti-SOD2 (ab13533), anti-
CAT (ab16731), anti-GPx (ab22604) 1 anti-GR (ab16801), kao i sekundarno anti-misije i anti-zecije
IgG H&L antitelo konjugovano za peroksidazu iz rena (redom, ab97046 i ab6721). Kit za Western
blot detekciju proizvodaca Amersham ECL porucen je od GE Healthcare Life Sciences. Imobilon-FL
poliviniliden difluorid (PVDF) membranu proizvela je Millipore kompanija (SAD), dok su -aktinsko
antitelo (AC-15) 1 druge koriS¢ene hemikalije dobijene od Sigma Chemicals (Sv. Luis, Misuri, SAD).

Humani hemoglobin (liofilizovani prah), klozapin, ziprazidon (kao hidrohlorid hidrat, ¢istoce
>97%) 1 sertindol (Cistoée >97.5%) nabavljeni su od Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Nemacka) 1 koriS¢eni bez daljeg pre¢iS¢avanja. Ukoliko nije navedeno drugacije, rastvori HHb-a su
pripremljeni u fizioloSkom (izotonom) rastvoru puferisanom fosfatom (PBS, engl. phosphate-
buffered saline) pH 7,4, a koncentracija ovakvog preparata proteina odredena je standardnom
Drabkinovom metodom (odeljak 3.3.3.). Odmerene mase atipi¢nih antipsihotika su rastvorene u
99,9% dimetil-sulfoksidu (DMSO), u cilju pripremanja 4 mM S§tok rastvora lekova. U svim
eksperimentima, finalna koncentracija DMSO-a u razli¢itim protein—ligand smeSama nije prelazila
0,5% (v/v). Sve druge koriS¢ene supstance za rad sa (komercijalnim ili izolovanim) hemoglobinom 1
eritrocitima su bile analiticke Cistoce, uz upotrebu Milli-Q vode (Millipore, Molsheim, Francuska) za
sve eksperimente.

Periferna venska krv (ukupno 30 mL pune krvi) je uzeta od zdravog dobrovoljca, u vajli sa
heparinom (500 IU po mL krvi) kao antikoagulantom. Eticka dozvola za eksperimente uticaja
atipi¢nih antipsihotika na eritrocite coveka (ex vivo 1 in vitro), dobijena je od Eticke komisije za
upotrebu humanog bioloSkog materijala za istrazivanja Hemijskog fakulteta u Beogradu (reSenje broj
1-6/21, od 24. juna 2021. god.).

Uzeta krv je odmah izcentrifugirana na 2500 x g tokom 10 minuta na 4°C (Heraeus, Biofuge
Prime R centrifuga; Thermo electron corporation, SAD). Plazma i medusloj (engl. bufty coat) su
odbaceni, a stalozeni eritrociti isprani 3 puta sa izotonim fiziolo§kim rastvorom (0,9% NaCl), pod
navedenim uslovima. Deo spakovanih eritrocita je izliziran u 20 zapremina 10 mM fosfatnog pufera
(pH 7,4) na 4°C (frizider) preko no¢i, u cilju dobijanja rastvora hemoglobina. Ujutro je pun hemolizat
iscentrifugiran 60 minuta na 12000 x g i1 4°C (navedena centrifuga) da bi se uklonili zaostali delovi
plazmine membrane.

Rastvor u supernatantu (neprecis¢eni rastvor hemoblobina) je sakupljen 1 njegovi alikvoti su
podvrgnuti gel-filtraciji na Sephadex® G-100 (medium; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) koloni
(dimenzije: 45%1,0 cm), pre-ekvilibrisanoj 1 eluiranoj istim 10 mM fosfatnim puferom. Koncentracija
dobijenog rastvora oksi-hemoglobina (iz sakupljenih frakcija sa Ve/Vo~2) odredena je iz apsorbancije
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Soretove trake hemoglobina (koja poti¢e od molekula hema) na 415 nm (¢ = 125,000 M™! cm™)
(Tentori & Salvati, 1981). Cistoca izolovanih preparata HHb (>95%) proverena je pomoéu
standardne SDS-PAGE (15% gel za razdvajanje), nakon standardnog bojenja gelova sa Coomassie
blue bojom (protokol i dobijeni rezultati nisu prikazani).

3.2. Eksperimenti sa jetrom pacova i antipsihoticima

Tretman eksperimentalnih Zivotinja uraden je u skladu sa Direktivom 2010/63/EU o zastiti
zivotinja koje se koriste za eksperimentalne i druge naucne svrhe. Eksperimentalni protokoli u vezi
ispitivanja efekata tretmana tkiva/Celija jetre sa atipicnim antipsihoticima (klozapin, sertindol 1
ziprazidon) odobreni su od strane Eti¢kog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja "SiniSa
Stankovi¢" Univerziteta u Beogradu (Odluka broj 3-10/13 i Misljenje broj 01-937, od 16. juna 2021.
god.) 1 Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije (Resenje broj 323-07-
12531/2021-05, od 07.12.2021. god.).

3.2.1. In vivo procedure

Ukupno 32 odrasla muzjaka Wistar albino pacova (starosti tri meseca i pocetne mase od
300-350 g) nasumicno su podeljeni u Cetiri eksperimentalne grupe, u zavisnosti od leka koji su
dobijali. Prema tome, u svakoj grupi (klozapinska, sertindolska, ziprazidonska i kontrolna) bilo je po
osam Zzivotinja. Pacovi su bili smesteni u kaveze odgovarajuce veliine, pri ¢emu broj Zivotinja po
kavezu nije premasivao tri. Zivotinje su konzumirale standardnu hranu (laboratorijska hrana za
glodare, proivodac Veterinarski zavod u Subotici, Srbija) i vodu ab libitum. Sredinski uslovi pod
kojima su pacovi drzani tokom tretmana takode se mogu svrstati u standardne: temperatura 22°C,
normalni atmosferski pritisak i dvanaesto-Casovni dnevno/no¢ni ciklus.

Suspenzije ispitivanih lekova (tablete sprasene u avanu sa tu¢kom) pravljene su sa pijacom
vodom svakog jutra i odmah nakon toga su davane Zivotinjama. KoriS¢ena je Zeluda¢na sonda, kako
bi se osiguralo da celokupna doza leka bude uspesno aplicirana. Doze antipsihotika davane pacovima
izraCunate su pomocu formule za prevodenje doza kojima se tretiraju ljudi u one koje odgovaraju
zivotinjama (Reagan-Shaw et al., 2008). Kontrolnoj grupi pacova svakog dana je davana (umesto
suspenzije leka) pija¢a voda, takode putem Zeludaéne sonde. Zivotinje su tretirane na sledeéi nacin:
1) klozapinska grupa je primala 45 mg leka po kg telesne mase svakoga dana; ii) sertindolskoj grupi
2,5 mg leka po kg mase dnevno, a ziprazidonskoj grupi davano je 20 mg leka na kg mase dnevno.
Opisani tretman pacova lekovima je trajao Cetiri nedelje, odnosno 28 dana.

3.2.2. Pripremanje tkiva i homogenata jetre

Nakon celono¢nog gladovanja, nakon 28 dana tretmana lekovima (prethodni odeljak), pacovi
su zrtvovani brzom dekapitacijom. Jetra je odmah uzeta (u celosti) i perfundovana hladnim
fizioloSkim rastvorom (0,9% NaCl; w/v). IseCak levog srednjeg reznja perfundovane jetre je fiksiran
u 4% rastvoru paraformaldehida u fizioloSkom rastvoru puferisanom fosfatom (PBS pufer), pH
vrednosti 7,4, tokom 24 sata, a potom dehidriran pomocu rastuc¢ih koncentracija etanola 1 ksilena.
Ovako pripremljeno tkivo jetre je koriS¢eno za histopatoloska istraZivanja, a preostalo tkivo je
zaledeno u teCnom azotu i ¢uvano na —70°C do upotrebe.

Nakon fiksiranja u Histowax parafinu (Histolaboduct AB, Geteburg, gvedska), uzorci tkiva
jetre za histoloske analize su iseCeni na delove debljine 5 pm na rotacionom mikrotomu (RM2125
RT Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka).

Uzorci delimi¢no odmrznutog tkiva jetre, zarad pripreme ekstrakata celokupnog tkiva, su
homogenizovani na ledu u puferu (pH vrednost 7,4) sastava: 50 mM Tris'HCI, 0,25 M saharoza, 1
mM EDTA. Za homogenizaciju je upotrebljen homogenizator Ultra Ture (Janke Kinkel), sa odnosom
odmerenog tkiva i1 pufera 1:10 (w/v) (Krummer et al., 2002) i sonifikacijom hemolizata na ledu, u
tri intervala od po 10 sekundi na 10 MHz (Sonopuls, Bandelin, Berlin, Nemacka). Potom je dobijeni
(sirovi) homogenat podvrgnut jednocasovnom centrifugiranju na 4°C i 105,000 x g (Beckman L7-55
ultracentrifuga). Talozi su odbaceni, a supernatanti (ekstrakti citosola hepatocita; u daljem tekstu
homogenati) su ¢uvani na —20°C do izvodenja enzimskih eseja (odeljak 3.2.5).
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3.2.3. Svetlosna mikroskopija tkiva jetre

Za potrebe svetlosne mikroskopije, sekcije tkiva jetre su deparafisane u ksilolu, dehidratisane
koriste¢i opadajuc¢e koncentracije alkohola, a potom obojene PAS (engl. Periodic Acid Schiff)
reagensom (https://laboratorytests.org/periodic-acid-schiff-pas-stain/). Sve digitalne slike sekcija
jetre (ne)tretirane lekovima dobijene pod svetlosnim mikroskopom su generisane na DM RB
fotomikroskopu (Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka) sa DFC 320 CCD tipom kamere (Leica)
za prikupljanje i analizu slika.

3.2.4. Odredivanje proteina u homogenatima jetre

Ukupni sadrzaj proteina u tkivnom homogenatu odreden je standardnom metodom po Lowry-
ju (Lowry, 1951), koriste¢i govedi serum albumin (BSA) kao standard. Metoda se zasniva na
biuretskoj reakciji kupri (Cu?*) jona i peptidnih veza u proteinima u alkalnoj sredini, kao i reakciji
fosfomolibdensko-fosfovolframovskog reagensa (tzv. Folin-Ciocalteu-ov reagens) sa aromati¢nim
ostacima tirozina i triptofana iz uzorka. Nastaje plavo obojeni kompleks, sa intenzitetom boje
proporcionalnim koncentraciji ukupnih proteina u uzorku i1 maksimum apsorpcije koji se
spektrofotometrijski o¢itava na 500 nm.

Potrebni rastvori: (1) 0,1 M NaOH; (2) 2% Na>xCOs31 0,1 M NaOH; (3) 1% CuSO45H20; (4)
2% K,Na-tartarat; (5) Biuretski reagens (pravi se neposredno pre upotrebe): 1 mL rastvora (3), I mL
rastvora (4) 1 98 mL rastvora (2); (6) komercijalni Folin-Ciocalteu-ov reagens, razblazen u odnosu
1:2 (v/v) sa destilovanom vodom.

Postupak: U epruvete je otpipetirano po 20 puL uzoraka za analizu, 3 mL reagensa 5 1 200 pL
rastvora 1. Nakon meS$anja, u ovu smesu je nakon 15 minuta dodato 600 pL reagensa 6, sadrzaj je
dobro izmuckan i ostavljen 35 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbancija uzoraka je izmerena na
500 nm (Shimadzu UV-160 spektrofotometar, Japan). Kao slepa proba koriS¢ena je ista meSavina
rastvora/reagenasa, u koju je umesto uzorka dodato 20 pL destilovane vode. Koncentracija proteina
u homegenatima jetre je izraCunavana iz BSA-standardne prave (nije prikazana), uzimajuci u obzir i
razblaZenja analiziranih uzoraka.

3.2.5. Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima u homogenatima jetre

Aktivnosti antioksidativnih enzima SOD1 (CuZn-SOD), SOD2 (Mn-SOD), CAT, GPx, GR i
GST su odredene spektrofotometrijski (CECIL CE 2021 UV/VIS spektro-fotometar; BMG Labtech
Gmbh, Ofenburg, Nemacka) u homogenatima dobijenim na nacin opisan u odeljku 3.2.2. U svakom
uzorku analiziranog tkiva, enzimski antioksidativni profil je uraden u triplikatu. Aktivnost svih
analiziranih enzima izrazena je kao specifi¢na aktivnost, tj. kao internacionalne jedinice aktivnosti
(IU) po mg (ukupnih) proteina. U okviru ovog odeljka ukratko su prikazani eksperimentalni principi
koris¢enih metoda i protokola.

3.2.5.1. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaza

Ukupna SOD aktivnost (zbir SOD1 1 SOD2 aktivnosti) u homogenatima (ekstraktima) jetre
pacova je odredena adrenalinskom metodom (Misra & Fridovich, 1972). Kao metoda "negativnog"
tipa, ona prati smanjenje brzine auto-oksidacije adrenalina u alkalnoj sredini, u zavisnosti od koli¢ine
prisutnog superoksida (supstrat enzima). Naime, superoksid-dismutaze u uzorku neutraliSu jone
superoksida, inhibirajuéi reakciju auto-oksidacije adrenalina do adrenohroma. Spektrofotometrijski
je pracena brzina auto-oksidacije adrenalina (na 26-30°C), iz nagiba linearnog dela krive porasta
apsorbancije na 480 nm, koja poti¢e od akumulacije adrenohroma. Mera kataliticke aktivnosti SOD
se izrazava kao procenat inhibicije oksidacije adrenalina: brzina ovog procesa u odsustvu enzima
uzima se kao referentna (kontrolna), a u prisustvu enzima kao ispitivana vrednost uzorka.

Potrebni rastvori: (1) 0,3 mM arenalin u 0,1 M HCI (rastvor se priprema neposredno pred
upotrebu); (2) karbonatni pufer: 50 mM Na>CO3 10,1 mM EDTA, pH 10,2.

Postupak: Reakciona smeSa (u kiveti za spektrofotometriju) je pripremljena sa 3 mL pufera i
rastvora adrenalina u zapremini (uL) koja menja apsorbanciju (tokom linearnog dela krive auto-
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oksidacije adrenalina) za 0,020-0,022 u minuti. Potom je u kivetu otpipetirano uzorka toliko da
smanjenje apsorbancije (linearnog dela) krive auto-oksidacije adrenalina bude 30—40%. Auto-
oksidacija adrenalina pracena je 4 minuta na talasnoj duzini od 480 nm. Uporedo je uradena i
kontrolna reakcija, poSto se za izraCunavanje aktivnosti SOD koristi % inhibicije auto-oksidacije
adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka u odnosu na kontrolnu reakciju (auto-oksidacije adrenalina).

Ukupna specificna aktivnost superoksid-dismutaza u uzorcima jetre (IU/mg proteina)
izraCunata je iz jednacine:
2 (AK - AA)xR
Vuz x Cp x AK

u kojoj je: AK promena apsorbancije (na 480 nm) kontrolne reakcije (u minuti), AA je promena
apsorbancije reakcije sa analiziranim homogenatom (u minuti), Vuz je zapremina uzorka (u mL)
dodata u reakcionu smesu, Cp je koncentracija proteina u uzorku (prema Lowry-ju), a R faktor
razblaZenja. Jedna jedinica aktivnosti enzima (IU) definisana je kao koli¢ina enzima potrebna da
smanji auto-oksidaciju molekula adrenalina za 50% na pH 10,2.

Aktivnost SOD (IU/mg) =

(jednacina 1)

Aktivnost SOD2 (Mn-SOD) je odredena na gore opisani nacin, uz prethodnu blokadu
(inhibiciju) aktivnosti Cu,Zn-SOD (SODI1) u analiziranim uzorcima. Blokada je uradena
preinkubiranjem alikvota homogenata sa 8 mM KCN u zapreminskom odnosu 1:1, 30 minuta pre
pocetka odredivanja aktivnosti enzima. Za ova merenja je potrebna veca koli¢ina (zapremina)
uzoraka, posto je zastupljenost aktivnosti Mn-SOD svega 5—-10% od ukupne superoksid-dizmutazne
aktivnosti u ¢elijama jetre.

Aktivnost SOD1 (Cu,Zn-SOD) je sracunata iz razlike izmedu aktivnosti ukupne SOD i

aktivnosti SOD2 u analiziranim uzorcima hemogenata jetre pacova (ne)tretiranih ispitivanim
atipi¢nim antipsihoticima.

3.2.5.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Katalazna aktivnost hemogenata jetre odredena je po standardnoj metodi (Claiborne, 1985).
Princip metode je jednostavan: spektrofotometrijski se prati razlaganje vodonik- peroksida u
prisustvu katalaze, na talasnoj duZini (240 nm) na kojoj peroksid intenzivno apsorbuje svetlost.
Koli¢ina katalaze koja redukuje jedan pM vodonik-peroksida u minuti definiSe jednu IU njene
aktivnosti.

Potrebni rastvori: (1) 50 mM kalijum-fosfatni pufer (K;HPO4 i KH>PO4), pH 7.0; (2) 30%
H>02: ovaj (koncentrovani) rasvor se razblazi u fosfatnom puferu tako da apsorbancija na 240 nm
iznosi 0,525-0,550.

Postupak: "Nulovanje" spektrofotometra izvedeno je pomocu pufera bez H>O,. Uzorci za
analizu su promuckani, a potom je 20—-50 pL uzorka dodato u kvarcnu kivetu sa 2 mL pufera. Kivete
su promuckane po dodatku pufera i potom je pracen pad absorbancije ovog rastvora (na svakih 30
sekundi mereno je A240) u trajanju od 3 minuta (ukupno 9 merenja). Koli¢ina uzorka se podesava da
srednja vrednost promene absorbancije (u minuti) bude u opsegu 0,030-0,060.

Specificna aktivnost CAT (IU po mg proteina) uzoraka dobijena je prema formuli:

IU) _ (AAuz - AAsp )x 1000 x Vrs x R

Akti t CAT (—
1vnos mg 43.6 x Cp x Vuz

(2)

u kojoj AAuz oznacava srednju promenu apsorbancije uzorka u minuti, AAsp srednju promenu
apsorbancije slepe probe (kontrole) u minuti, Vrs zapreminu reakcione smeSe (mL), R je faktor
razblaZzenja uzorka, Cp je koncentracija proteina u uzorku (mg/mL), Vuz je zapremina uzorka (mL),
a 43,6 odgovara vrednosti za molarni ekstikcioni koeficijent H2O2 na 240 nm (M~'em™).

Jedna jedinica aktivnosti enzima katalaze odgovara koli¢ini enzima koja razlozi 1 mmol H202
na 25°C1pH 7,0.
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3.2.5.3. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze

Pre odredivanja aktivnosti GPx u dobijenim homegenatima jetre (odeljak 3.2.2.), u po 0,5 mL
uzoraka dodato je 0,25 mL 10% sulfosalicilne kiseline, smeSe su dobro izmeSane i potom
izcentrifugovane 10 minuta, na 5000 rpm i 4°C (MiniSpin® centrifuga, Eppendorf). Talog je
odbacivan, a u supernatantima je odredena aktivnost enzima prema modifikovanoj metodi Paglia &
Valentine (1967). Princip metode se zasniva na svojstvu glutation-peroksidaze da ubrzava oksidaciju
redukovanog glutationa (GSH) u oksidovani oblik (GSSG), uz redukciju molekula hidroperoksida.
Oksidovani glutation se potom redukuje do GSH (NADPH je donor elektrona) u reakciji koju
katalizuje glutation-reduktaza (GR):

GSH + ROOH — GSSG + H20 + ROH
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Aktivnost GPx se u ovom sistemu prati posredno, preko odredivanja potroSnje NADPH,
odnosno, oksidacije NADPH uz pomo¢ GR na talasnoj duZini od 340 nm.

Potrebni rastvori: (1) 0,5 M kalijum-fosfatni pufer, pH 7,0; (2) 1% NADPH; (3) 0,2 mM
NaHCOs3; (4) 1 mM GSH; (5) 30 mM t-butilhidroperoksid; (6) glutation-reduktaza: 105 U/mg
proteina; (7) 1 mM EDTA 1 (8) I mM NaNs.

Postupak: U kvarcnu kivetu se, redom, otpipetira 1,5 mL destilovane vode, 300 uL rastvora 4,
600 pL rastvora 2, 100 pL rastvora 8, 100 pL rastvora 7, 300 pL pufera, 100 puL uzorka, 100 pL
rastvora 5 1 5 pL enzima (rastvor GR). Reakcija zapocinje po dodatku GR. Kiveta (zatvorena
parafilmom) je potom izmeSana (okretanjem nekoliko puta gore-dole), nakon Cega je izmerena
absorbancija smese na 340 nm. Temperatura merenja bila je 37°C, a merenje je uradeno 5 puta, na
svakih 30 sekundi. Za slepu probu koriste se isti rastvori, bez dodatka uzorka, dakle, dodaje se 1,6
mL destilovane vode.

Za odredivanje specifi¢ne aktivnosti GPx u uzorcima jetre koriS¢ena je relacija:

U\ _ (AAuz — AAsp)x 3000

Akti t GP (—) = 3
1Vnos X mg 6,22 xVuz x Cp 3)

u kojoj AAuz oznacava promenu apsorbancije na 340 nm uzorka u minuti, AAsp je promena
apsorbancije slepe probe po minuti, Vuz je zapremina uzorka jetre (mL), Cp je ukupna koncentracija
proteina po Lowry-ju (odeljak 3.2.4.), a 6,22 odgovara milimolarnom ekstinkcionom koeficijentu za
NADPH.

Jedinica aktivnosti (IU) glutation-peroksidaze definiSe se kao koli€ina enzima potrebna da za
jedan minut oksiduje 1 umol NADPH, na sobnoj temperatuti (25°C) i pH 7,0.

3.2.5.4. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze

Za odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze u homogenatima jetre iskori$¢ena je uobicajena
metoda (Glatzle et al., 1974). Ovaj enzim ubrzava oksidaciju molekula NADPH uz redukciju
oksidovanog glutationa (NADPH + H* + GSSH — NADP* + 2GSH): brzina oksidacije molekula
NADPH sluzi za pracenje i merenje aktivnosti GR-a, prate¢i promenu (smanjenje) maksimuma
apsorpcije NADPH na 340 nm.

Potrebni rastvori: (1) 0,5 M kalijum-fosfatni pufer, pH 7,4; (2) 0,5 M EDTA; (3) 2 mM GSSG;
(4) 0,1 mM NADPH.

Postupak: U kvarcnu kivetu otpipetirano je, redom, 600 pL. navedenog pufera, 100 uL rastvora
3, 100 pL rastvora 2, 2 mL destilovane vode, 100 pL uzorka, kao 1 100 pL rastvora 4; dodatkom
NADPH zapocinje hemijska reakcija. Za slepu probu (kontrola) koriS¢ena je identicna smesa, bez
dodatka uzorka ve¢ identi¢ne zapremine vode. Spektrofotometrijski je potom pracena apsorbancija
uzoraka na 340 nm prema slepoj probi, na temperaturi od 37°C, pet puta na svakih pola minuta.

Aktivnost glutation-reduktaze je (na osnovu dobijenih podataka) izracunata prema:
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IU

. (AAuz — AK)x 3000
Aktivnost GR (—) =
mg

4

6,22 xVuz x Cp )
gde AAuz oznacCava promenu apsorbancije uzorka u minuti, AK promenu apsorbancije slepe
probe (kontrolnog uzorka) u minuti, Vuz odgovara zapremini uzorka (mL), Cp je koncentracija

(ukupnih) proteina u uzorcima jetre, odredena metodom po Lowry-ju (odeljak 3.2.4.), a 6,22 je
vrednost (milimolarnog) ekstinkcionog koeficijenta NADPH.

Koli¢ina enzima neophodna da izoksiduje 1 pmol NADPH (na 25°C i pH 7,0) definiSe se kao
internacionalna jedinica aktivnosti glutation-reduktaze.

3.2.5.5. Odredivanje aktivnosti glutation-S-transferaze
Za merenje ukupne aktivnosti GST, 1-hloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) je kori$¢en kao supstrat

enzima (Habig et al., 1974). Princup metode zasniva se na sledecoj reakciji koju katalizuje glutation-
S-transferaza:

CDNB + GSH — GS-DNB konjugat + HCI

¢iji proizvod, GS—DNB, ima maksimum apsorpcije na 340 nm. Zato se merenje promene
apsorbacije na ovoj talasnoj duzini koristi za odredivanje aktivnosti enzima.

Potrebni rastvori: (1) 0,5 M kalijum-fostatni pufer, pH 6,5; (2) 25 mM CDNB u 95% etanolu;
(3) 20 mM GSH.

Postupak: U kvarcnu spektrofotometrijsku kivetu redom je otpipetirano 1,5 mL destilovane
vode, 0,6 mL pufera, 0,1 mL rastvora 2 1 0,3 mL rastvora 3. Reakcija je zapocCeta dodatkom uzorka

(50-100 pL homogenata jetre) 1 odvijala se na 37°C. Kontrola je umesto uzorka sadrzala istu
zapreminu destilovane vode. Promena apsorbancije je pra¢ena 180 s.

Specificna aktivnost glutation-S-transferaze je izracunata iz formule:
Akti ¢ GST (IU) _ (AAuz — AK)xR .
tvnos ~ 9,6xVuzxCp ®)

mg
u kojoj Auz oznaCava promenu apsorbancije u minuti uzorka (na 340 nm), AK promenu
apsorbancije kontrolnog uzorka u minuti, Vuz zapreminu uzorka (mL), Cp koncentraciju ukupnih
proteina u uzorku, odredenu Lowry-jevom metodom (odeljak 3.2.4.), R je faktor razblaZenja uzorka,
a 9,6 milimolarni ekstinkcioni koeficijent CDNB-konjugata.

Jedna jedinica enzimske aktivnosti GST definiSe se kao koli¢ina enzima neophodna za
konjugaciju 1 pumol CNDB sa glutationom (GSH) u minuti na 25°C.

3.2.6. DenaturiSuca elektroforeza proteina iz homogenata

Na osnovu razlika u molekulskim masama, razdvojeni su proteini ukupnih ¢elijskih ekstrakata
jetre denaturiSu¢om elektroforezom (Laemmli, 1970) na 12% poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE).
Na gel za razdvajanje proteina (7,5% akrilamid i 0,27% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M TrissHCl
pufer, pH 8,8) nadslojen je gel za koncentrovanje proteina (3% akrilamid i 0,27% bisakrilamid, 0,1%
SDS, 0,125 M TrissHCI pufer, pH 6,8). Polimerizacija gelova je omogucena dodatkom 0,05%
amonijum-persulfata i 0,033% TEMED-a (tetrametiletilendiamin). Rezervoar pufera za elektroforezu
bio je ispunjen 0,192 M glicinom, 0,1% SDS-om 1 0,025 M Tris'HCI puferom, pH 8,3.

Uzorci za elektroforetsko razdvajanje proteina uzoraka jetre pacova su pripremljeni dodatkom
redukujuceg (dva puta koncentrovanog) Laemmli-jevog pufera za uzorke (125 mM Tris"HCI, pH 6,8,
sa 20% glicerola, 4% SDS-a 1 10% B-merkaptoetanola) u ukupne celijske ekstrakte, u jednakom
odnosu zapremina. Nakon kuvanja uzoraka (5 minuta na 100°C) i dodatka bromfenolplave boje
(marker za pracenje toka elektroforeze), svaki uzorak (20 uL) je nanosen mikroSpricem u bunar¢i¢ u
gelu. Elektroforeza je uradena (u proseku 90 minuta) na 4°C u aparatu MiniProtean II Electrophoresis
Cell (BioRad Laboratories, Hercules, Kalifornija, USA), pri konstantnom naponu od 120 V.
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3.2.7. Imunoblot i detekcija antioksidativnih enzima iz homogenata

Nakon zavrSene elektroforeze gelovi su inkubirani 30 minuta (sobna temperatura) u puferu za
transfer (0,192 M glicin, 20% metanol 1 0,025 M Tris'HCI pufero, pH 8,3). PVDF membrane su pre
koriS¢enja tretirane metanolom u cilju pasivizacije, a zatim pre-inkubirane u puferu za transfer. Mini
TransBlot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD) aparatura
je upotrebljena za prenos razdvojenih proteina iz gela na blot-membranu. Prenos proteina je uraden
preko no¢i, pri konstantnoj struji (135 mA) po gelu. Efikasnost ovog procesa testirana je bojenjem
membrane sa 1% rastvorom Ponceau S u 5% siréetnoj kiselini. Nakon odbojavanja destilovanom
vodom, slobodna mesta na membrani su blokirana, inkubiranjem membrane (tokom 90 minuta) na
sobnoj temperaturi u PBS puferu sa odmasé¢enim mlekom (sa 1% mle¢ne masti). Membrane su potom
inkubirane odgovaraju¢im primarnim antitelom (odeljak 3.1.) preko noc¢i na 4°C uz mesanje, a zatim
isprane 4 puta (po 5 minuta) PBS puferom (1,5 mM KH2PO4, 6,5 mM NazHPO4, 2,7 mM KCl 10,14
M NaCl, pH 7,2) sa 0,1% Tween 20 nejonskog detergenta. Konacno, membrane su inkubirane sa
(odgovaraju¢im) sekundarnim antitelom (odeljak 3.1.), konjugovanim sa peroksidazom iz rena
(1:20000; mol/mol), u trajanju od 1 sat (sobna temperatura).

Imuno-pozitivne trake (ciljnih) proteina na blot-membranama vizuelizovane su inkubiranjem
sa hemiluminiscentnim supstratom za peroksidazu iz rena, a potom skenirane na skeneru iBright
FL1500 Imaging System (Thermo Fisher Scientific, SAD). Pre izvodenja enzimske reakcije
membrane su isprane PBS puferom sa 0,1% Tween 20, a zatim ¢istim PBS puferom. Kvantitativna
analiza relativnih integrisanih opti¢kih gustina imuno-pozitivnih traka uradena je uz pomo¢ Imagel
softvera (https://sr.vessoft.com/software/windows/download/imagej). Nakon detekcije svakog od
proteina, vezana antitela su uklonjena sa 0,2 M NaOH, membrane ponovo blokirane i dalje inkubirane
narednim antitelom. Za poredenje gelova, jedna nasumicno odabrana kontrola je koriSéena kao interni
standard (Risti¢ at al., 2015). Dalje, B-aktin je koriS¢en za svaki uzorak kao kontrola jednakog
nanoSenja uzoraka na gel 1 normalizaciju intenziteta svake analizirane imuno-specifi¢ne trake.

3.3. Eksperimenti sa humanim hemoglobinom i antipsihoticima

Za ispitivanje 1 karakterisanje vezivanja atipi¢nih antipsihotika klozapina, sertindola 1
ziprazidona za molekul humanog hemoglobina iskoriS¢ene su standardne spektroskopske metode
(spektrofotometrija, fluorimetrija, cirkularni dihroizam) u kombinaciji sa in-silico metodom
molekulskog dokinga.

3.3.1. Fluorescentna merenja hemoglobina i antipsihotika

Merenja fluorescencije humanog hemoglobina uradena su na FluoroMax®-4 spektro-
fluorimetru (HORIBA Scientific, Japan), pod termostatiranim uslovima (Peltijeova celija), u
standardnoj kvarcnoj kiveti (4 mL, 1,0 cm opticki put), sa Sirinom ekscitacionog (EX) 1 emisionog
(EM) proreza podeSenog na 3 ili 5 nm. Vrednosti fluorescencije za odgovarajuce slepe probe (razlicite
koncentracije ispitanih lekova u PBS puferu) oduzete su od vrednosti za hemoglobin da se koriguje
pozadinska fluorescencija.

Vezivanje antipsihotika za HHb ispitano je metodom titracije sa gaSenjem fluorescencije
(fluorescentni "kvenc¢ing"), mere¢i promene u unutrasnjem fluorescentnom signalu hemoglobina, pri
konstantnoj koncentraciji komercijalnog proteina (4 pM, 3 mL) i razli¢itim rastu¢im (finalnim)
koncentracijama svakog leka (od 0 do 28 uM). Po pravilu, dodavani su alikvoti od 5 pL Stok rastvora
odgovarajuceg leka. Fluorescentni spektri rastvora hemoglobina i protein—lek kompleksa u tzv.
stabilnom stanju (engl. steady-state fluorescence spectra) snimljeni su na tri razli¢ite temperature:
25°C (298,15 K), 30°C (303,15 K) 1 37°C (310,15 K). Talasna duzina ekscitacije postavljena je na
280 nm, a emisioni spektri proteina (srednje vrednosti dva pojedina¢na snimanja) su zabelezeni u
opsegu 290 do 450 nm.

Sinhroni fluorescentni spektri HHb i HHb-antipsihotici kompleksa (pod identi¢nim, gore
navedenim uslovima) snimljeni su u dva razliCita skenirajuc¢a intervala: AA od 15 nm (pobudivanje
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ostataka tirozina u proteinu) i AA od 60 nm (pobudivanje ostataka triptofana), pri emu je AL = Akem
— Alex (Miller, 1979).

Termalna stabilnost 4 uM (3 mL) komercijalnog humanog hemoglobina ispitana je sa i bez
prisustva 40 uM svakog antipsihotika (finalna koncentracija u kiveti), u temperaturnom rasponu od
30 do 85°C. Povecanje temperature podeseno je na 2°C u minuti, sa vremenom uspostavljanja
ravnoteze od 1 minut. Emisioni spektri proteina snimljeni su u opsegu od 315 do 365 nm, uz talasnu
duzinu ekscitacije podeSenu na 280 nm. Kriva topljenja (graficki) je predstavljena kao promena
odnosa (fluorescencija) F3so/F330 u zavisnosti od temperature, gdje je F intenzitet emisije na
odgovarajucoj talasnoj duzini, a potom je fitovana u sigmoidalnu funkciju, gde tacka infleksije (engl.
inflection point) predstavlja tacku topljenja proteina (Tm vrednost) (Gligorijevi¢ et al., 2021).

Stabilnost humanog hemoglobina prema oksidaciji istraZzena je ispitivanjem uticaja jakog
oksidansa 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidrohlorida (AAPH) (finalna koncentracija 5 mM) na
unutrasnju fluorescenciju izolovanog i pre¢is¢enog hemoglobina (4 uM; 3 mL) sa i bez dodatka fiksne
koncentracije lekova (finalna koncentracija 40 uM). Promena fluorescencije je pra¢ena 30 minuta na
emisionom piku HHb od 344 nm, nakon ekscitacije proteina na 280 nm. Zastitni u¢inak (PE, engl.
protection efficiency) svakog antipsihotika na smanjenje fluorescencije proteina izazvano
oksidansom, izrazen u proizvoljnim jedinicama (AU, engl. arbitrary units), izracunat je na osnovu
jednacine (Mini¢ et al., 2018):

PE (AU) [+ 10°] =AUCHnb+asp — AUCHnb (6)

u kojoj AUCHub+aap predstavlja povrSinu ispod krive dobijene za smeSu humanog
hemoglobina i nekog od lekova, a AUCHmub povrSinu ispod krive Cistog proteina.

3.3.1.1. Teorijska razmatranja i izraCunavanja

Intenzitet fluorescencije jedinjenja se smanjuje (gaSenje fluorescencije, tj. kvencing) kao
rezultat razliCitith dogadaja: procesa u pobudenom stanju, promena u strukturi, transfera energije,
formiranja protein—ligand kompleksa u osnovnom stanju i kolizionog kvencinga. Za odredivanja tipa
gaSenja fluorescencije, kvenc¢ing eksperimenti (odeljak 3.3.1) uradeni su na tri razliite temperature
(25, 30 1 37°C), a dobijeni podaci su analizirani primenom klasi¢ne Stern-Volmerove jednacine
(Lakowicz, 2006):

Dtk s 0Q1=1+Kae[Q] ()

u kojoj su Fo 1 F vrednosti emisione fluorescencije proteina (humani hemoglobin) na 344 nm,
redom, sa i bez dodatka liganda (leka), &, je konstanta brzine kvencinga, o je prosecni Zivotni vek
fluorofore (proteina) u odsustvu liganda, koji je reda veli¢ine 10-8 (Lakowicz & Weber, 1973). Dalje,
[Q] oznacava koncentraciju kvencera (liganda), a Ksv je Stern-Volmerova dinamicka konstanta
gaSenja fluorescencije, koja se dobija iz nagiba linearne krive Fo/F u funkciji [Q].

Intenziteti fluorescencije su korigovani za efekat unutrasnjeg filtra (apsorpcija ekscitovane
svetlosti i njena reapsorpcija) prema izrazu (Lakowicz, 2006):

Fc — FO . lo(AEX +AEM)/2 (8)

gde je Fo izmerena fluorescencija, Fc iskorigovana fluorescencija, a Aex i AEm su apsorbancije
kvendera (antipsihotika), redom, na talasnoj duzini ekscitacije 1 talasnoj duzini maksimuma emisije
b 9
(344 nm).

Kada se ligand nezavisno vezuje za set ekvivalentnih vezivnih mesta na makro-molekulu
(proteinu), ravnoteza koja se uspostavi izmedu slobodnih molekula 1 onih vezanih za makromolekul
se izrazava pomocu jednacine (Bi et al., 2004):

1

_— ° 2
et e logka )

gde su Fo i F intenziteti fluorescencije pre i nakon dodatka liganda (antipsihotik), a [P] i [L],
redom, ukupne koncentracije proteina (HHD) i liganda. Iz linearne zavisnosti izmedu log (Fo—F/F)
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(ordinata) i log (1/[L]-[P] x (Fo-F)/F) (apcisa), odreduje se konstanta vezivanja (asocijacije) Ka
izmedu proteina i liganda, kao i broj vezivnih mesta (n) za ligand na proteinu, pod primenjenim
eksperimentalnim uslovima (odeljak 3.3.1.).

Vezujuée sile koje se uspostavljaju prilikom interakcija malog organskog molekula sa
proteinima po pravilu uklju¢uju: van der Waals-ove interakcije, hidrofobni efekat, elektrostaticke
(Kulonove) sile i vodoni¢ne veze (Pace at al., 2014). Kao parametri koji presudno odreduju nacin
vezivanja liganda (lek) za protein (HHb), termodinamicki parametri promene entalpije (AH),
promene entropije (AS), kao i promene Gipsove slobodne energije (AG), su izraCunati iz van't Hoff-
ovog izraza:

an_AH 1+AS 10
“ R T R (10)

kao 1 jednacine:
AG=AH-Te+AS (11)

u kojima je Ka konstanta vezivanja, R univerzalna gasna konstanta (8.314 J/mol'K), a T
temperatura u stepenima po Kelvinu. Vrednosti za AH i AS su odredene (redom) iz nagiba i odsecka
linearne krive InKa u zavisnosti od 1/T, pod pretpostavkom da AH 1 AS slabo zavise od temperature,
$to je obi¢no 1 slucaj. Hemoglobin ¢oveka ne podleze strukturnoj degradaciji na temperaturama
koris¢enim u ovim eksperimentima (298,15, 303,151 310,15 K).

3.3.2. Merenja cirkularnog dihroizma hemoglobina i antipsihotika

Merenja signala humanog hemoglobina (sa i bez ispitanih lekova) ovom metodom su uradena
na Jasco J-815 modelu spektropolarimetra (Jasco, Tokio, Japan) u dalekom ultra-ljubi¢astom
podru¢ju (185-250 nm). Eksperimenti su uradeni na 37°C, sa dva skeniranja (aparat daje uprosecene
vrednosti) za svaki CD spektar i brzinom skeniranja od 50 nm/min. Korisé¢ena je kvarcna ¢elija sa
opti¢kim putem od 0,1 mm, u kojoj je koncentracija proteina (komercijalni HHb) bila 10 uM (100
uL uzorka), a finalna koncentracija svakog antipsihotika 40 uM. Dobijeni spektri su korigovani
oduzimanjem odgovarajucih vrednosti iz spektara lekova (u istom puferu).

Dobijeni podaci, u jedinicama elipticiteta (mdeg), pretvoreni su u srednju vrednost elipticiteta
amino-kiselinskog ostatka (MRE, engl. mean residue ellipticity) pomocu relacije:

0 e Mm
OeleCer

gdje je 0 elipticitet u mdeg, Mm molarna masa HHb (64,5 kDa), 1 duzina kivete, C molarna
koncentracija proteina u eksperimentu, a r broj ostataka amino-kiselina u ovom proteinu (574).

[MRE] = - (12)

Sadrzaj a-helikoidnih (sekundarnih) struktura u humanom hemoglobinu (%) izracunat je iz
ovih podataka korisS¢enjem CONTIN algoritma 1 SP29 baze podataka u CDPro softverskom paketu
(https://sites.google.com/view/sreerama).

3.3.3. Merenja apsorbancije hemoglobina i antipsihotika u vidljivoj oblasti

Sadrzaj hemoglobina u uzorcima komercijalnog preparata ovog proteina (odeljak 3.1.)
odreden je uobicajenom Drabkinovom metodom (Tentori & Salvati, 1981). Ona se zasniva na
oksidaciji hemoglobina rastvorom kalijum-fericijanida (5 mg KCN, 20 mg Ks[Fe(CN)s] 1 0,1 g
NaHCO3 u 100 mL vode): protein sa cijanidnim jonima daje stabilan, obojeni kompleks cijano-
methemoglobina apsorpcionog maksimuma na 540 nm (As40).

Postupak: u 20 uL uzorka HHb (ili hemolizata) odpipetirano je 2,0 mL reagensa. Ovaj rastvor
se promucka 1 potom izmeri njegova apsorbancija na 540 nm nakon 20 minuta, naspram slepe probe
(2,0 mL cijanidnog reagensa 1 20 puL vode).

Sadrzaj HHb (u mg/mL) izracunat je na osnovu relacije:

16114 « A540 « R

11000
30

Hb (mg/ml) =

(13)


https://sites.google.com/view/sreerama

u ovoj jednacini, vrednost 16114 odgovara molekulskoj masi hemoglobina u odnosu na
gvozde, R faktoru razblazenja (101 put), a 11000 je milimolarni ekstinkcioni koeficijent hemoglobina
na talasnoj duzini merenja.

Apsorpcioni spektri izolovanog 1 preciS¢enog humanog hemoglobina (4 uM) u PBS-u
(odeljak 3.1.), sa i bez dodatka antipsihotika (u finalnoj koncentraciji 40 uM), dobijene su na
spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu, Japan). Uslovi rada i snimanja spektara: 6 sati inkubacije svih
uzoraka na 37°C pre merenja i 3 mL uzorka proteina, kvarcna kiveta sa optickim putem 1 cm, opseg
talasnih duzina od 500 do 700 nm.

Sadrzaj oksidovanog met-hemoglobina (izrazen kao % ukupne koncentracije proteina) u
analiziranim uzorcima je odreden na osnovu jednacine (Szebeni & Winterbourn, 1984):

metHHb =7.0 ¢ As77+76.8 o Agzo— 13.8 ¢ Asgo (14)

koja se zasniva na milimolarnim ekstinkcionim koeficijentima tetramernih vrsta hemoglobina
(oksi-, met- 1 hemi-hrom) 1 apsorbancija na navedenim talasnim duZinama na pH 7,4, pri ¢emu se ove
vrednosti umanjuju za apsorbanciju uzoraka na 700 nm.

3.3.4. Molekulski doking antipsihotika za hemoglobin

Pocetna struktura ¢ovecijeg hemoglobina za modelovanje je preuzeta iz proteinske banke
podataka (PDB, engl. Protein Data Bank), Sifra/kod 2D60 (Yokoyama et al., 2006). Dva ko-
kristalisana molekula liganda su uklonjena iz ove strukture, a protein je jonizovan do pH 7,40 pomocu
PROPKA programa (Olsson at al., 2011). Molekul analiziranog proteina je zatim okruzen sferom
TIP3P molekula vode pre¢nika 10 A i podvrgnut je minimizaciji konjugovanog gradijenta u trajanju
od 10 ps, kako bi se eliminisale sterne neravnine. Proteinska ki¢ma je fiksirana kako bi se ocuvala
eksperimentalno odredena struktura molekula. Za minimizaciju je koriS¢en NAMD 2.14 sa
CHARMM poljem sila (Phillips et al., 2020), a Vega ZZ 3.2.0 je posluZio kao graficki interfejs (GUI)
(Pedretti et al., 2021).

Trodimenzionalne (3D) strukture klozapina, sertindola i1 ziprazidona preuzete su iz PubChem
baze (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) i njihove finalne konformacije su optimizovane na semi-
empirijskom nivou teorije PM7 (Stewart et al., 2013) u programu MOPAC 2016 (Stewart et al.,
1990). COSMO implicitni model solvatacije vode iskoriS¢en je dodavanjem klju¢ne reci EPS=78,4,
uz povecanje kriterijuma konvergencije za 100 puta pomocu klju¢ne reci PRECISE.

Molekulski doking tri leka (klozapin, sertindol 1 ziprazidon) 1 humanog hemoglobina izveden
je u programu AutoDock Vina 1.1 (Trott & Olson, 2010). Slepi doking (engl. blind docking) je
uraden nakon postavljanja Citave strukture proteina kao receptorskog mesta. Parametar iscrpljenosti
(engl. exhaustiveness) je u ovoj analazi povecan na 200, pri ¢emu je sacuvano po 20 vezujucih
modova za svaki ligand (atipi¢ni antipsihotik).

3.4. Eksperimenti sa eritrocitima ¢oveka i antipsihoticima

Efekat ispitivanih lekova na humane eritrocite ispitan je analizom njihovog uticaja na
plazminu membranu (EPR studija) 1 zaStitnog efekta antipsihotika na integritet eritrocita u prisustvu
jakog oksidansa, §to je prac¢eno preko razlika u stepenu hemolize.

Elektronska paramagnetna rezonanca (EPR), nazvana i elektronska spinska rezonanca (ESR),
je rezonantna spektroskopska tehnika koja se koristi za proucavanje hemijskih vrsta sa nesparenim
elektronima. Ona prou¢ava mikrotalasno zracenje apsorbovano ili emitovano od nesparenih elektrona
u magnetnom polju. Zbog svoje visoke osetljivosti (detektuje slobodne radikale 1 paramagnetne vrste
u nanomolarnoj koncentraciji) nasla je Siroku primenu u prirodnim naukama i medicini. Dodavanje
spinskih proba, stabilnih (dugozivecih) slobodnih radikala koji se ubacuju u sistem da bi se ispitalo
neko njegovo svosjtvo, EPR spektroskopija moze da se iskoristi i za ispitivanje ¢elijskih membrana
(https://www.ffh.bg.ac.rs/uploads/sr/2020/05/Metode-FHA EPR.pdf) i lipozoma. Za potrebe ove
disertacije, EPR studija membrana eritrocita je uradena na Institutu za multidisciplinarna istrazivanja
(Univerzitet u Beogradu), ljubaznoscu dr Ivana Spasojevi¢a, nau¢nog savetnika.
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3.4.1. Merenja fluidnosti membrane eritrocita u prisustvu antipsihotika

Za ove analize, uzorci periferne venske krvi uzeti su od istog zdravog volontera kao za
eksperimente izolovanja hemoglobina. Krv je prikupljena u vakutanere sa etilendiamino-
tetrasir¢etnom kiselinom kao anti-koagulansom (EDTA; 1.8 g/L). Eritrociti su iz sveze krvi odvojeni
na uobicajeni nacin (odeljak 3.1). U svim uzorcima hematokrit je podesen na 50% pomoc¢u PBS-a.

Spinsko obelezavanje eritrocita (engl. spin label) uradeno je prema AjdZzanovi¢ et al. (2011).
Etanolni rastvori spinskih proba 5-DS (5-doksil stearat) i 16-DS (16-doksil stearat) (Sigma-Aldrich,
SAD) dodati su na zid suda u koli¢ini tako da odnos spinskog obelezivaca i lipida u membrani
eritrocita pribli¢no bude 1:100 (mol/mol). Nakon otparavanja etanola, uz blago mesanje, dodata je
suspenzija ispranih eritrociti, a zatim i alikvoti (1 puL u 100 puL uzorka) Stok rastvora svakog leka (40
mM u DMSO), tako da je finalna koncentracija leka u smesi bila 100 pM. U kontrolni uzorak dodat
je alikvot DMSO-a. Uzorci eritrocita u teflonskim tubama (debljina zida 0,025 mm, pre¢nik 0,6 mm;
Zeus Industries, SAD) su ubaceni u kvarcne kapilare i EPR spektri uzoraka su snimljeni na 20°C, 2
minuta nakon dodatka leka. Varian E104-A EPR spektrometar (Palo Alto, SAD) koji radi u X-polju
(9,1 GHz) je koris¢en za snimanje spektara. Parametri uredaja bili su: amplituda modulacije 2 G;
frekvencija modulacije 100 KHz; jac¢ina mikrotalasa 20 mW; opseg skeniranja 100 G; vreme
skeniranja 4 minuta; vremenska konstanta 0,25 s. Svaki spektar je zapisan i analiziran EW softverom
(Scientific Software, SAD).

Spinska proba 5-DS (sa paramagnetnom grupom na C5 atomu masne kiseline) omogucava
procenu fluidnosti fosfolipidnog sloja u blizini povrSine membrane). Parametar uredenosti membrane
(S) eritrocita obelezenih sa 5-DS (reciprocno proporcionalan njenoj fluidnosti) izracunat je prema
AjdZanovi€ et al. (2011). Spinska proba 16-DS (paramagnetna grupa na C16 atomu masne kiseline)
sluzi za procenu fluidnosti dubljeg (hidrofobnog) sloja ispitivane membrane. Zato se za nju rauna
rotaciono korelaciono vreme (parametar t), a ne parametar uredenosti. Ova vremena su isto obrnuto
proporcionalna membranskoj fluidnosti i izraCunata su prema Koter ez al. (2004). Svi eksperimenti
su uradeni u tetraplikatu.

3.4.2. Merenja stepena hemolize eritrocita u prisustvu antipsihotika i
oksidansa

Inkubiranje eritrocita u PBS puferu (hematokrit 50%) sa lekovima (klozapin, sertindol 1
sertindol) uradeno je na slede¢i nacin. U ovu suspenziju eritrocita (6 mL, u vajli od 15 mL)
otpipetirano je dovoljno Stok rastvora svakog od antipsihotika (4 mM u DMSO-u), kao 1 rastvora
AAPH, tako da finalna koncentracija ovih jedinjenja bude kao u eksperimentima ispitivanja
oksidativne stabilnosti hemoglobina (odeljak 3.3.1.): 40 uM svakog od antipsihotika i 5 mM
oksidansa. Pod navedenim uslovima inkubiran je uzorak sa 40 uM standardnog antioksidansa Trolox-
a, u vodi rastvornog analoga vitamina E. Kontrolne smeSe umesto lekova su sadrzale odgovarajuce
zapremine pufera umesto rastvora lekova i AAPH.

Dobijene suspenzije inkubirane su u vodenom kupatilu na 37°C tokom ukupno 5 sati, uz
povremeno pazljivo meSanje uzoraka. Svakih 60 minuta uzimano je okvirno 1 mL suspenzije ¢elija,
a ostatak je vracan u vodeno kupatilo. Alikvoti suspenzija inkubiranih eritrocita (sa i bez dodatka
antipsihotika) su potom izcentrifugovane, pod uslovima za talozenje ¢elija iz pune krvi (odeljak 3.1.).
Supernatanti su sacuvani za odredivanje stepena hemolize.

Stepen hemolize (% od ukupnog Hb-a) je izraCunat na osnovu vrednosti za sadrzaj
hemoglobina u supernatantu nakon inkubiranja pune krvi sa ili bez (odgovarajuceg) leka i oksidansa
1 vrednosti za sadrzaj hemoglobina u hemolizatu (1:1, v/v) netretiranih eritrocita (100% hemolize).
Hemoliza netretiranih eritrocita je uradena dodavanjem jednake zapremine destilovane vode 1, nakon
15 minuta, intenzivnim meSanjem ove smese na "Vortex-u". Koncentracija hemoglobina u uzorcima
(supernatanti i pun hemolizat) je odredena na standardan nacin (odeljak 3.3.3.).
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3.5. StatistiCke analize dobijenih podataka

Statisticke analize podataka dobijenih za efekte atipicnih antipsihotika na tkivo i ¢elije jetre
sprovedene su prema protokolima opisanim u Hinkle ez al., (1994). Svaki esej je uraden u triplikatu
za svaki uzorak tkiva. Statisticka znacajnost je testirana jednosmernom analizom varijanse (ANOVA
test), pracenom Tukijevim (engl. Tukey) post-hoc testom visSestrukog poredenja. Nivo verovatnoce
p<0,05 je smatran statisticki znaCajnim. Za sve ove analize je koriS¢en GraphPad Prism 8 softver
(GraphPad Software Inc., San Dijego, Kalifornija, SAD).

Svi eksperimenti sa komercijalnim ili izolovanim hemoglobinom, kao i sa eritrocitima coveka
(osim EPR eseja fluidnosti membrane) su uradeni u triplikatu. Za stati¢ku obradu podataka (srednje
vrednosti, standardne devijacije i statistiCke analize) iskoriS¢en je softver OriginPro (OriginLab
Corporation, SAD; https://www.originlab.com/). Rezultati su analizirani jednosmernim (engl. one-
way) ANOVA testom varijanse: razlika na nivou p<0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. Rezultati i diskusija

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uticaja tri atipi¢na antipsihotika (diazepinskog
derivata klozapina, piperidinskog derivata sertindola i piperazinskog derivata ziprazidona) na jetru
pacova (mesto intenzivnog metabolizma svih lekova) i eritrocite Coveka (najzastupljenije ¢elije krvi,
medijuma za prenos svih (ne)polarnih lekova kroz organizam), sa naglaskom na molekul humanog
hemoglobina (pogodan model sistem za ispitivanje protein-ligand interakcija 1 posledica vezivanja
lekova na strukturu, aktivnost i uloge proteina u telu).

4.1. Efekti atipi¢nih antipsihotika klozapina, sertindola i ziprazidone na jetru
pacova: uloga oksidativnog stresa u lekovima-izazvanoj disfunkciji jetre?

4.1.1. Tretman eksprimentalnih Zivotinja antipsihoticima

Tretman muzjaka Wistar albino pacova atipi¢nim antipsihoticima uraden je u vivarijumu
Instituta za bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovi¢" u Beogradu (edeljak 3.2.1.). Dnevni unos hrane
i vode nije se znaCajno razlikovao izmedu cetiri grupe (kontrolna, klozapinska, sertindolska i
ziprazidonska) Zivotinja; podaci nisu prikazani. Ukupna telesna masa Zivotinja nije se znacajno
promenila niti u jednoj eksperimentalnoj grupi po okoncanju tretmana lekovima. Takode, uprosecena
veliina jetre, odnosno njena relativna masa u poredenju sa ukupnom telesnom masom pacova,
statisticki se nije razlikovala izmedu ispitanih grupa zivotinja.

4.1.2. Promene u aktivnosti antioksidativnih enzima u jetri pacova tretiranih
antipsihoticima
U homogenatima hepatocita (odeljak 3.2.2.) odredene su aktivnosti pet antioksidativnih
enzima: Cu,Zn-superoksid dismutaze (SOD1) i Mn-superoksid-dismutaze (SOD2) (odeljak 3.2.5.1.),
katalaze (CAT; odeljak 3.2.5.2.), glutation-peroksidaze (GPx; odeljak 3.2.5.3.), glutation-reduktaze
(GR, odeljak 3.2.5.4.), glutation-S-transferaze (odeljak 3.2.5.5.), uz nivo ukupnih proteina (odeljak
3.2.4.), da bi se utvrdilo da li se (specifi¢na) aktivnost ovih enzima menja nakon hroni¢nog tretmana
pacova trima antipsihoticima druge gneracije (klozapin, ziprazidon i sertindol), u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja.

Dobijeni statisti¢ki obradeni podaci su prikazani na slici 19.
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Slika 19. Specifi¢na aktivnost enzima antioksidativne zaStite u jetri pacova, nakon
28 dana tretmana Zivotinja klozapinom, ziprazidonom i sertindolom.

34



Napomene (slika 19): Aktivnost SOD1 (Cu,Zn-superoksid-dismutaze), SOD2 (Mn-
superoksid-dismutaze), CAT (katalaze), GPx (glutation-peroksidaze), GR (glutation-
reduktaze) i GST (glutation-S-transferaze) je izmerena spektrofotometrijskim metodama
u izolatima iz celih hepatocita u kontrolnoj grupi, kao i klozapinom-, ziprazidonom- 1
sertindolom-tretiranim grupama zivotinja. Vrednosti su predstavljene kao srednje
vrednosti + standardna greSka merenja (n=8). Znacajne razlike (nakon jednosmerne
analiza varijanse (ANOVA), prac¢ene Tukijevim post-hoc testom za visestruka poredenja;
znacajnost razlika na nivou p< 0,05) su obelezene zvezdicama (*).

Dobijeno je vise statisticki znacajnih promena u specifi¢noj aktivnosti analiziranih enzima,
kao posledica tretmana pacova lekovima. U klozapinskoj grupi, uo€en je znacajan porast aktivnosti
SODI1, SOD2, GR i GST, uz smanjenje aktivnosti CAT, u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.
Rezultati (slika 19) pokazuju i da je tretman pacova sa druga dva atipi¢na antipsihotika uticao na
enzime prve linije odbrane od Stetnog delovanja reaktivnih vrsta, u nesto manjoj meri. Ziprazidon je
statisticki znacajno smanjio samo aktivnosti CAT, uz trend (uproseene vrednosti) povecanja
aktivnosti SODI, ali i smanjenja aktivnosti SOD1 (p>0,05 za oba poredenja). Sto se ti¢e posledica
tretmana pacova sertindolom, uo€en je znacajan porast specificne aktivnosti SOD1 1 SOD2, uz
smanjenje specificne aktivnosti CAT, u odnosu na kontrolne vrednosti (grupa pacova tretirana
pijacom vodom umesto suspenzije lekova).

Vestern blot (engl. Western blotting), poznat i kao imunoblot ili proteinski blot, uveden u
biohemijsku praksu radom Towbin et al. (1979), uobicajena je tehnika za imunolosku detekciju 1
kvantifikaciju proteina in vitro. Ova tehnika najpre omogucéava razdvajanje proteina iz uzorka za
analizu na SDS-PAGE, u funkciji njihove molekulske mase, nakon ¢ega sledi njihov prenos na
adsorpcionu membranu. Naknadno dodavanje odgovarajucih antitela obezbeduje identifikaciju
specificnih proteina na membrani i1 iz sloZzenih smeSa proteina, kakvi su Celijski ili tkivni lizati.
Materijali od nitroceluloze i poliviniliden-difluorida (PVDF) naj¢es¢e su koriS¢ene membrane za
primenu u proteinskom blotu (Ahmed & Narain, 2016). Ovaj pristup (odeljci 3.2.6. 1 3.2.7.) je
iskoriS¢en 1 u ovoj disertaciji, za kvantifikaciju enzima antioksidativne zaStite u homogenatima
(ne)tretiranih pacova atipi¢nim antipsihoticima klozapinom, sertindolom i ziprazidonom. Na slici 20
su prikazani (statisticki obradeni) rezultati imunoblot analiza.
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Slika 20. Sadrzaj proteina enzima antioksidativne zaStite u jetri pacova nakon
tretmana klozapinom, ziprazidonom i sertindolom.
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Napomene (slika 20): Nivo proteina SOD1 (Cu,Zn-superoksid-dismutaze), SOD2 (Mn-
superoksid-dismutaze), CAT (katalaze), GPx (glutation-peroksidaze) i GR (glutation-
reduktaze) izmereni su Vestern blot tehnikom (eng. Western blotting) i normalizovani
prema fS-aktinu. Za spisak koris¢enih antitela videti odeljak 3.1. Rezultati su izraZzeni kao
procenat kontrolnih vrednosti. Znacajne razlike u dobijenim vrednostima (jednosmerna
ANOVA, prac¢ena Tukijevim post-hoc testom viSestrukih poredenja, prag nivoa statisticke
znacajnosti razlika od 0,05) oznacene su zvezdicom (*).

Sa slike 20 se uocava znacajan porast u sadrzaju GPx 1 GR proteina u jetri pacova tretiranih
klozapinom, u poredenju sa kontrolom. Nivoi drugih analiziranih enzima (SOD1, SOD2 i CAT), iako
blago povecani, nisu bili znacajno razli¢iti u ovoj grupi Zivotinja. Dalje, nisu nadene znacajne razlike
u nivou niti jednog od ispitanih enzima (SOD1, SOD2, CAT, GPx i GR) u jetri pacova u sertindolskoj
1 ziprazidonskoj grupi, u odnosu na netretirane zivotinje (slika 20).

Druga generacija antipsihotika izaziva Stetne metabolicke nuzpojave u jetri (odeljak 2.2.2.).
Smatra se da je oksidativni stres jedan od (osnovnih) molekulskih mehanizama koji doprinose razvoju
1 napredovanju metabolickih poremecaja u jetri izazvanih lekovima. Ovde predstavljeni originalni
rezultati pokazuju da klozapin ima najznacajniji ucinak na promene funkcije anti-oksidativnih
enzima, $to nije iznenadujuce. Atipicni antipsihotici, kao klozapin i olanzapin, podlezu metabolickim
transformacijama u jetri, pre svega pod katalitickim uticajem CYP1A2 izoenzima, vaznog dela
citohrom P450 (CYP) sistema (Urichuk ef al., 2008). Drugi CYP enzimi ukljuc¢eni u metabolizam
klozapina su CYP2D6 i CYP3A4 (Dean, 2016). Tokom metabolizma klozapina nastaju reaktivne
vrste kiseonika (ROS, engl. reactive oxygen species), kao superoksid-anjon radikal (O27) i vodonik-
peroksid (H202) (Gonzalez, 2005). Stoga je SOD aktivacija, tj. veliko povecanje aktivnosti SODI i
SOD2 enzima u klozapinskoj grupi (slika 19), pokazatelj pojacanog stvaranja Oz~ u hepatocitima
pacova. Unutar ¢elija, SOD1 i1 SOD2 brzo pretvaraju Oz~ u H202, koji se potom razlaZze do vode,
katalitickim delovanjem CAT ili GPx. Povecana aktivnost GPx u jetri, kod pacova kojima je davan
klozapin, moZe zato biti adaptivni odgovor na povecano nastajanje H202 u hepatocitima. Povecana
aktivnost GPx kod pacova tretiranih klozapinom bila je pracena 1 pove€anjem nivoa proteina i rastom
aktivnosti GR (slika 19). Citosolna GPx detoksifikuje H202 uz pomocu molekula redukovanog
glutationa (GSH), koji se potom recikliraju, kao rezultat delovanja GR. Koriste¢i slican model sistem
(tretman sa 20 mg/kg/dnevno klozapina, u trajanju od 21 dan) Zlatkovi¢ et al., (2014) su nasli
smanjen sadrzaj GSH u jetri pacova, glavne redoks-aktivne komponente za aktivnost 1 GPx 1 GST.

Sva tri atipi¢na ispitana antipsihotika su smanjila aktivnost CAT u jetri pacova (slika 19), §to
dovodi do akumulacije H20:2 (supstrat katalaze) u ¢elijama jetre. Ovaj poremecaj bio je ocigledniji
kao odgovor na klozapin 1 sertindol, gde je pojacano nastajanja H202 posledica delovanja SODI 1
SOD2. Prema nasim rezultatima, klozapin je uticao i na GSH ciklus u jetri, poveéavaju¢i ne samo
aktivnost GPx, ve¢ i koncentraciju GR, kao 1 aktivnost GST. Povecana GSH-konjugacija nitronijjum
jonom klozapina, ili razlicita toksi¢nost GSH-konjugata od aktivnosti razli¢itih GST izoformi
(Vredenburg et al., 2013), izgleda da utice na ROS-om izazvana o$teéenja jetre kod klozapinom-
tretiranih pacova. Zlatkovic et al. (2014) su nasli i znacajan porast GST aktivnosti kod klozapinom-
tretiranih, pritom 1 hroni¢no izolovanih pacova, u poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja.

Znacajno smanjenje, ne samo u aktivnosti, ve¢ i koncentraciji CAT nakon tretmana atipi¢nim
antipsihoticima (od kojih je jedan od testiranih bio je ziprazidon), ve¢ je zabelezeno u literaturi (Pillai
etal., 2007). U skladu sa ovim rezultatima, Miljevié et al. (2010) pronalaze stetne metabolicke efekte
(pre svega u lipidnom profilu plazme) i poremecaje u aktivnosti antioksidativnih enzima u
eritrocitima pacijenata hroni¢no (vise godina) tretiranih klozapinom, koji su delimi¢no pripisani
oksidativnom stresu. Do oksidativnog stresa dolazi i zbog poveéanog nastajanja toksi¢nih metabolita
dopamina, $to izgleda da inhibira mitohondrijske procese respiracije, uzrokujuéi redoks-neravnotezu
(Raha et al., 2012). Oksidativna oSteCenja proteina funkcionalno povezanih sa energetskim
metabolizmom (kod limfoblastoidnih ¢elija) takode se dovode u vezu sa Stetnim uticajem
psihofarmaka kao §to je klozapin (Baig et al., 2010).
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4.1.3. Histopatoloske promene u jetri pacova tretiranih antipsihoticima

Jetra je jedan od najvecih organa u telu, sa endokrinim i egzokrinim svojstvima (odeljak 2.2).
Sastoji se od oko 60% parenhimskih ¢elija, odnosno hepatocita, i 30—35% neparenhimskih ¢elija,
odnosno Kupferovih ¢elija (engl. Kupffer cells), zvezdastih celija jetre (engl. hepatic stellate cells) i
sinusoidnih endotelnih ¢elija jetre (engl. liver sinusoidal endothelial cells) (Williams & latropoulos,
2002). Postojanje histopatololoskih promena u jetri pacova nakon tretmana ispitivanim
antipsihoticima je ispitano na na¢in opisan u odeljcima 3.2.2. i 3.2.3. Dobijeni nalazi su prikazani na
slici 21 (odgovarajuce fotomikrografije) i tabeli 2 (rezime uocenih promena).

Kontrolna grupa pacova je pokazala pravilnu arhitekturu i radijalnu organizaciju ¢elija (slika
21), dok su u jetri tretiranoj atipi¢nim antipsihoticima nadene razli¢ite promene okarakterisane kao
ostecenja jetre izazvana lekovima. Najizrazenije histopatoloske promene jetre su otkrivene kod
Zivotinja tretiranih ziprazidonom (slika 21). Ove promene su ocenjene kao umerene (tabela 2). U
poredenju sa rezultatima delovanja ziprazidona, a sve poredeci sa kontrolnom grupom zZivotinja,
tretman klozapinom i sertindolom doveo je do blazih histopatoloSkih promena u jetri.
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Slika 21. Fotomikrografije uzoraka jetra pacova nakon 28 dana tretmana klozapinom,
ziprazidonom i sertindolom (hematoksilinsko i eozinsko bojenje). A: Kontrolna grupa
tretirana pijacom vodom, u kojoj se vidi normalna organizacija i arhitektura jetre, bez
patoloSkih promena (uvecanje 400%). B—D: Jetre pacova tretirane klozapinom, sa vidljivim
blagim degenerativnim promenama u hepatocitima sa: anizocitozom (1), anizonukleozom
(2), bijedarnim hepatocitima (3), kao i srednje izraZzenim patoloskim promenama u ¢elijama
sa: anizocitozom (1), anizonukleozom (2), bijedarnim hepatocitima (3), uvecanim
Kupferovim ¢elijama (4), piknoti¢kim jedrima (5), apoptozom (6) i fokalnom nekrozom (7)
¢elija (E/F; 400x; G: 630x%). H-J: Grupa pacova tretirana sertindolom, gde se uocavaju blage
degenerativne promene u hepatocitima sa: anizocitozom (1), anizonukleozom (2), bijedarnim
hepatocitima (3), uveéanim Kupferovim ¢elijama (4), piknotickim jedrima (5) i apoptozom
(6) (H/1: 400%; J: 630x).
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Tabela 2. Kvalitativni rezime histopatoloskih promena (slika 21) u jetri
pacova nakon 28 dana tretmana sa klozapinom, ziprazidonom ili sertindolom.

Histopatoloske promene Klozapin | Ziprazidon | Sertindol
Regenerativne promene (anizocitoza, ++ ++ ++
anizonukleoza, bijedarni hepatociti)

Uvecane Kupferove ¢elije ++ ++ +

Apoptotski hepatociti - ++ ++

Fokalna nekroza - + —
Infiltracija ¢elija - — —
imunskog sistema
Mikrovezikularne - — —
masne promene
Maktovezikularne - — —
masne promene
Hepatociti u mitozi - - -

Rezultati su tacan rezime iz svih grupa pacova: ++ oznacava gotovo uvek
prisutnu promenu, + obi¢no prisutnu promenu, a — uopsteno odsutnu promenu.

Uocene su sledeée patoloske (nepovoljne) promene u tkivu jetre nakon tretmana sa sva tri
leka: anizocitoza (poremecaj veliine celija), anizonukleoza (jedra celija razlicite veliCine) i
akumuliranje celija sa dva jedra (dvojedarne celije). Takode, u tkivu jetre pacova su detektovane
uvecane Kupforove Celije, pre svega u klozapinskoj i ziprazidonskoj grupi zivotinja. Kupferove celije
su rezidentni makrofagi jetre, sa klju¢nom ulogom u odrzanju funkcija ovog organa. U fizioloskim
uslovima, one su prve urodene imunske ¢elije i $tite jetru od bakterijskih infekcija. U patoloskim
stanjima, aktiviraju se (razli¢itim komponentama) i mogu da se diferenciraju u M1-sli¢ne (klasi¢ne)
ili M2-sli¢ne (alternativne) makrofage. Metabolizam klasi¢nih ili alternativno aktiviranih Kupferovih
¢elija odreduje njihovu ulogu u ostecenju jetre (Nguyen-Lefebvre & Horuzsko, 2015). Za razliku
od opisani histoloskih promena, nisu uocene infiltracije imunskih éelija, mikro- ili makro-vezikularne
masne promene, niti ¢elije u mitozi u jetri pacova hroni¢no tretiranih klozapinom, ziprazidonom i
sertindolom (tabela 2).

Dobro je poznato da Klozapin povecava rizik od nealkoholne masne jetre (engl. fatty liver
disease) u vecoj meri nego drugi atipi¢ni antipsihotici (Keane et al., 2009). Jedan od moguéih
mehanizama ostecenja hepatocita mogao bi biti i vezivanje leka ili njegovog metabolite za (neki)
protein i stvaranje protein-lek kompleksa (Yuan & Kaplowitz, 2013). Imunski sistem reaguje na ovaj
kompleks aktiviranjem T ¢elija koje oslobadaju citokine koji dovode do smrti hepatocita (Kullak-
Ublick et al., 2017). Kupferove ¢elije, monociti i neutrofili potom pojacavaju inflamatorni (upalni)
odgovor (Yuan & Kaplowitz, 2013). Mitohondrije, endoplazmatski retikulum i oksidativni stres
takode mogu da imaju ulogu u ovim patofizioloskim procesima. Medutim, tretman niti jednim od tri
koris¢ena antipsihotika nije izazvao infiltraciju (invaziju) imunskih ¢elija u jetru pacova, tj. ulazak u
tkivo ili tkivne prostore u kojima se obicno one ne nalaze. Zanimljivo, i broj i veli¢ina Kupferovih
¢elija, prisutnih u sinusoidima jetre, bila je izraZenija kod zivotinja tretiranih klozapinom i
sertindolom. Imajué¢i u vidu blisku povezanost izmedu stvaranja ROS-a i anti-inflamatornog
odgovora (Mittal et al., 2014) moguc je i scenario da bi produZeni tretman ovim lekovima mogao da
pogorsa redoks neravnotezu, uzrokujuci upalne procese u jetri.

Ziprazidon je pokazao najmanji efekat na enzimske komponente zastitnog anti-oksidativnog
enzimskog sistema (prethodni odeljak), iako se on takode intenzivno metabolise u jetri, pre svega u
reakciji redukcije koju katalizuje enzim aldehid-oksidaza. Priblizno tre¢ina ziprazidonskog
metaboli¢kog klirensa posredovana je citohrom P-450 (CYP) 3A4 izoenzimom, glavnim CYP
proteinom koji doprinosi oksidativnom metabolizmu leka (Beedham et al., 2003). Medutim,
histopatoloske promene nadene u ovom radu ukazuju na znakove fokalne nekroze, uz povecan broj i
veli¢inu Kupferovih ¢elija u sinusoidima jetre nakon tretmana ziprazidonom. lako su retki slucajevi
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preosetljivosti (DRESS sindrom), sa ostecenjem jetre u obliku hepatitisa sa zuticom kod pacijenata
koji su uzimali ziprazidon (Qinyu & Zhenghui, 2018), raspolozivi podaci pokazuju da su Stetne
nuzpojave ziprazidona reverzibilne kada se prekine tretman ovim lekom. Buduéi da je ziprazidon
relativno novi antipsihotik druge generacije (u upotrebi od februara 2001. u SAD), potrebne su dalje
studije da bi se utvrdio njegov patofizioloski potencijal.

4.2. Humani hemoglobin i antipsihotici klozapin, ziprazidon i sertindol:
prijatelji ili ne?

U ovom delu disertacije, prvo je istrazeno vezivanje atipi¢nih antipsihotika klozapina,
ziprazidona i sertindola za hemoglobin ¢oveka pod simuliranim fizioloSkim uslovima (pH vrednost i
jonska sila rastvora smesSa protein—lek), koriste¢i merenja fluorescencije u tzv. stabilnom (engl.
steady-state) stanju u kombinaciji sa in-silico doking studijama. Veoma slaba rastvorljivost ispitanih
lekova u puferisanim vodenim rastvorima (Sto je karakteristika prakti€éno svih prihofarmaka)
onemogucila je (uspes$no) koriSéenje tehnike izotermalne titracione kalorimetrije za analizu
biomolekulskih interakcija u ispitivanim sistemima. Potom, istraZene su posledice vezivanja liganada
za ovaj protein krvi, procenjujuci njegov uticaj na sekundarnu (a-helikoidnu) strukturu i termalnu
stabilnost hemoglobina ¢oveka, standardnim spektroskopskim metodama. Zanimljivo, drugi autori
koriste komercijalne (delimi¢no denaturisane) preparate HHb u veéini objavljenih radova za testiranje
njegovog potencijala za vezivanja razli¢itih ksenobiotika (Nedi¢ et al., 2023). Zbog toga je za ova
istrazivanja iskoris¢en komercijalni liofilizovani humani hemoglobin (odeljak 3.1.) da bi dobijeni
rezultati bili uporedeni sa podacima iz literature, tj. zabelezenim interakcijama u razli¢itim HHb—
lekovi rastvorima. Izuzetak je bilo ispitivanje oksidativne stabilnosti ovog hemoproteina u prisutnosti
antipsihotika, za §ta su kao polazni materijal iskori§¢eni sveze izolovani (dakle potpuno nativni)
rastvori oksi-hemoglobina, visoke Cistoce (odeljak 3.1.).

4.2.1. GaSenje fluorescencije humanog hemoglobina atipi¢nim antipsihoticima

Studije gasenja (kvenc¢inga) fluorescencije proteina ligandima pogodan je nacin za istrazivanja
ligand—protein interakcija. Hemoglobinski tetramer je sastavljen od dva afy dimera. Svaki dimer
sadrZi tri triptofanska (Trp) ostatka: a-Trpl14 1 B-Trp15 se nalaze izvan dodirne povrSine (interfejsa)
subjedinica dimera, dok se B-Trp37 ostatak, lociran na auf1 interfejsu, smatra primarnim izvorom
emisije hemoglobinske fluorescencije (Hirsch & Nagel, 1981). Dakle, proucavanje promene
unutrasnje fluorescencije HHb u prisustvu antipsihotika moZe da pruzi podatke o lokalnom okruZenju
oko ovog ostatka amino-kiselina u strukturi proteina u kompleksu sa ligandom. Ukupnoj vrednosti
fluorescentnog signala hemoglobina coveka doprinos daje 1 pet ostataka tirozina (Tyr) u svakom af§
dimeru: o-Tyr24, a-Tyr42, a-Tyr140, B-Tyr34 i1 -Tyr144 (Mueser & Rogers, 2000).

Na slikama 22A-24A su prikazani emisioni spektri koji pokazuju dozno-zavisno gaSenje
(kvencing) fluorescencije humanog hemoglobina u prisustvu rastu¢ih koncentracija ispitivanih
lekova: slika 22 sa klozapinom, slika 23 sa ziprazidonom, a slika 24 sa sertindolom. Izabrano je da
radna koncentracija proteina bude 4 uM (ne vise!), kako bi se sprecilo gasenje Trp-fluorescencije od
strane susednog hema (Hirsch & Nagel, 1981).

Sa ovih slika se vidi da humani hemoglobin (u koriS¢enoj koncentraciji) ispoljava jaku
fluorescentnu emisiju sa pikom na 344 nm, pri ekscitaciji na 280 nm (odeljak 3.3.1.). Na ovom
maksimumu emisije, svi ligandi su imali relativno nisku fluorescenciju u poredenju sa proteinom (nije
prikazano). Medutim, ziprazidon (videti sliku 23A) i sertindol (slika 24A) su ispoljili jak
fluorescentni signal na ve¢im talasnim duzinama emisije od hemoglobina, sa maksimumom oko 400
nm, §to je za posledicu imalo negativne pikove u ovoj oblasti ukupnog emisionog spektra kada su
HHb-lekovi smeSe pobudivane na (uobicajenih) 280 nm. Kod smesa klozapina 1 ziprazidona sa HHb
nije uoceno pomeranje maksimuma emisionog pika (sa rastu¢im koncentracijama liganda), za razliku
od sertindola (slika 24A) gde je zabelezeno tzv. plavo pomeranje (engl. blue shift) maksimuma pika,
na oko 8 nm manjoj talasnoj duzini od ¢istog proteina.
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Slika 22. Vezivanje klozapina (Clo) za komercijalni preparat humanog hemoglobina (HHb).
Reprezentativni emisioni spektri (ekscitacija na 280 nm) HHb-a (4 uM) u prisustvu razli¢itih
koncentracija Clo (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 i 28 uM, redom, za krive a do h) na 37°C (A). Stern-
Volmerov dijagram (plot) gaSenja fluorescencije proteina na tri temperature (B). Dijagram sa
podacima za gaSenje fluorescencije proteina za odredivanje konstante vezivanja (asocijacije) i
procene broja vezivnih mesta na proteinu za ligand na 37°C (C). Reprezentativni sinhroni
fluorescentni spektri HHb-a (4 uM) sa (D) Ak od 60 nm (Trp) i sa (E) AX od 60 nm (Tyr), u
prisustvu rastu¢ih koncentracija Clo (0-28 pM za, redom, krive a do h). van't Hoff-ov dijagram
vezivanja Clo za 4 uM HHb za izraCunavanje termodinamickih parametara vezivanja liganda (F).
Za sve dijagrame, svaka tacka sa podacima predstavlja srednju vrednost iz tri odredivanja, dok su
njihove standardne oznacene vertikalnim linijama (engl. error bars).
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Slika 23. Vezivanje ziprazidona (Zip) za komercijalni preparat humanog hemoglobina (HHb).
Reprezentativni emisioni spektri (ekscitacija na 280 nm) HHb-a (4 uM) u prisustvu razli¢itih
koncentracija Zip (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 1 28 uM, redom, za krive a do h) na 37°C (A). Stern-
Volmerov dijagram (plot) gaSenja fluorescencije proteina na tri temperature (B). Dijagram sa
podacima za gaSenje fluorescencije proteina za odredivanje konstante vezivanja (asocijacije) i
procene broja vezivnih mesta na proteinu za ligand na 37°C (C). Reprezentativni sinhroni
fluorescentni spektri HHb-a (4 uM) sa (D) AA od 60 nm (Trp) i sa (E) AX od 60 nm (Tyr), u prisustvu
rastu¢ih koncentracija Zip (0-28 uM za, redom, krive a do h). van't Hoft-ov dijagram vezivanja
Zip za 4 uM HHb za izracunavanje termodinamickih parametara vezivanja liganda (F). Za sve

dijagrame, svaka tacka sa podacima predstavlja srednju vrednost iz tri odredivanja, dok su njihove
standardne oznacene vertikalnim stubi¢ima (engl. error bars).
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Slika 24. Vezivanje sertindola (Ser) za komercijalni preparat humanog hemoglobina (HHb).
Reprezentativni emisioni spektri (ekscitacija na 280 nm) HHb-a (4 uM) u prisustvu razlicitih
koncentracija Ser (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 1 28 uM, redom, za krive a do h) na 37°C (A). Stern-
Volmerov dijagram (plot) gasenja fluorescencije proteina na tri temperature (B). Dijagram sa
podacima za gaSenje fluorescencije proteina za odredivanje konstante vezivanja (asocijacije) i
procene broja vezivnih mesta na proteinu za ligand na 37°C (C). Reprezentativni sinhroni
fluorescentni spektri HHb-a (4 uM) sa (D) AX od 60 nm (Trp) i sa (E) AX od 60 nm (Tyr), u prisustvu
rastu¢ih koncentracija Ser (028 uM za, redom, krive a do h). van't Hoff-ov dijagram vezivanja
Ser za 4 uM HHDbD za izracunavanje termodinamickih parametara vezivanja liganda (F). Za sve

dijagrame, svaka tacka sa podacima predstavlja srednju vrednost iz tri odredivanja, dok su njihove
standardne oznacene vertikalnim stubi¢ima (engl. error bars).

42



Svi ovi rezultati sugeriSu da antipsihotici interaguju sa hemoglobinom ¢oveka, te da je gaSenje
fluorescencije proteina posledica obrazovanja (specificnog) kompleksa protein—lek(ovi). S obzirom
da ostatak B-37Trp presudno doprinosi unutrasnjoj (sopstvenoj) fluorescenciji humanog
hemoglobina, promene u intenzitetu (negde 1 talasnoj duzini emisionog pika) proteinske
fluorescencije upucuju da bi mesto vezivanja antipsihotika moglo biti u blizini (kriti¢nog) B-37 Trp
ostatka na molekulu proteina (Dohare et al., 2020).

Stern-Volmerovi dijagrami za razli¢ite HHb—antipsihotik sisteme na tri razli¢ite temperature
(odeljak 3.3.1.) u osnovi su linearni za koncentracije lekova do 28 uM (slike 22-24B). Ovakav
rezultat implicira da dolazi samo do jednog tipa gasenja fluorescencije (statickog ili dinamickog)
tokom interakcija hemoglobina sa lekovima. Kod statickog gaSenja do formiranja kompleksa protein-
ligand dolazi samo u osnovnom stanju. Nasuprot tome, dinamicki kvencing je rezultat formiranja
kompleksa izmedu liganda i1 proteina u pobudenom stanju fluorofora. Izracunate Ksv vrednosti
(odeljak 3.3.3.1.) u ispitanim protein—ligand sistemima bile su reda veli¢ine 10° M1 (tabela 1), $to
znaci da je smanjenje fluorescencije hemoglobina zaista posledica vezivanja liganda (antipsihotika).
Dalje, na osnovu podataka iz tabele 1, tj. iz varijacija Ksv vrednosti u zavisnosti od temperature,
proizilazi da je mogucée okarakterisati preferencijalni mehanizam gaSenja fluorescencije molekula
hemoglobina u prisustvu sva tri leka kao staticki. Naime, vrednosti Stern-Volmerovih konstanti su se,
bez izuzetka, smanjivale sa porastom temperature, usled formiranja nefluorescentnog
supramolekulskog kompleksa u osnovnom stanju (Lakowicz, 2006).

IzraCunate vrednosti za Ky (bimolekulsku konstantu kvencovanja) za vezivanje tri
antipsihotika za humani hemoglobin bile su reda veli¢ine 10! L mol™! s7! (tabela 3), Sto prevazilazi
vrednost od 2 x 101 L mol™! s, a to je najve¢a mogucéa vrednost za Kq u dinamic¢kom kvencovanju
fluorescencije proteina (Ware, 1962). Ovaj rezultat je zato joS jedan nedvosmislen dokaz da opisano
gaSenje fluorescencije humanog hemoglobina nije bilo kontrolisano difuzijom 1 da nije poticalo od
dinamickog gaSenja. Istovetan nalaz je dobijen u svim skoras$njih studijama koje su ispitivale
vezivanje razliitih lekova za komercijalni humani hemoglobin (Dohare ef al., 2020; Cheng et al.,
2021; Tung et al., 2013a; Tung et al., 2013b; Maurya et al., 2018; detaljnije kasnije), u smislu da je
u svim radovima vezivanje testiranih lekova okarakterisano kao staticko.

Tabela 3. Parametri gaSenja fluorescencije (kvencinga) za interakcije atipi¢nih
antipsihotika sa hemoglobinom ¢oveka na tri ispitivane temperature.

Ligand T(K) Ksy(M)) R? K,(M's™)
298,15 222x10° 09958 2,22 x 10"
Clozapine 303,15 2,01x 10>  0,9957 2,01x10"
310,15 1,84x 10> 0,9952  1,84x 10"
298,15  0,67x10° 09956 0,67 x 10"
Ziprasidone 303,15  0,62x10°  0,9957 0,62 x 10"
310,15  0,55x10° 09970 0,55 x 10"
298,15  2,71x10° 09981 2,71 x 10"
Sertindole 303,15 2,29x10°  0,9957  2,29x 10"
310,15 1,16 x 10> 0,9911 1,16 x 10"

Ksv, Stern-Volmerova (SV) konstanta gasenja; R?, linearni koeficijent korelacije za SV

dijagrame; Kq, bimolekulska konstanta gasenja. Standardne devijacije za sve parametre
(n=3) bile su manje od 5% njihovih srednjih vrednosti.

4.2.2. Karakterizacija vezivanja antipsihotika i humanog hemoglobina

Standardni parametri koji karakteriSu interakcije izmedu nekog proteina i njegovih liganada
su snaga vezivanja (konstanta asocijacije ili disocijacije liganda za ili sa svog vezivnog ili vezivnih
mesta) 1 broj ligand-vezujuc¢ih mesta na makromolekulu proteina. Posmatraju¢i jednacinu 9 (odeljak
3.3.3.1.) kao izraz koji opisuje jednacinu prave (linije), vrednosti za vezujucu konstantu "Ka" i broj
vezivnih mesta "n" za vezivanje klozapina, ziprazidona 1 sertindola za molekul HHb, unutar
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primenjenog opsega koncentracija interagujucih vrsta, dobijene su, redom, iz odsecka i nagiba
dvostruko-recipro¢nih dijagrama koji su prikazani na slikama 22-24C.

U tabeli 4 su prikazani dobijeni podaci koji opisuju vezivanje antipsihotika za molekul
hemoglobina ¢oveka. Trend smanjenja vrednosti za Ka sa povecanjem temperature za sve leka, iako
medusobne razlike nisu velike (tabela 4), u saglasnosti je sa gore spomenutim statickim mehanizmom
gasenja fluorescencije proteina. Ovi ligandi se reverzibilno vezuju za hemoglobin, sa osrednjim
afinitetom za proteinskog partnera, s obzirom da su konstante vezivanja od 1 do 15 x 104 M!. Jakim
vezivanjem se smatraju interakcije sa konstantama reda veli¢ine 10 M i vise (Dufour & Dangles,
2005; Nedi¢ et al., 2023). Prema tome, K, vrednosti dobijene u ovoj disertaciji ukazuju da je vezivanje
izmedu klozapina (K, od 1,3 x 10* M na 37°C) ili sertindola (K, od 1,6 x 10* M 37°C) i
hemoglobina ¢oveka umerenog intenziteta.

Umereno vezivanje ovih lekova znac¢i da bi oni mogli da se skladiSte i transportuju putem
molekula hemoglobina kroz telo coveka, s obzirom na visok sadrzaj ovog transportnog proteina u
crvenim krvnim zrncima od (okvirno) 330 mg/mL (Undeland ez al., 2004). U poredenju sa drugim
lekovima, dobijene konstante vezivanja su uporedive sa onima za anti-mitotski hemioterapeutski
agens docetaksel (3,2 x 10* M ! na 37°C) (Cheng et al., 2011), sinteticki anelgetik tramadol (1,2 x
10* M ! na 37°C) (Tung et al., 2013a), kao i antimalarik hlorokin (1,6 x 10* M~ na 37°C) (Tung et
al., 2013b). One su (nesto) nize od onih dobijenih za komercijalni hemoglobin coveka i nesteroidni
anti-inflamatorni lek diklofenak (5,0 x 10° M™! na 37°C) (Dohare ef al., 2020). Nadene konstante
vezivanja ziprazidona za HHb bile su konzistentno (na sve tri temperature) nize, reda veli¢ine od
(samo) 103 M! (tabela 2). Dobijene vrednosti su sli¢ne onima za vezivanje anelgetika i antipiretika
acetaminofena (poznatijeg kao paracetamol) za hemoglobin: 6,4 x 10> M™! (na 37°C), vrednosti
dobijene kalorimetrijom sa izolovanim proteinom (Seal et al., 2017), no ipak ve¢om nego onih
zabelezenih za amfifilne lekove prometazin (2,1 x 10> M™! na 37°C) i adifenin (3,0 x 102 M! na
37°C) (Maurya et al., 2018).

Dobijene vrednosti za (procenjeni) broj vezivnih mesta (n) na proteinu za analizirane
antipsihotike su bile bliske jedinici za sva tri sistema i na sve tri temperature (tabela 4), kao indikacija
postojanja jednog vezivnog mesta na hemoglobinu za ove lekove, u okolini jednog ili vise ostataka
triptofana, identicno kao u svim (u ovom odeljku) navedenim studijama interakcija humanog
hemoglobina 1 lekova.

4.2.3. Sinhrona fluorescencija rastvora hemoglobina i atipi¢nih antipsihotika

Sinhrona fluorescentra spektroskopija proteina daje informacije o molekulskom okruzenju u
blizini fluorofora (ostaci triptofana i tirozina). Ona podrazumeva istovremeno skeniranje i
ekcitacionog (pobudujuceg) 1 emisionog monohromatora uz odrZzavanje konstantnog intervala talasne
duZine (AL) izmedu njih. Pomeranje pika emisionog maksimuma odrazava promene u polarnosti oko
molekula fluorofora (Miller, 1979). Sinhroni fluorescentni spektri rastvora HHb sa dodatkom
razlicite koli¢ine antipsihotika su prikazani na slikama 22—-24D (AX je stabilizovana na 60 nm, dajuci
karakteristi¢éne podatke za Trp ostatke) 1 na slikama 22-24E (AX od 15 nm za Tyr ostatke). Sa slika
je uocljivo da fluoresentni intenzitet rastvora HHb (4 uM) opada sa dodatkom sve vece i veée kolicine
sva tri leka, dalje potvrdujuci pojavu gasenja fluorescencije u procesu vezivanja liganada za protein.

Prema oc¢ekivanju, s obzirom na sastav fluorofora u molekulu hemoglobina oveka, doprinos
Trp fluorofora (ukupan intenzitet signala na slikama) na unutra$nju fluorescenciju molekula proteina
bio je znatno veci. Medutim, doprinos fluorofora gasenju proteinskog signala (relativno smanjenje
intenziteta fluorescencije hemoglobina) u prisustvu antipsihotika bio je razli¢it. Molekuli klozapina
vise su uticali na fluorescentni signal koji poti¢e od ostataka Tyr nego ostataka Trp (slika 22E vs.
slika 22D). Nasuprot tome, nadeno je vece smanjenje intenziteta signala od ostataka Trp u poredenju
sa onima koji poti¢e od ostataka Tyr u HHb sa sertindolom (slika 24D vs. slika 24E). Konacno,
podaci pokazuju da gaSenje fluorescencije u rastvoru molekula HHb uporedivo poti¢u od ostataka
Trp 1 Tyr u slucaju vezivanja ziprazidona za protein (slika 23D vs. slika 23E). Ovi rezultati, tj. nadeni
razli¢iti doprinos proteinskih fluorofora gasenju fluorescentnog signala HHb u prisustvu svakog od
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(vezanih) lekova, upucuje da bi njihova mesta vezivanja za protein mogla da budu razlicita, Sto je i
pokazano studijom molekulskog dokinga (odeljak 4.2.5.).

Sa slika koje daju sinhrone fluorescentne profile hemoglobina sa ispitivanim lekovima,
oc¢igledno je da nema znacajnijeg pomeranja talasnih duzina emisionih maksimuma ostataka Tyr
fluorofora u kompleksu HHb sa klozapinom (slika 22E), ziprazidonom (slika 23E) i sertindolom
(slika 24E) za ispitani opseg koncentracija lekova. Ovaj nalaz sugeriSe da ovi antipsihotici ne uticu
na mikro-okruzenje ostataka Tyr u molekulu HHb. Sli¢no tome, ¢ini se da okruzenje Trp fluorofora
ostaje identi¢no nakon vezivanja klozapina (slika 22D) i ziprazidona (slika 23D) za protein. Za
vezivanje sertindola dobijeni su drugaciji rezultati, konkretno, plavo pomeranje (od 347 na 340 nm)
emisionog pika ostataka Trp je uocen u HHb-sertindol kompleksu (slika 24D), Sto ukazuje na
povecanje hidrofobnosti (najmanje jednog) Trp ostatka, pri cemu se on premesta u vise hidrofobno
okruzenje, dakle dublje u strukturu proteinske globule. Prema tome, ¢ini se da se konformacija
molekula humanog hemoglobina ponesto menja nakon vezivanja sertindola.

4.2.4. Termodinamicko ispitivanje vezivanja antipsihotika za hemoglobin

Znak promene termodinamickih parametara (vec¢e ili manje od nule) kao $to su Gibsova
slobodna energija (AG), promena entalpije (AH) i promena entropije (AS) tokom vezivanja liganada
za proteine je korisno za odredivanje tipa interakcija uklju¢enih u obrazovanje kompleksa izmedu
HHBb 1 analiziranog antipsihotika. Zato su kvenc¢ing eksperimenti uradeni na tri razli¢ite temperature
u cilju utvrdivanja termodinamickih parametara vezivanja. Iz nagiba (entalpija) i odsecka (entropija)
linearnog van't Hoff-ovog dijagrama (In Ka vs. 1/T; slike 22—-24F), 1 jednacina 10 i 11 (odeljak
3.3.1.1.), navedeni parametri su izracunati i dati u tabeli 4.

Tabela 4. Parametri vezivanja i termodinamicki parametri za komplekse
humanog hemoglobin i antipsihotika na tri razli¢ite temperature.

- T Kx 100 AG AS AH
(K) M (kJ mol™) (J mol' K™") (kJ mol™)
298.15 219 112 —122
Klozapin 303,15 203 1,03 —124 +41,0 125

310,15 1,80 0,97 127
298,15 0,74 1,16 123

Ziprazidon 303,15 069 1,08 —12,5 +41,2 9.8
310,15 0,63 1,06 12,8
298,15 1,81 ,I0 169

Sertindol 303,15 1,71 1,06 172 +56,8 7.4
310,15 1,61 1,03 17,6

Ka, konstanta vezivanja (asocijacije); n, broj vezivnih mesta na proteinu; AH i AS, redom,
promene entalpije i entropije vezivanja; AG, promena slobodne energije. Standardna devijacija
za sve parametre bila je manja od 5% (prikazanih) srednjih vrednosti, dok su linearni koeficijenti
korelacije dijagrama za odredivanja Ka i n (slike 22—24C) bili ve¢i od 0,99.

Za sva tri sistema protein—lek, negativni znak AG vrednosti (tabela 4) sugeriSe spontanost
procesa molekulskog prepoznavanja na svim temperaturama (Ross & Subramanian, 1981).
Vrednosti za AH bile su sve negativne (7,4 kJ mol™! za sertindol, —9,8 kJ mol™! za ziprazidon i —12,5
kJ mol™! za klozapin), a vrednosti za AS sve pozitivne (+41,0 J mol™ K! za klozapin, +41,2 J mol™!
K- za ziprazidon i +56,8 J mol™ K za sertindol) za tri HHb-ligand sistema.

Negativne vrednosti za promenu entalpije (AH) i1 pozitivne vrednosti za entropijski doprinos
(TAS) snazno upucuju da je vezivanje antipsihotika za hemoglobin Coveka entropijski voden
egzotermni proces. Dalje, pozitivnha promena entropije ukazuje na povecanje neuredenosti HHb-
antipsihotik kompleksa u vodi (u odnosu na Cist protein), Sto je dodatna indikacija da hidrofobne sile
ucestvuju u procesu vezivanja (Seal et al., 2017). Negativna promena entalpije vezivanja potvrduje
postojanje vodoni¢nih veza u procesu nastajanja protein-ligand kompleksa (Ross & Subramanian,
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1981). Ove pretpostavke su potvrdene analizom rezultata doking studije (sledec¢i odeljak) i visokom
lipofilnos¢u antipsihotika (log P>3; https://go.drugbank.com/).

4.2.5. Rezultati doking studije hemoglobina i lekova

Za razliku od humanog serum albumina, najzastupljenijeg transportnog proteina za nepolarne
lekove kroz krvotok, koji ima najmanje dva strukturno definisana ligand-vezuju¢a domena
(Greenfield, 2006), jedino centralna Supljina hemoglobinskog tetramera (deo dostupan rastvaracu),
koja sadrzi funkcionalna mesta za vezivanje alosternih efektora koji olakSavaju smanjenje afiniteta
kiseonika za protein (Perutz et al., 1986), vezuje razlicite ksenobiotike. Prema tipu vezivnog mesta
za ligande, izdvojene su dve lokacije u okviru centralne Supljine hemoglobina ¢oveka: prva, u blizini
ugla (dodirne povrsine) koji obrazuju o2 and P1 podjedinica, mesto pogodno za vezivanje negativno
naelektrisanih lekova, i druga, blizu o1 podjedinice, koje tezi da veze pozitivno naelektrisane
ksenobiotike (Zhang et al., 2009).

Tehnika molekulskog dokinga mnogo se koristi za razumevanje interakcija izmedu proteina i
liganada (odeljak 2.4.4.). Rezultati predstavljeni na slici 25 daju uvid u vezivne interakcije tri
antipsihoti¢na leka sa centralnim vezuju¢im mestom u molekulu hemoglobina ¢oveka. Doking studija
je otkrila da se sva tri leka takode vezuju unutar centralne Supljine proteinskog tetramera, pri cemu
klozapin 1 sertindol zauzimaju sline vezivne dzepove na oif1 interfejsu, dok se ziprazidon
prevashodno smesta u blizini a2 1 B2 podjedinice (slika 25A). Uproseceni vezujuci doking afiniteti
(engl. binding scores) ziprazidona i sertindola za HHb bili su veoma sli¢ni (—8.61 vs. —8.57 kcal mol™
1, dok je klozapin pokazao nesto niZi afinitet vezivanja (—7.85 kcal mol™). Ovi rezultati (broj¢ani
podaci) nisu u skladu za onima dobijenim za vezivanje ovih lekova za HHb koriste¢i spektro-
fluorimetriju kao metodu (odeljak 4.2.1.). To i nije iznenadujuce, posto doking afiniteti ne uzimaju
u obzir doprinos entropije energiji vezivanja liganda za protein od interesa. Stoga su oni u saglasju
samo sa vezuju¢im entalpijama dobijenim iz eksperimenata gasenja fluorescencije (tabela 4).

Detaljna analiza vezujucih interakcija otkrila je da sertindol obrazuje nekoliko (energetski)
povoljnih hidrofobnih interakacija sa specificnim amino-kiselinskim ostacima kao $to su: ai1-Ala130,
o2-Tyr 140, a1-Vall 1 B1-Trp37 (slika 25B). Dodatno, fluorobenzenov prsten sertindola interaguje sa
pozitivno naelektrisanim oz2-Argl41 bo¢nim lancem. Takode, atom azota iz piperidinskog prstena
formira elektrostaticke interakcije sa a1-Asp126, dok karbonilni kiseonik obrazuje vodoni¢nu vezu
sa a1-Lys99. Koplanarnost izmedu fluorobenzenovog prstena liganda i indolovog prstena p1-Trp37,
zajedno sa relativno kratkim rastojanjem izmedu njihovih centroida (od 5,7 A), ukazuje na moguénost
n-n interakacija koje dopunjuju hidrofobne interakcije izmedu ove dve grupe. Opisani nalazi su u
skladu sa primecenim plavim pomerajem u Trp sinhronim fluorescentnim spektrima HHb-a po
vezivanju sertindola (slika 24D). Sa druge strane, energetski pozeljne interakcije ziprazidona bile bi
sa amino-kiselinskim ostacima B2-Trp37, a1-Thr137 1 au-Tyr140, preko supstituenta hlora na dihidro-
okso-indolnom prstenu (slika 25C). Ovaj lek gradi i povoljne elektrostaticke interakcije izmedu
atoma azota iz piperazinskog jezgra i karboksilne grupe o2-Asp126 bo¢nog ostatka. Nasuprot tome,
klozapin pre svega interaguje sa ai1-Alal30, B1-Asnl108 i ostatkom a1-Asp126, putem vodoni¢nih
veza, hidrofobnih sila 1 elektrostatickih interakcija (slika 25D).

Predstavljeni rezultati molekulskog dokinga, u saglasnosti sa termodinami¢kim podacima
vezivanja lekova za protein, kao i sinhronim fluorescentnim spektrima, pruzaju dragoceni uvid u
mehanizme vezivanja lekova sertindola, ziprazidona i klozapina u centralnu Supljinu HHb tetramera.
Naime, doking studija je potvrdila da je hidrofobni efekat, pra¢en vodoni¢nim vezama i/ili
elektrostatickim interakcijama, od sustinskog znaCaja za vezivanje ovih atipi¢nih antipsihotika za
molekul humanog hemoglobina. Za lekove docetaksel (Cheng ef al., 2011) i diklofenak (Dohare et
al., 2020) takode je sugerisano da se vezuju za centralnu Supljinu HHb u blizini podjedinice o, dok
je za acetaminofen pretpostavljeno mesto vezivanja (takode na osnovu podataka doking analize) blizu
B-Trp37 ostatka (Seal et al., 2017).

46


https://go.drugbank.com/

a,-Lys99
B o-Ala130 'y
A

B,-Trp37 l

/ v N N\___JI ) /““\

a, Tyr140 / PN e
.(;'F 7). (N
SR, Trpa? .

N 0,-Asp126 e ! Asp126
a.-Val1 o,-Arg141 a;-ASp
1 2 c(‘-Tyr140 G‘-T|'IF137 514\5“103

Slika 25. Shematska reprezentacija humani hemoglobin (HHb)—antipsihotici udokovanih
struktura. Vezujuée poze najnize energije za ziprazidon (obelezen plavom bojom), klozapin
(crven) i sertindol (magenta) unutar centralne Supljine HHb-a (PDB kod: 2D60). Ostaci
Trp37 na P1 i B2 podjedinicama su obelezeni naranzastom bojom; slika je prikazana u
PyMOL sistemu za vizuelizaciju: https://pymol.org/2 (A). 2D interakcioni dijagrami za
HHb sa sertindolom (B), ziprazidonom (C) i klozapinom (D); ove slike su pripremljene u
LigandScout 4.4 (https://docs.inteligand.com/ligandscout).

4.2.6. Analiza cirkularnog dihroizma spektara hemoglobina

Da bi se utvrdio moguc¢i efekat vezivanja atipi¢nih antipsihotika na a-helikoidnu (sekundarnu)
strukturu humanog hemoglobina, u ovom delu disertacije je iskoris¢ena metoda cirkularnog
dihroizma (CD) u dalekoj UV oblasti (odeljak 2.4.3.). Rezultati CD merenja (odeljak 3.3.2.) sa i bez
dodatka fiksnih koncentracija ispitivanih antipsihotika (molarni odnos proteina prema leku 1:4)
prikazani su na slici 26A. U skladu sa podacima iz literature, CD spektar HHb u vodenom
puferisanom rastvoru imao je karakteristicnu traku jakog negativnog elipticiteta sa dva pika
(minimuma signala) oko 208 nm i 222 nm, koji se pripisuje tipi¢noj a-helikoidnoj strukturi proteina
(Greenfield, 2006). Negativni pik na oko 208 nm posledica je a-helikoidnih n-7* prelaza, dok se pik
na oko 222 nm pripisuje n-z* prelazima u okviru i a-heliksa i neuredenih delova (engl. random coil)
strukture proteina (Kelly et al., 2005).
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Slika 26. Efekti vezivanja antipsihotika klozapina (Clo), ziprazidona (Zip) i sertindola
(Ser) na strukturu i oksidativnu stabilnost humanog hemolgobina (HHb). Reprezentativni
daleki UV-CD spektri komercijalnog HHb u odsustvu i prisustvu testiranih lekova (A).
Reprezentativne krive topljenja komercijalnog HHb, sa i bez dodatka antipsihotika, sa
obelezenim srednjim vrednostima tacki topljenja (Tm, engl. melting point) (B); standardna
devijacija bile je manja od 5% srednjih vrednosti. Reprezentativni apsorpcioni spektar
izolovanog HHb (Cist i sa ligandima) u vidljivoj oblasti elektomagnetnog zracenja (C).
Reprezentativne promene u emisionom intenzitetu izolovanog HHb pod uticajem 2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihidrohlorida (AAPH), sa i bez dodatka testiranih lekova (D).

Analiza dobijenih podataka je pokazala da sekundarna struktura kori§¢enog komercijalnog
humanog hemoglobina sadrzi 48,2% a-helikoidnih regiona. Hemoglobinski CD spektar pokazao je
samo male promene nakon dodatka sva tri liganda (antipsihotika), sto ukazuje na minorne efekte
vezivanja klozapina, ziprazidona i sertindola na sekundarnu strukturu proteina. Ipak, kako se vidi iz
podataka prikazanih u tabeli 5, izracunati sadrzaj a-heliksa u HHb-u bio je (grani¢no znacajno;
p=0.048) povecan (na 52,2%) u kompleksu sa klozapinom, dok je ostao prakti¢éno nepromenjen sa
ziprazidonom i sertindolom. Rast sadrzaja a-heliksa u strukturi hemoglobin—klozapinskog adukta
sugerise nesto uvijeniju sekundarnu strukturu tetramera u odnosu na ¢ist protein, i, zato, kompaktniju
konformaciju molekula HHb-a u prisustvu vezanog leka.

Medu ostalim ispitivanim lekovima, nadeno je da docetaksel, hlorokin i tramadol snizavaju
sadrzaj a-heliksa u komercijalnim humanim hemoglobinima, i to, redom, sa 45,3 na 42,8% pri
molarnom odnosu HHb:ligand od 1:12 (Cheng et al., 2021), sa 35,6 na 31,0% za molarni odnos
interagujucih partnera od 1:6 (Tung et al., 2013b) i, konac¢no, sa 35,4 na 33,7% pri molarnom odnosu
protein:lek od 1:2 (Tung et al., 2013a). Jedino je vezivanje diklofenaka izazvalo povecanje stabilnosti
a-heliksa, s obzirom na povecanje njihove zastupljenosti od pocetnih 41,5% na 49,6% u 20-strukom
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molarnom visku leka (Dohare et al., 2020). Uocene razlike u (veoma) potcenjenom sadrzaju o-
heliksa u (Cistim) rastvorima komercijalnog hemoglobina pre svega mogu da se pripi$u razlicitosti
koriS¢enih preparata proteina. Da je zaista tako pokazuju podaci studije u kojoj je pokazano da je
(izracunati) udeo a-heliksa u strukturi sveze izolovanog HHb oko 76%. Inace, udeo sekundarnih
struktura ovog hemoglobina Coveka bio je znacajno manji nakon vezivanja acetaminofena
(paracetamola) (Seal et al., 2017).

Tabela 5. Efekti obrazovanja humani hemoglobin (HHb)-antipsihotik
kompleksa na odabrane parametre vezane za strukturu proteina.

Uzorci i praceni Sadrzaj Sadrzaj Zastita od
parametri a-heliksa (%) met-HHb (%) oksidacije (AU)
Kontrolni HHb (4 uM) 48,2 +0,7 3,96 £ 0,20 1 (za poredenje)
+ klozapin (10 uM) 52,2+0,52 3,86 £0,23 118 +4,1
+ ziprazidon (10 uM) 50,2+ 0,6 5,32 +0,27¢ 78 £3,2
+ sertindol (10 pM) 499+ 1,0 5,14 +£0,42P 60 £2.8

Statisticki razli¢ito od kontrolnih vrednosti: a - p<0.05; b - p<0.01; ¢ - p<0.001. Met-
HHb: oksidovani, ferihemoglobin; AU: arbitrarne jedinice.

4.2.7. Efekat atipi¢nih antipsihotika na termalnu stabilnost hemoglobina

Testovi termickog pomeranja (engl. thermal-shift assays) korisna su dopuna proucavanju
ukupne stabilnosti proteina per se i za ispitivanja biohemijskih posledica delovanja lekova. Termalno
ponasanje HHD izu¢eno je u odsustvu i prisustvu ispitivanih lekova prate¢i proces razvijanja
(denaturacije) proteina, uz pomo¢ (emisione) fluorimetrije u opsegu temperatura 30—85°C (odeljak
3.3.1.). Relativna koncentracija hemoglolina prema svakom antipsihotiku fiksirana je u molarnom
odnosu 1:10 (Iek u visku). Temperatura topljenja proteina izraunata je iz (odgovarajuce) krive
denaturacije hemoglobina pod uticajem temperature, kao vrednost (Tm, engl. melting point) srednje
tacke prelaza (slika 26B).

Dobijena vrednost za tacku topljenja intaktnog komercijalnog HHb (pod primenjenim
uslovima eksperimenta) bila je 69,3°C, uporediva sa rezultatima koje se dobijanju metodom CD
spektrometrije (Stadler et al., 2012). U prisustvu vezanog klozapina, Tm vrednost je porasla na
74,9°C, dok je sustinski ostala nepromenjena u kompleksima hemoglobina ¢oveka sa ziprazidonom
(70,7%) i sertindolom (68,6%). Ovi rezultati potvrduju gradenje antipsihotici—protein kompleksa, kao
i stabiliSuci efekat vezivanja klozapina (videti nalaze CD studije, prethodni odeljak) na vise nivoe
strukture proteina, te da ziprazidon i sertindol sustinski ne uti¢u (barem) na apoproteinski deo
tetramerne strukture hemoglobina.

4.2.8. Efekat atipi¢nih antipsihotika na spontanu oksidaciju hemoglobina

Hemoglobin (sa vezanim kiseonikom) spontano oksiduje do met-hemoglobina (met-Hb)
(odeljak 2.3.3.), uz nastajanje superoksida (slobodni radikal poreklom od molekulskog kiseonika).
Mehanizam ovog procesa povezan je sa interakcijama na distalnoj strani molekula hema u proteinu,
Sto olaksava nukleofilno izmestanje kiseonika ostatkom histidina (Levy et al., 1990). Apsorpciona
spektroskopija u vidljivom (VIS) delu elektromagnetnog zracenja pogodan je alat za ispitivanje
strukturnih promena obojenih proteina i njihove kompleksacije sa ligandima (odeljak 2.4.1.). Dva
regiona unutar standardnog VIS spektra hemoglobina ¢oveka su od znacaja za ova razmatranja. Prvi
je Soretova traka (B traka), od ¢vrsto vezanog hem-gvozde-porfirin kompleksa (prosteti¢na grupa u
strukturi hemoglobina) sa maksimumom apsorpcije oko 415 nm. Drugi region je Q traka, povezana
sa oksi- i dezoksi- oblicima hema na 550-600 nm. Nastajanje met-HHb pracéeno je pojavom novog,
malog apsorpcionog pika sa maksimumom na oko 630 nm (Szebeni et al., 1984).

Na slici 26C prikazana su odstupanja u VIS apsorpcionim spektrima izolovanog (¢istog) HHb
nakon produzene inkubacije sa antipsihoticima. Izracunate vrednosti za sadrzaj met-hemoglobina deo
su tabele 5. Sa slike se vidi da ziprazidon i sertindol u 10-strukom molarnom visku (u odnosu na
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protein) blago, ali znacajno (p<0,01) poveéavaju koli¢inu met-HHb nastalog pod primenjenim
eksperimentalnim uslovima (odeljak 3.3.3.). Dva su moguca objasnjenja ovog nalaza: (i) oba leka
imaju po jedan kiseli atom vodonika u svojoj strukturi, koji ucestvuje u oksidacionom procesu i tako
povecava brzinu oksidacije, ili (ii) ziprazidon i sertindol modifikuju strukturu hemoglobina na nacin
koji vodi povecanju brzine oksidacije, ili obe navedene moguénosti. Dodatak klozapina u reakcionu
smesu niti je znacajno ubrzao, niti je sprecio nastajanje oksidovanog hemoglobina, sudeci prema
apsorpcionom hemoglobinskom profilu u oblasti talasnih duzina gde met-forma proteina apsorbuje
svetlost (slika 26C), kao i neSto smanjenom sadrzaju oksidovanog proteina (tabela 5). Zastitni efekat
klozapina na auto-oksidaciju molekula hemoglobina ¢oveka, u poredenju sa (potencijalno Stetnim)
uticajem sertindola i posebno ziprazidona, mogao bi biti posledica: (i) utvrdene dodatne stabilizacije
sekundarne strukture proteina (slika 26B i tabela 5), §to usporava inicijaciju auto-katalitickog koraka
u procesu obrazovanja met-HHb-a, ili, (ii) antioksidativne aktivnosti klozapina, ukljucujuci
neutralisanje slobodno-radikalskih vrsta (Dalla Libera et al., 1998; Caruso et al., 2020).

Hemoglobin je polifunkcionalni molekul, uklju¢en u biohemijske procese i van svoje glavne
fizioloske uloge transporta kiseonika (gasova): kataliticka uloga ("pocasni" enzim), uceS¢e u
metabolizmu azot(l1)-oksida, metabolicko reprogramiranje, uloge u odrzanju redoks-ravnoteze i
regulacije pH krvi (Kosmachevskaya & Topunov, 2018). Zbog toga bi svaka znacajnija promena u
aktivnom centru proteina (gvozde-protoporfirin 1X prosteticna grupa) mogla da utice na opS$tu
homeostazu tela ¢oveka. Medutim, s obzirom na niske koncentracije ziprazidona (~100 ng/mL)
(Vogel et al., 2009) i sertindola (~10 ng/mL) (Juruena et al., 2011) u plazmi hroni¢no tretiranih
pacijenata, kao i njihovu relativno nisku konstantu vezivanja za obilno zastupljen molekul
hemoglobina, pokazani in vitro pro-oksidativni efekat ova dva leka ne bi trebalo da u ve¢oj meri ima
Stetne fizioloSke konsekvence.

4.2.9. Efekat atipi¢nih antipsihotika na oksidansima-potpomognutu oksidaciju
hemoglobina

Oksidativna oStecenja izazvana prekomernim stvaranjem i/ili nagomilavanjem reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS, reactive oxygen species) mogu da devastiraju strukturu i aktivnost proteina.
Zajedno sa nusproizvodima metabolizma kiseonika, stresori iz zivotne sredine i neki ksenobiotici
(npr. anti-neoplasti¢ni lekovi) umnogome povecavaju nastajanje ROS-a (Pizzino et al., 2017).
Hidrofilni pokretaci nastajanja slobodnih radikala, kao Sto je molekul AAPH, podesni su analiticki
reagensi za procenu oksidativne stabilnosti bioaktivnih molekula (Betigeri et al., 2005). Sposobnost
antipsihotika da zastite elemente strukture izolovanog HHb od oksidacije ispitana je pracenjem
smanjenja unutrasnje fluorescencije proteina u vremenu, izazvanog oksidativnim delovanjem AAPH
molekula. Dobijeni fluorescentni spektri su prikazani na slici 26D, a izraunati zastitni efekat svakoga
antipsihotika (koji odgovara razlici u povr§inama ispod krivih u prisustvu i odsustvu leka, izraZzen u
arbitrarnim jedinicama), pod primenjenim uslovima eksperimenta (odeljak 3.3.3.), prikazan je kao
deo tabele 5.

Iz dobijenih rezultata je ocigledno da je ¢ist humani hemoglobin podloZzan oksidaciji, s
obzirom na brzo i znacajno smanjenje intenziteta fluorescencije proteina, kao i da dodatak sva tri
antipsihotika u 10-strukom molarnom visku znacajno usporava ovaj proces (Slika 26D). Efekat
lekova na smanjenje signala proteina delovanjem oksidansa bio je razlicit: nadeno je da klozapin
najvise odlaze AAPH-izazvanu oksidaciju molekula HHb-a, pracen ziprazidonom, a potom
sertindolom (tabela 5). Prema tome, svi lekovi, a pre svega klozapin, su pokazali solidna do dobra
antioksidativna svojstva i zavidnu zastitnu aktivnost u spre¢avanju oksidacije hemoglobina.

Rezultat da je vezani klozapin najvise pozitivno uticao na oksidativnu stabilnost molekula
hemoglobina nije iznenadenje. Njegova snazna antioksidativna svojstva (u razli¢itim in vitro model
sistemima) dobro su poznata (Brinholi et al., 2016), kao i sli¢ni protektivni efekti na proteine plazme
kao §to su fibrinogen (Gligorijevié¢ et al., 2020) i o-2-makroglobulin (Sunderi¢ et al., 2021).
Predlozene terapeutske koncentracije klozapina u plazmi (300 do 700 ng/mL) (Chang et al., 1997)
znatno su vece od odgovarajucih vrednosti za ziprazidon i sertindol. Prema tome, klozapin bi zapravo
mogao da smanji oksidaciju svih ovih (i drugih) proteina in vivo. Svi lekovi pokazuju Stetne efekte,
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koji izuzetno mogu biti i opasni po Zivot pacijenata. To su i krvne diskrazije (nenormalni sastav),
agranulocitoza i granulocitopenija, koje se sve povezuju sa koris¢enjem klozapina kao terapeutskog
sredstva (Miller et al., 2000). Svi rezultati iz ove disertacije upucuju da klozapin pokazuje samo
pozitivne benefite kompleksacije sa humanim hemoglobinom, proteinom bez ¢ije evolucije Zivot
kakav poznajemo ne bi bio moguc.

4.3. Humani eritrociti i antipsihotici klozapin, ziprazidon i sertindol: prijatelji
ili ne?

U poslednjem delu ovog poglavlja, ukratko su prikazani i prodiskutovani rezultati dobijeni u

eksperimentima u kojima je ispitan eventualni uticaj klozapina, sertindila i ziprazidona na fluidnost

membrane i stepen hemolize eritrocita u prisustvu ovih lekova, a uz dodatak generatora slobodnih
radikala kakav je 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidrohlorid (AAPH).

4.3.1. Efekat atipi¢nih antipsihotika na membranu eritrocita

Eritrociti izolovani iz sveZe krvi zdravih donora obelezeni su paramagnetnim membranskim
spin probama: 5-doksil stearatom (5-DS) i 16-doksil stearatom (16-DS). Nakon inkubiranja sa
aktivnim supstancama lekova (100 uM), snimljeni su EPR spektri kontrolnih 1 tretiranih uzoraka
(odeljak 3.4.1.). Na osnovu dobijenih podataka, izraunat je S, parametar uredenosti membrane, i
parametar 1, rotaciono korelaciono vreme (formule date na slici 27), koji se koriste za procenu da li
je uticaj ispitivane supstance na fluidnost membrane eritrocita statisticki znacajan. Dobijeni rezultati
su prikazani u tabeli 6, a izgled reprezentativnih EPR zapisa na slici 27 (sledeca strana).

Tabela 6. Odredivanja parametara uredenosti spin probe (S) i rotacionog
korelacionog vremena (1) u membrani humanih eritrocita tretiranih antipsihoticima.

Lek Parametar S Parametar 1t
Kontrola 0,712 £ 0,002 17,546 +£ 0,367
Klozapin 0,707 £ 0,006 17,776 £ 0,750
Sertindol 0,708 £ 0,002 17,715+ 0,577

Ziprazidon 0,703 + 0,003* 18,186 + 0,421*

Napomene: S, parametar uredenosti eritrocita obelezenih spin probom 5-DS; 7,
korelaciona vremena eritrocita obelezenih spin probom 16-DS. Eritrociti su
preinkubiranih sa navedenim atipi¢nim antipsihoticima (100 uM). Rezultati su
dati kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=4); * oznacava statisticki
znacajnu razliku (ANOVA test) u odnosu na kontrolu (p<0,05).

Iz podataka u tabeli 6 proizilazi da ispitani atipicni antipsihotici nemaju znacajniji efekat na
fluidnost membrane eritrocita coveka, pogotovu ako se uporede sa onima iz jetre koji su posledica
(hroni¢nog) tretmana pacova ovim psihofarmacima. Parametar uredenosti membrane (S) statisticki
je bio znacajno razli€it (smanjen) samo u uzorcima tretiranim ziprazidonom (p=0,029). U istom
uzorku 1 drugi ispitivani parametar (1, rotaciono korelaciono vreme) razlikovao se u odnosu na
kontrolu: tretman suspenzije eritrocita sa 100 uM ziprazidona sasvim blago povecava t, s obzirom da
je statisticka razlika (p=0,046) bila grani¢no znacajna (p<0,05). Razlika u vrednostima oba ispitana
parametra u uzorcima dobijenim preinkubiranjem (membrane) eritrocita sa klozapinom i
ziprazidonom nije bilo (tabela 6).

Posto su vrednosti za S (parametar za procenu fluidnosti hidrofilne povrSine membrane) i t
(parametar za procenu fluidnosti hidrofobne unutrasnjosti membrane) obrnuto proporcionalne
membranskoj fluidnosti, rezultati EPR studije sugeriSu da bi ziprazidon mogao da se ugraduje u
membranu humanih eritrocita in vivo, povecavajuéi njenu fluidnost u povrSinskim, a smanjujuci
fluidnost u unutrasnjim regionima. Dva druga atipi¢na antipsihotika (klozapin i1 ziprazidon), barem u
(primenjenoj) koncentraciji od 100 pM, ne uticu na fluidnost membrane eritrocita.
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Fluidnost membrane eritrocita uslovljava ne samo reoloske karakteristike ovih ¢elija krvi, ve¢
1 dinamicke kvalitete, izmenjene u nekim patofizioloskim stanjima (Ajdzanovié et al., 2011). Stoga
bi dobijeni rezultati u ovom radu, koje bi trebalo potvrditi na ve¢em broju ispitanika (i sa varijabilnim
koncentracijama lekova), ukazivao da bi ziprazidon mogao da utiCe na funkcionalnost ¢elija u
sistemskoj cirkulaciji. Pretpostavljeno je da bi interkalacija (umetanje) antipsihotika u membranske
fosfolipide mogla da bude jedan od nacina njihovih delovanja: klozapin i ziprazidon, uz 14 drugih
jedinjenja iz ove klase lekova, bili su deo ove studije (Oruch et al., 2010). Hlorpromazin, antipsihotik
prve generacije, povecava membransku permeabilnost i fluidnost plazmine membrane u mozgu
pacova, ukazuju¢i na ulogu poremecéaja u organizaciji membrana u mehanizmu njihove
destabilizacije izazvane antipsihoticnim lekovima (Maruoka et al., 2007). Dalje, metaboliti
haloperidola (takode tipi¢ni antipsihotik) pokazali su veéu sposobnost da izazovu oSte¢ena membrane
mozga pacova nego parentalni lek, $to bi delimi¢no moglo da objasni ekstrapiramidalne Stetne efekte
haloperidola (Murata et al., 2007).
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Slika 27. Karakteristike EPR spektara eritrocita coveka obeleZenih spin probama 5-DS
(A) i 16-DS (B). A: S, parametar uredenosti; 2T}, spoljasnje superfino cepanje (engl. outer
hyperfine splitting); 2TL, unutrasnje superfino cepanje (engl. inner hyperfine splitting); a,
izotropna superfina kuplujuca konstanta (engl. isotropic hyperfine coupling constant) u kristalu
(a=1/3(Txx+Tyy+Tzz)); a’, izotropna superfina kupluju¢a konstanta (engl. isotropic hyperfine
coupling constant) u membrani (a’=1/3(T|+2T1)); Txx, Tyy, and Tzz, superfine (engl.
hyperfine) konstante: za 5-DS je uzeto da je Txx=Tyy=6.1 G i Tzz=32.4 G, a za 16-DS,
Txx=6.26 G, Tyy=5.81 G 1 Tzz=33.46 G (Ajdzanovié et al., 2011). B: Korelaciono vreme 1T
opisuje kretanje probe u pravcu koji je normalan na duzu osu probe; h+1 je linija visine niskog
polja (engl. low-field line height); heje linija visine srednjeg polja (engl. mid-field line height);
h-1 je linija visine visokog polja (high-field line height); AW je linija Sirine srednjeg polja
(engl. mid-field line width), sve u Gausima (G); K=6.35 x 1071° s/G.
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4.3.2. Efekat atipi¢nih antipsihotika na oksidansima-potpomognutu oksidaciju
hemoglobina

Zastitni efekti prisustva klozapina, serindola i1 ziprazidona na slobodnim radikalima izazvanu
hemolizu eritrocita ispitan je nakon inkubranja ¢elija u izotonom PBS puferu sa lekovima uz dodatak
AAPH (odeljak 3.4.2.). AAPH je u vodi rastvorni mali azo molekul koji se Cesto koristi u
proucavanju peroksidacije lipida i za karakterizaciju antioksidanasa. Razgradnjom AAPH nastaje
jedan mol azotovih i dva mola ugljenikovih radikala. Ugljenikovi radikali se medusobno spajaju,
dajuci stabilne proizvode ili reaguju sa molekulskim kiseonikom stvarajuéi peroksilne radikale
(ROQe), sto odrzava stalnu brzinu proizvodnje slobodnih radikala u rastvoru (Noguchi ez al., 1998).
Rezultati ovog eksperimenta su prikazani na slici 28.
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Slika 28. Zavisnost procenta hemolize od vremena inkubiranja eritrocita Coveka sa
nazna¢enim koncentracijama atipi¢nih antipsihotika (ili standardnog antioksidansa
Trolox-a) u prisustvu snaznog oksidansa AAPH. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti iz Cetiri nezavisna eksperimenta. Clo, klozapin, Zip, ziprazidon, Ser,
sertindol, AAPH, 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidrohlorid.

Sa slike 28 je uoc€ljivo da stepen hemolize raste sa vremenom izlaganja oksidansu kod svih
uzoraka, no da postoje znacajne razlike u vrednostima izmedu lekova u odnosu na kontrolu. Ocekivano,
najveci porast hemolize je zabelezen u kontrolnom uzorku (Citavih 70% nakon 5 sati), najmanji u
suspenziji eritrocita sa Trolox-om (blizu 30% na kraju perioda inkubacije sa AAPH). U saglasju sa sli¢nim
eksperimentom na humanom hemoglobinu (odeljak 4.2.9.), klozapin je pokazao najbolji zastitni efekat
na slobodnim radikalima izazvanu hemolizu (oko 35% nakon 5 sati). Takode, 1 antioksidativna aktivnost
druga dva antipsihotika (sertindol i ziprazidon) odlaze hemolizu u oksidativnom okruzenju eritrocita (oko
50% za 5 sati), samo u manjoj meri u odnosu na klozapin.

Opisani rezultati pokazuju da bi sva tri atipi¢na antipsihotika, pre svega klozapin, mogla da Stite
bioloske strukture (¢elije i makromolekule) in vivo, u pro-oksidativnom okruzenju u kome bi mogle da se
nadu (na primer u uslovima oksidativnog stresa), zahvaljujuéi svojoj radikal-neutraliSucoj aktivnosti.
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5. Zakljucci

U okviru ove doktorske disertacije ispitan je u¢inak tri sinteticka komercijalna antipsihotika
druge generacije: klozapina (Clo, tricikli¢ki dibenzo-diazepin), sertindola (Ser, derivat fenil-indola) i
ziprazidona (Zip, derivat benzotiazolil-piperazina) na jetru, hemoglobin i eritrocite. Polazni bioloski
materiali bili su: (i) tkivo i ¢elije jetre pacova hroni¢no (tokom 28 dana) tretiranih navedenim
psihofarmacima (in vivo efekti delovanja lekova); (ii) komercijalni, ili iz pune krvi izolovani humani
hemoglobin (HHDb), tretiran klozapinom, sertindolom i ziprazidonom (in vitro efekti lekova); (iii)
suspenzija eritrocita coveka tretiranih ovim jedinjenjima (ex vivo efekti lekova), sa odgovaraju¢im
kontrolnim (netretiranim) uzorcima. Za ova ispitivanja su kori$¢ene standardne metode proteinske
biohemije i histopatoloskih analiza.

Iz dobijenih rezultata, prikazanih, opisanih i prodiskutovanih u poglavlju 4, mogu da se
izvedu slede¢i (opsti) zakljucci:
1. Efekti atipi¢nih antipsihotika na jetru pacova: sva tri prihofarmaka su uticali na zastitni
antioksidativni enzimski sistem i1 doveli do histopatoloskih promena u jetri pacova.

1.1. Svakodnevni tretman klozapinom, sertindolom i ziprazidonom, u dozama koje
odgovaraju onima koje se daju ljudima sa psihozama, doveo je do promena u aktivnosti ili
koncentraciji svih kljuénih antioksidativnih enzima hepatocita. Od tri analizirana leka, klozapin je
doveo do najizrazenijih promena: specifi¢na aktivnost SOD1, SOD2, GR i GST, kao i nivo GPx i GR
enzima bio je znacajno veci u poredenju sa kontrolnom (netretiranom) grupom Zzivotinja. Posebno
izrazena promena bila je 1 smanjena aktivnost katalaze u svim grupama pacova tretiranim
antipsihoticima, tj. kao jedna od posledica delovanja klozapina, sertindola i ziprazidona (i/ili njihovih
metabolita), zbog ¢ega moze da se zakljuci da dolazi do nagomilavanja reaktivnih vrsta poreklom od
molekulskog kiseonika u hepatocitima.

1.2. Odabrani atipi¢ni antipsihotici, za analizu njihovih plejotropnih efekata, izazvali su blage
do umerene histopatoloske promene u jetri, koje bi mogle da se pripiSu oksidativnom stresu
spregnutim sa unoSenjem lekova u telo zivotinja. Najuoc€ljivije ovakve manifestacije bile su tzv.
regenerativne promene u tkivu jetre (anizocitoza, anizonukleoza, hepatociti sa dva jedra) kao
posledica delovanja sva tri antipsihotika, uve¢ane Kupferove ¢elije u klozapinskoj 1 ziprazidonskoj
grupi, kao 1 apoptotski hepatociti u vecoj meri uoceni kod tretmana pacova ziprazidonom i
sertindolom. Prema tome, moZe da se zaklju¢i da ziprazidon ima ponajvise Stetnih efekata na tkivo
jetre, a svi rezultati na ovom organu upucuju da redoks-neravnoteza doprinosi oste¢enju jetre nakon
dugotrajne upotrebe antipsihoti¢nih lekova.

U trenutno dostupnoj literaturi nedostaju studije sli¢ne ovoj, koja razdvaja uticaj 1 doprinos
oksidativnog stresa kao jednog od neZeljenih dejstava antipsihotika od oksidativnog stresa koji je deo
same patogeneze shizofrenije, kako su prethodno predlozili Pillai ef al. (2007). Nasi rezultati
nesumljivo pokazuju da se promene na nivou hepaticnih antioksidativnih enzima pod uticajem
atipi¢nih antipsihotika javljaju wuporedo sa histopatoloSkim promenama u jetri, Sto sugeriSe da
lekovima-izazvano nagomilavanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta moZe da doprinese oSte¢enju jetre.

2. Efekti atipi¢nih antipsihotika na hemoglobin ¢oveka: za potrebe ove disertacije, po prvi put su
istrazeni interakcioni sistemi humani hemoglobin—atipi¢ni antipsihotici, tj. okarakterisano je
vezivanje 1 ispitane (neke) posledice nastajanja kompleksa HHb—Clo, HHb—Ser i HHb—Zip.

2.1. Sva tri leka su efikasno gasila unutras$nju fluorescenciju tetramernog proteina, pod
simuliranim fizioloSkim uslovima, statickim kvenc¢ing mehanizmom. Vezivanje klozapina,
ziprazidona 1 sertindola za hemoglobin je nedvosmisleno utvrdeno, sa afinitetom (konstantom
vezivanja) reda veli¢ine 103-10* M!. Ove vrednosti su sli¢ne konstantama vezivanja ve¢ine drugih
lekova za ovaj crveni protein eritrocita Zivotinja. Iz eksperimentalnih podataka je zakljuc¢eno i da na
molekulu hemoglobina postoji jedno mesto za vezivanje ispitivanih antipsihotika.

2.2. Vezivanje Clo, Ser i Zip za HHb je termodinamicki spontan proces, voden negativhom
promenom entalpije i povoljnim doprinosom pozitivne promene entropije. U saglasnosti sa prethodno
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opisanim studijama, koje su ispitale vezivne interakcije hemoglobina Coveka sa drugim malim
lipofilnim heterocikli¢nim lekovima, hidrofobne sile, uz pomo¢ elektrostatickih interakcija i/ili
vodoni¢nih veza, imaju znacajnu ulogu u stabilizaciji HHb-antipsihotik kompleksa. Studije
molekulskog dokinga potvrdile su pretpostavku da se sva tri antipsihotika vezuju unutar centralne
Supljine na molekulu hemoglobina, saglasno podacima iz literature za (druge) hidrofobne ligande.

2.3. Kao posledica in vitro vezivanja (medumolekulskih interakcija), klozapin je blagotvorno
uticao na strukturni intergritet tetramernog hemoglobina. Ovaj zakljucak je izveden iz podataka da
njegovo vezivanje prati povecanje sadrzaja a-heliksa (najstabilnija sekundarna struktura u inace
helikoidnom proteinu) i tacke topljenja, uz smanjenje naruSavanja strukture proteina delovanjem
snaznog oksidansa. Nasuprot tome, sertindol i ziprazidon su pokazali moguce Stetne efekte u
kompleksu sa humanim hemoglobinom, pre svega ubrzanje spontane oksidacije atoma gvozda u
strukturi hema, u oblik met-hemoglobina koji (reverzibilno) ne vezuje kiseonik.

3. Efekti atipi¢nih antipsihotika na eritrocite Coveka: ispitani atipi¢ni antipsihotici su imali
relativno blag i povoljan uticaj na plazminu membranu i na integritet ovih ¢elija krvi u uslovima
oksidativnog stresa:

3.1. Inkubiranje ertirocita sa klozapinom i sertindolom nije menjalo vrednosti za parametre
fluidnosti plazmine membrane - uredenost (S) i rotaciono korelaciono vreme (1) spinskih proba, koji
su kod inkubiranja ¢elija sa ziprazidom bili minimalno (p<0,05), redom, smanjeni i povecani.
Zakljucak je da ovi antipsihotici nemaju (izrazenije) Stetne efekte na membranu eritrocita ex vivo.

3.2. Sva tri antipsihotika su pokazala solidan zastitni efekat na oksidansima-izazvanu
hemolizu eritrocita. Sli¢no rezultatima sa HHb kao vezujué¢im partnerom, prisustvo klozapina u
suspenziji Celija se pokazalo kao sredstvo koje najvise odlaze raspadanje eritrocita, u skladu sa
njegovom najizraZzenijom antioksidativnom aktivno$éu (sposobnos¢u neutralisanja slobodnih
radikala), u poredenju sa druga dva psihofarmaka.

Kaze se da znamo da "lekovi deluju ako imaju Stetne efekte". Naravno, delovanje lekova van
mesta na kojima se oCekuje da ispolje terapijske efekte (mozak u slucaju antipsihotika) moze da ima
1 pozitivne ucinke. Opsti zakljucak koji proisti¢e iz predstavljenih rezultata ovog rada je da oni
dodatno povrduju izre€ene tvrdnje, pri ¢emu plejotropni efekti lekova u istom sistemu (organizmu)
mogu da budu 1 medusobno suprotni. Od tri analizirana atipi¢na antipsihotika, tretman klozapinom
pokazao je najviSe Stetnih nuzpojava u jetri ("neprijatelj"), dok je njegov ucinak na hemoglobin i
eritrocite Coveka bio izuzetno pozitivan ("prijatelj"). Tako posmatrano, ziprazidon se nasao vise na
"negativnoj" strani (najStetniji efekti na jetru u histopatoloskim ispitivanjima), a sertindol "negde
izmedu". S obzirom da je sertindol manje proucen antipsihotik druge generacije, iz jednostavnog
razloga da nikada nije bio odobren za koriS¢enje u klini¢koj praksi u SAD, dobijeni rezultati ove
doktorske disertacije i nau¢nih radova koji su iz nje proistekli imaju dodatnu vrednost.
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Nme u npe3ume aytopa: Jlena Ilnaranuh Apuzanosuh
bpoj unnekca: Ab11/2014

U3jaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa JrcepTaliyja moj HacJIOBOM:

""MoJieKyJICKe OCHOBE 1€J10Baha AaTHIMHYHUX AHTHIICUXOTHKA KJIO3aNUHA,
CepTHH/I0JIa ¥ 3UNPA3UI0HA HA jeTPY NMAI0Ba M ePUTPOLHTE YoBeKa'
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* Ja TUcepTalyja y IeJUHN HU Yy IeJIOBUMA HUje Ouiia MpeIoKeHa 3a CTULakbe JApyre TUIIoMe
peMa CTY1jCKUM IporpaMuMa JIpyTrux BUCOKOLIKOJICKUX YCTaHOBA;

* J1a Cy pe3yATaTh KOPEKTHO HABEJEHU U

* J]a HUCAM KPIIHNO ayTOpCKa PpaBa M KOPHUCTUO UHTENEKTYalIHy CBOJUHY JAPYTHX JIMIA.

ITornuc ayropa

VY Beorpany,
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bpoj unngekca: 1611/2014

Crynujcku nporpam: JlokTop 0MoXeMHujcKHX HAyKa

Hacnos pana:

""MoJieKyJICKe OCHOBE /1€JI0Baha AaTHIHYHUX AHTHIICUXOTHKA KJI0O3alUHA,
CepPTHH/I0JIa ¥ 3UMPA3HI0HA HA jeTPy MAI0BA U ePUTPOIUTE YOBEeKa'

Menropu: B. mpod. 1p Munan Huxonuh u nouent ap Yeno MusseBuh

W3jaBspyjemM Ja je mraMirana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EICKTPOHCKO] BEP3UjH KOJY
caM mpeiao paju Mmoxpamema y JJururainom peno3utopujymy YHuBep3utera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jla ce oOjaBe MOjH JTMYHM IOJALM BE3aHM 3a JI00Mjare aKkaJeMCKOT Ha3HBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOAMHA U MECTO pol)erma U AaTyM of0paHe paja.

OBU JMYHM MOJAIlM MOTy ce OOjaBUTH HAa MPEXHHUM CTpaHUlLlaMa JUTUTaiaHe Oulinoreke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y myOinkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

IHornuc ayropa

VY Beorpany,
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olpende cagpkane y onadpanom tumy auienue Kpearusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a Kojy
caMm ce OJIITy4Ho.

1. AyropctBo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepimjaiHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBo — HekoMepuHjanHo — 6e3 pepana (CC BY-NC-ND)|
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1. AyropcTBo. [lo3BOJbaBaTe YMHOKaBaWke, JUCTPUOYITH]Y M jaBHO CAOIIITABAKE JIejIa, U Tpepaie, ako
ce HaBeJIe IMe ayTopa Ha HaAuuH ojipel)eH oJ1 CTpaHe ayTopa WK JaBaolia JIUIEHIIE, YaK 1 Y KOMEPIIHjaTHe
cBpxe. OBo je Hajcno0oaHM]a O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AytopcTBo — HekoMepijainHo. J[o3BosbaBaTe YMHOXaBame, TUCTPUOYIIM]Y M jaBHO CAOTIITABAE
Jiena, ¥ mpepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH opel)eH o1 cTpaHe ayTopa WM AaBaola JUIEHIIE.
OBa nuIieHIIa HE T03BOJbaBa KOMEPIUjaIHy yIIOTpeOy Aena.

3. AyTOopcTBO — HEKOMepIjarHo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBamke, TUCTPUOYITU]Y U jaBHO
CaoIITaBame Jeia, 6e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBaka WK yIIOTpeOe /1ea y CBOM JIeITy, aKO Ce HaBeIe nMe
ayTopa Ha HauuH ozapeheH on cTpaHe ayropa WM JaBaola juieHne. OBa JIMICHIA HE J03BOJbaBa
KOMepLujanHy yrnorpeOy aena. Y OTHOCY Ha CBE OCTalie JIMICHIIC, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OrpaHH4aBa
HajBehu 0OMM rnpaBa kKopuirhema Jiena.

4. AyTOopcTBO — HEKOMEpUHjaJHO — JEIUTU IOJ MCTUM YyclIoBuUMa. Jl03BOJbaBaTe yMHOXKAaBame,
IUCTpUOYLIN]Y U JaBHO CAOMIITABAE JIeNIa, U IPepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauMH ojpeheH o
CTpaHe ayTopa WM [JaBaolla JHLEHLE M aKo ce Ipepajna JUCTpuOyHpa IOA HCTOM WM CIMYHOM
auueHnoM. OBa JIMLEHIa He 103B0JbaBa KOMEpLUjaIHy ynoTpely Jena U npepaja.

5. AyropcTtBo — 63 mpepazna. Jlo3BojbaBaTe YMHOKaBamwe, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAONIITaBamkE JIeTa,
0e3 mpomeHa, MpeoOINKOBaba WM YIOTpeOe Jielia y CBOM ey, aKO Ce HaBele MMe ayTopa Ha HaYuH
onpehen ox cTpane ayropa wim naBaomna nuieHie. OBa JHIEHIA J03BOJbaBa KOMEPIHjAIHY YHOTpeOy
aena.

6. AyTOpCTBO — JICIHTH IOJ HCTHM ycioBuMa. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYIH]Y H jaBHO
CaoMIITaBame JIeNa, U Mpepaje, ako ce HaBele UMEe ayTopa Ha HauuH oxpelheH oj CTpaHe ayTropa WIu
JaBaola JIMIEHIIE W aKo ce Tpepaja JUCTPpUOyHpa MOJ UCTOM HIIM CIMYHOM JuneHnoM. OBa JIUIeHIa
JI03BOJbaBA KOMEpPIMjaIHy yrnoTpeOy nena u mpepana. CiaudHa je copTBEPCKUM JIMIIEHIIaMa, OAHOCHO
JMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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