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Ispitivanje interakcija sekundarnih metabolita elaginske kiseline (urolitina) sa alouminima i
ekstracelularnim vezikulama

Sazetak

Urolitini (URO) su sekundarni metaboliti elaginske kiseline nastale u digestivnom traktu pod
dejstvom crevne flore na hranu bogatu elagitaninima. Zbog svoje lipofilne strukture URO prolaze
bioloske barijere i na taj nacin dospevaju u cirkulaciju. U cirkulaciji se nalaze u vidu konjugata sa
glukuronskom kiselinom ili se vezuju za albumine kako bi se transportovali do tkiva u kojima
ispoljavaju antioksidativnu, antiinflamatornu i antikancersku aktivnost.

U doktorskoj disertaciji je ispitivano vezivanje urolitina, kao i njihovih glukuronida za
serumske albumine kao proteinske nosate metodom fluorescentne spektroskopije. Mehanizam
gaSenja fluorescencije 1 konstante vezivanja (Kp) odredeni su titracijom rastvora proteina fiksne
koncentracije razli¢itim koncentracijama liganda uz merenje intenziteta fluorescencije. Variranjem
temperature izracunati su termodinamicki parametri interakcija. Promene sekundarnih struktura
proteina su pracene primenom infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom i
cirkularnim dihroizmom. Rezultati spektroskopskih analiza su upotpunjeni molekulskim dokingom
kojim su predvidena mesta vezivanja URO za serumske albumine. Dobijeni rezultati omoguéili su
bolje razumevanje mehanizma vezivanja i transporta, odnosno farmakodinamiku ovih bioloski
aktivnih jedinjenja. U ovoj disertaciji su ispitivane i metode inkorporacije URO A, predstavnika klase
urolitina, u ekstracelularne vezikule (EV) dobijene iz komercijalnih humanih c¢elijskih linija.
Ekstracelularne vezikule predstavljaju dobre neproteinske nanonosace zbog svoje velicine, strukture
1 mogucnosti prolaska razli€itih bioloSkih barijera. Znacaj inkorporacije URO A u EV je ciljani
transport, kao i zastita ovih jedinjenja od oksidacije i1 konjugacije u cirkulaciji.

Kljuéne redi: humani serum albumin, govedi serum albumin, urolitin, protein-ligand interakcije,
spektrofluorimetrija, molekulski doking, ekstracelularne vezikule

Nauéna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



Examination of interactions of ellagic acid’s secondary metabolites (urolithin) with albumins
and extracellular vesicles

Abstract

Urolithins (UROs) are secondary metabolites of ellagic acid, formed in the digestive tract by
the action of intestinal flora on ellagitannin-rich foods. Due to their lipophilic structure, UROs can
cross biological barriers and enter circulation. In circulation, UROs exist as conjugates with
glucuronic acid or sulfates or bind to albumins. Albumins facilitate their transport to tissues, where
they exhibit antioxidant, anti-inflammatory, and anti-cancer activities.

The binding of urolithins and their glucuronides to serum albumins, as protein carriers, was
investigated in this doctoral dissertation using fluorescence spectroscopy. The fluorescence
quenching mechanisms and binding constants (Kb) were determined by titrating a fixed-
concentration protein solution with varying ligand concentrations and measuring fluorescence
intensity. By varying the temperature, the thermodynamic parameters of the interactions were
calculated. Changes in the secondary structure of proteins were monitored using Fourier-transform
infrared spectroscopy and circular dichroism. The results of spectroscopic analyses were
complemented by molecular docking, which predicted the binding sites of UROs on serum albumins.
These findings contribute to a better understanding of the binding and transport mechanisms, as well
as the pharmacodynamics of these biologically active compounds. Furthermore, this dissertation
explored methods for incorporating URO A, a representative of the urolithin class, into extracellular
vesicles (EVs) derived from commercial human cell lines. EVs are promising non-protein
nanocarriers due to their size, structure, and ability to traverse various biological barriers. The
incorporation of URO A into EVs is significant for achieving targeted delivery and protecting these
compounds from oxidation and conjugation during circulation.

Keywords: human serum albumin, bovine serum albumin, urolithin, protein-ligand interactions,
fluorescence spectroscopy, molecular docking, extracellular vesicles

Scientific field: Chemistry

Subfield: Biochemistry
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Alchajmerova bolest (engl. Alzheimer's disease)
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Element antioksidativnog odgovora (engl. antioxidant response element)
Krvno-mozdana barijera (engl. blood-brain barrier)

Albumin iz govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin)

Cirkularni dihroizam (engl. circular dichroism)

Ciklooksigenaze 2 (engl. cyclooxygenase 2)

Sistem za isporuku lekova nanorazmera (engl. nanoscale drug delivery system)
Dinamicko rasipanje svetlosti (engl. dynamic light scattering)

Hranljivi modifikovani medijum (engl. Dulbecco’'s Modified Eagle Medium)
Dimetil sulfoksid (engl. dimethyl sulfoxide)
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Elaginska kiselina (engl. elagic acid)

Elagitanini (engl. ellagitannins)

Ekstracelularna vezikula (engl. extracellular vesicle)

Fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

Agencija za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration)

Infracrvena spektroskopija sa Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform
infrared spectroscopy)

Generalno prepoznat kao bezbedan (engl. Generally Recognized as Safe)
Genetska optimizacija za doking liganda (engl. Genetic Optimization for ligand
docking)

Galotanini (engl. gallotannins)

Celije ljudskog embriona bubrega (engl. human embryonic kidney 293 cells)
Albumin iz humanog seruma (engl. human serum albumin)
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mass spectrometry)
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Multipla skleroza (engl. multiple sclerosis)

Multivezikularna tela (engl. multivesicular body)

Grani¢na molekulska masa (engl. molecular weight cut-off)

Nuklearni faktor eritroid 2 - sli¢an faktoru 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related
factor 2)

Analiza pracenja nanocestica (engl. nanoparticle tracking analysis)

Fizioloski rastvor puferisan fosfatom (engl. phosphate-buffered saline)
Proteinska banka podataka (engl. Protein Data Bank)

Polietilen glikol (engl. polyethylene glycol)

Polipropilen (engl.polypropylene)

Polivinil difluorid (engl. polyvinylidene difluoride)

Srednja kvadratna devijacija (engl. root mean square deviation)

Reaktivna kiseoni¢na vrsta (engl. reactive oxygen species)

Skenirajuca elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy)
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Stern-Volmer
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Urolitini (URO) su sekundarni metaboliti elaginske kiseline koja nastaje u crevnom traktu
metabolizmom hrane bogate elagitaninima kao $to su: nar, jagode, maline, oraSasti plodovi i vina. Svi
URO u osnovi imaju dibenzopiran-6-on jezgro koje se razlikuje u stepenu hidroksilne supstitucije.
Dobijeni URO su benzokumarini, lipofilne prirode, §to im omogucava prolazak kroz bioloske
membrane i ulazak u cirkulaciju. Urolitini se u plazmi nalaze u mirkomolarnim koncentracijama i to
u vidu konjugata sa glukuronskom kiselinom ili sa sulfatima. Najzastupljeniji medu njima su urolitin
A 1 njegovi konjugati. U cirkulaciji urolitini nisu slobodni ve¢ su u vidu konjugata ili se vezuju za
proteine plazme, albumine, koji im omogucavaju transport do ciljnih tkiva. Nakon $to dospeju u tkivo
dolazi do dekonjugacije, odnosno do uklanjanja glukuronida i sulfata sa URO. Urolitini su tek tada
spremni da ispolje svoje raznovrsne bioloske aktivnosti, medu kojima su antioksidativna,
antiglikativna, antiinflamatorna i antikancerska aktivnost.

Najvecu biolosku aktivnost ispoljava URO A koja se ogleda u stimulisanju autofagije u
disfunkcionalnim mitohondrijama. Ovaj proces je poznat kao mitofagija i ogleda se u selektvnom
uklanjanju ostecenih ili disfunkcionalnih mitohondrija iz ¢elija. To je klju¢ni mehanizam za
odrZavanje funkcionalnosti ¢elije. Zbog ovog svojstva pre€is¢eni URO A je iskori$¢en za proizvodnju
suplementa pod nazivom Mitopure, koji je odobren za humanu upotrebu od Americke agencije za
hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA). Mitopure je dizajniran da obezbedi
direktan unos urolitina A zaobilaze¢i zavisnost od mikrobioma creva. Klini¢ke studije su pokazale da
ima vaznu ulogu u prevenciji dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti i neurodegenerativnih oboljenja.

Poznato je da jedinjenja polifenolne prirode, kakvi su urolitini, reaguju sa serumskim
proteinima. Serumski albumini su klju¢ni solubilni proteini u cirkulaciji ukljueni u transport
razli¢itih jedinjenja. Govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) ima oko 80%
homologije sekvence i strukturne sli¢nosti sa humanim serumskim albuminom (engl. human serum
albumin, HSA). Njihova velika zastupljenost u plazmi mozZe uticati na biodostupnost i bioaktivnost
molekula kakvi su URO. Oba proteina predstavljaju model sisteme za ispitivanje protein-ligand
interakcija.

Priroda interakcija koje se ostvaruju izmedu serumskih albumina i URO moze Se ispitati
spektroskopskim metodama. Najc¢eS¢e se primenjuje fluorescentna spektroskopija zbog prirodne
fluorescencije koju ova dva proteina poseduju. Prirodna fluorescencija potiCe od aromati¢nih
aminokiselinskih ostataka u vezivnom mestu. Vezivanjem liganda za ova mesta dolazi do promene
intenziteta unutrasnje fluorescencije. Sinhronom fluorescentnom spektroskopijom se moze utvrditi
za koje od tih mesta se vezuje ligand. Prilikom vezivanja liganda moze do¢i do narusavanja strukture
proteina 1 to najceS¢e sekundarnih struktura. Ove promene se prate spektroskopskim metodama:
infracrvenom spektroskopijom sa Fourierovom transformacijom i cirkularnim dihroizmom.
Molekulski doking upotpunjuje rezultate spektroskopskih metoda i pruza informacije o vezivnim
mestima kao 1 interakcijama koje se u njima ostvaruju. Veze koje se formiraju izmedu molekula
urolitina 1 proteina su obi¢no viSestruke, ukljucujuéi: vodoni¢ne veze, elektrostatiCke veze,
hidrofobne interakcije i van der Waalsove interakcije. Poznavanje mehanizma vezivanja URO za
serumske proteine nam daje uvid u biodistribuciju urolitina izmedu proteina i uklju¢enosti u odredenu
fizioloSku aktivnost.

Prethodnih decenija predmet istraZivanja su postali prirodni nanonosaci bioloski aktivnih
jedinjenja. Zbog svoje biokompatibilnosti, niske imunogenosti i sposobnosti da prelaze razlicite
bioloske membrane, ukljucujuc¢i i krvno-mozdanu, izdvojile su se ekstracelularne vezikule.
Proizvedene su od strane razli¢itih vrsta celija kako bi obavljale meducelijsku komunikaciju. Ove
vezikule mogu nositi proteine, lipide, nukleinske kiseline i male molekule, kao Sto su antioksidansi.
Zahvaljuju¢i svojoj membranskoj strukturi EV mogu zastititi osetljiva jedinjenja poput URO od
oksidacije ili konjugacije u cirkulaciji i omoguciti im ciljanu dostavu do odredenih ¢elija ili tkiva.
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Zato je neophodno pronaci adekvatne metode inkorporacije URO u EV kako bi i bioloski
aktivna jedinjenja i same vezikule ostale intaktne. Sva navedena svojstva ¢ine EV izuzetno pogodnim
za razvoj sistema nano-razmera za dostavu lekova u terapiji raznih bolesti, ukljucujuéi
neurodegenerativne, kardiovaskularne i onkoloske.
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2. OPSTI DEO
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2.1. Elagitanini i elaginska kiselina

Pozitivni efekti konzumacije vocéa i povrca zavise od sinergijskih efekata brojnih bioaktivnih
komponenti koje su prisutne u njima, kao Sto su: vlakna, vitamini, minerali 1 polifenolna jedinjenja.
Polifenoli privlace posebnu paznju zbog svoje sposobnosti da uti¢u na metabolizam lipida i glukoze.
Pored flavonoida i nekoliko neflavonoidnih polifenolnih jedinjenja kao $to su resveratrol iz grozda,
kurkumin iz kurkume i elaginska kiselinua iz voc¢a, imaju povoljan uticaj na zdravlje ljudi. Elaginska
kiselina se moZe naci u bobi¢astom vocu (jagode i maline), orasastim plodovima (orasi, pistadi,
indijski orah, zir i pekan), Sipku i1 grozdu, i to u obliku elagitanina koji ¢ine 60% do 80% ukupnih
prisutnih fenolnih jedinjenja [1].

Elaginska kiselina (2,3,7,8-tetrahidroksi[1]-benzopiranol[5,4,3-cde]benzopiran-5,10-dion) je
neflavonoidno polifenolno jedinjenje koje poseduje i lipofilni deo sa cetiri 6-Clana ugljovodoni¢na
prstena i hidrofilni deo sa cetiri hidroksilne grupe i dve laktonske grupe. Ova jedinstvena struktura
¢ini EA sposobnom da prihvati elektrone sa razli€itih supstrata ¢ime ucestvuje u antioksidativnim
redoks reakcijama. Elaginska kiselina je prisutna u nekoliko oblika: slobodna, glikozilovana i/ili
acilovana, ili u vidu polimera elagitanina (ET). Elagitanini mogu biti hidrolizovani spontano
oslobadajuci EA [2, 3]. Mesta apsorpcije slobodne EA prisutne u cirkulaciji su ili zeludac ili tanko
crevo. Mali deo slobodne EA iz ishrane se apsorbuje u zelucu, jer su ET otporni na kiselu hidrolizu i
na razgradnju u Zelucu. Zato se hidroliza ET i oslobadanje EA deSava u tankom crevu pri neutralnom
do blago baznom pH. Deo oslobodene EA se apsorbuje u tankom crevu. Smatra se da se proces
preuzimanja EA odvija pasivnom difuzijom koju pokrece gradijent koncentracije pri ¢emu jo§ nisu
identifikovani specifi¢ni transporteri koji olaksavaju unos EA preko epitela creva [4, 5]. Elagitanini
1 oslobodena EA imaju nisku bioraspolozivost i shodno tome ne mogu da dospeju u sistemsku
cirkulaciju u znac¢ajnim koncentracijama. Pokazano je da povecanje unosa ET ne dovodi do povecanja
koli¢ine EA u cirkulaciji [6].

2.2. Klase urolitina i metabotipovi

| ET i EA uglavnom dospevaju do debelog creva gde pod uticajem crevne mikrobiote u velikoj
meri bivaju transformisani do 6H-dibenzo[b,d]piran-6-one derivata poznatih kao urolitini (URO).
Urolitini su klasa organskih jedinjenja koja sadrze benzokumarinski skelet (slika 1). Oni ¢ine celu
metabolic¢ku porodicu koja se proizvodi u intestinalnom traktu otvaranjem 1 dekarboksilacijom jednog
od laktonskih prstena elaginske kiseline i sekvencijalnim uklanjanjem hidroksilne grupe sa razli¢itih
pozicija.

Put formiranja URO nakon dekarboksilacije krec¢e od pentahidroksi-urolitina (URO M5). Ovo
jedinjenje je prekursor za nekoliko tetrahidroksi-urolitinskih izomera nastalih uklanjanjem jedne
hidroksilne grupe sa razli¢itih pozicija (URO D, URO E i URO M6). Trihidroksi-urolitini (URO C i
URO MY7) nastaju uklanjanjem druge hidroksilne grupe, a dihidroksi-urolitini (URO A iizo-URO A)
nakon uklanjanja trece hidroksilne grupe. Monohidroksi-urolitin (urolitin B) nastaje samo nakon $to
je vec¢ nastao izourolitin A [7]. U tabeli 1 su prikazani razli¢iti R ostaci u zavisnoti od tipa urolitina

[8].
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R, OH

Slika 1. Zajednicka struktura urolitina

Tabela 1. Razliciti R ostaci u zavisnosti od tipa urolitina [8]

Urolitin R1 R2 R3 R4 Rs
Luteinska kiselina COOH OH OH OH OH
URO M5 H OH OH OH OH
URO M6 H H OH OH OH
URO M7 H H OH H OH
URO A H H OH H H
UROB H H H H H
URO C H H OH OH H
URO D H OH OH OH H
1z0-URO A H H H OH H

Postoji konzistentna interindividualna varijabilnost u metabolizmu ET kod ljudi, $to dovodi
do takozvanih URO metabotipova (UM) povezanih sa crevnom mikrobiotom. Tri UM su dobro
definisana u zavisnosti od proizvedenih URO (slika 2):

)] metabotip A (UM-A) kada se samo URO A proizvodi kao kona¢ni URO,
i) metabotip B (UM-B) koji daje URO B iizoURO A, pored URO A
i) metabotip 0 (UM-0) ¢iji pojedinci ne proizvode ove kona¢ne URO [9].

Interakcija izmedu (poli)fenola i mikrobioma creva funkcioni$e na dva nacina. Jedan nacin je
da mikrobiota utie na proizvodnju metabolita, kao 1 iskoriS¢enje (poli)fenola, dok je drugi nacin
modulacija mikrobne populacije pojedinca. Subpopulacija UM-0 moze da se promeni u UM-A ili
UM-B nakon dugotrajne i/ili visoke izlozenosti ET ili EA [10]. Osobe koje su metabolicki zdrave
(. bez stanja metaboli¢kog sindroma) oslobadaju vece koncentracije aktivnog URO A i pripadaju
UM-A. U sluc¢aju da osoba ima neki metabolic¢ki poremecaj, onda ona proizvodi minimalno ili nimalo
URO A i oslobada manje aktivne oblike URO ukljucujuci izo-URO A i URO B, tako da pripadaju
UM-0, odnosno UM-B [11].
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Slika 2. Sematski prikaz kataboli¢kog puta elaginske kiseline i odgovarajuéi metabotipovi urolitina:
metabotip 0 (zelena boja), metabotip A (plava boja) i metabotip B (crvena boja).
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Poslednjih godina u fecesu coveka nakon konzumiranja nara identifikovana su Cetiri nova
URO: 4,8,9,10-tetrahidroksi-URO (URO MG6R), 4,8,10-trihidroksi-URO (URO MT7R), 4,8,9-
trihidroksi-URO (URO-R) i 4,8-dihidroksi-URO (URO AR). Za proizvodnju ovih novih metabolita
potrebna je aktivnost bakterijske 3-dehidroksilaze. Konjugati 1l faze metabolizma ovih URO su
otkriveni u urinu [12].

Urolitini (u niskom mikromolarnom opsegu), uglavhom u formi konjugata Il faze
metabolizma, cirkuli$u u krvotoku i dospevaju u ciljna tkiva. Zbog toga su Cerda i saradnici 2005.
godine predlozili URO kao ,kariku koja nedostaje kako bi objasnili paradoksalno nisku
bioraspolozivost ET i1 zdravstvene benefite opisane pri konzumiranju hrane bogate ET. Koncentracije
URO u krvnoj plazmi krecu se u opsegu 0,003 - 5,2 uM i u urinu do 50 uM. Prisustvo URO je
karakteristicno i za mleko majki koje konzumiraju orahe kao dijetetski izvor ET. Ukupna
koncentracija URO u mleku se kreée od 8,5 do 176,9 nM, od kojih preovladuju konjugati URO. Sve
ovo je podstaklo jo§ veée interesovanje za URO poslednjih godina, posebno za URO A kao
predstavnika klase [9].

2.3. Mehanizam dejstva URO A

URO A pripada porodici urolitina za koje je karakteristi¢no a-benzo-kumarinsko jezgro. URO
A nastaje u debelom crevu dejstvom mikroba na ET i EA. Bakterije odgovorne za konverziju
elaginske kiseline u URO A u digestivnom traktu su Gordonibacter urolithinfaciens i Gordonibacter
pamelaeae. Prisutnost bakterija roda Gordonibacter u digestivnom traktu varira u zavisnosti od
starosti, zdravstvenog stanja i ishrane osobe. Konverzija prekursora do URO A se ne javlja kod svih
pojedinaca, ve¢ samo kod 40% starije ljudske populacije. [11]. Proizvedeni URO A je stabilniji u
organizmu 1 lakSe se apsorbuje u cirkulaciji u poredenju s drugim urolitinima. To ¢ini URO A
najprisutnijom vrstom urolitina u cirkulaciji i tkivima [13]. Nakon $to nastane i apsorbuje se u
krvotok, URO A dospeva do jetre gde prolazi kroz Il fazu metabolizma gde se formiraju konjugati
URO A. Medu njima u ljudskoj plazmi najzastupljeniji su URO A-glukuronid i URO A-sulfat u
rasponu koncentracija od 0,024 do 35 uM. Bioloska uloga konjugata URO A in vivo jo$ uvek nije
razjasnjena, a dosadasnji in vitro eksperimenti pokazuju da konjugati URO A imaju nize bioloSke
aktivnosti u poredenju sa nekonjugovanom formom URO A [11].

Direktna suplementacija sa URO A zaobilazi konverziju prekursora URO A koja je
posredovana mikrobiomom. Kada se apsorbuje, URO A pozitivno utice na funkciju mitohondrija kod
stanja koja se povezuju sa starenjem. Tada dolazi do selektivnog procesa autofagije, odnosno
mitofagije, koja predstavlja recikliranje disfunkcionalnih mitohondrija. Mitofagija se javlja kada su
mitohondrije oStecene. URO A moze aktivirati proces na dva nac¢ina. URO A aktivira PINK1-Parkin
posredovanu mitofagiju stabilizacijom kinaze PINKL1. Parkin se zatim regrutuje od strane PINKL1 i
ubikvitinira mitohondrijalne proteine. Ubikvitinski lanci su zauzvrat fosforilisani od strane PINK1,
Sto dovodi do akumulacije fosfo-ubikvitiniranih mitohondrijalnih proteina. Oni sluZe kao mesta za
spajanje adapterskih proteina, (optineurin i p62) koji zatim vezuju LC3. URO A aktivira PINK1-
Parkin nezavisni put mitofagije povecavajuéi koli¢inu mitohondrijalnog BNIP3 proteina koji direktno
regrutuje LC3, nezavisno od Parkin proteina. Kod oba puta, LC3 omogucava formiranje membrane
fagozoma oko mitohondrije. Nastali mitofagozom se sjedinjuje sa lizozomom. Na kraju procesa niska
pH vrednost unutar lizozoma, kao i hidroliti¢ki enzimi razloZze mitohondriju. Mitofagija povecava
rezerve mitohondrija i povezana je sa stvaranjem novih organela, Sto dalje vodi ka poboljSanju
mitohondrijalnog respiratornog kapaciteta [13].
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Istrazivanja su pokazala da URO A ima i sposobnost da stimuli§e Nrf2-ARE signalni put tj.
aktivira Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2), klju¢ni regulator antioksidativnog
odgovora. Kada se Nrf2 aktivira, vezuje se za ARE (engl. antioxidant response element) u
promotorskim regijama gena koji kodiraju glutation S-transferaze (GST). Ovaj signalni put dovodi
do povecane ekspresije GST, enzima koji ucestvuju u antioksidativnoj odbrani. GST enzimi igraju
vaznu ulogu u oCuvanju nivoa glutationa, glavnog antioksidansa u ¢elijama. Pojacana ekspresija GST,
indukovana URO A, doprinosi neutralizaciji oksidativnih ostecenja [14].

URO A takode poseduje sposobnost direktnog eliminisanja reaktivnih vrsta kiseonika (engl.
reactive oxygen species, ROS), kao $to su superoksid anjon radikal (O2"") 1 peroksil radikali (ROQOe).
URO A deluje kao hvatac (engl. scavenger) slobodno-radikalskih vrsta kojima donira elektrone, ¢ime
ih stabilizuje i sprecava dalje oSte¢enje biomolekula (nukleinskih kiselina, proteina i lipida) [14].

2.4. Bioloska uloga URO A

Uticaj URO A je primecen kod razliitih zdravstvenih stanja. Istrazivanja pruzaju dokaze o
antiinflamatornim, antiapoptotskim i antioksidativnim svojstvima, kao i kardioprotektivnim i
neuroprotektivnim efektima urolitina A. Mnoge studije opisuju njegove korisne efekte kod starenja,
miSi¢ne disfunkcije, iritabilnosti creva, kardiovaskularnih bolesti i metabolickih poremecaja.
Najznacajnije bioloske uloge su prikazane na slici 3.

Jedna od prvih publikacija koja je proucavala direktne efekte URO A in vivo bavila se
njihovim efektom na proces starenja. Poredenje uticaja razli¢itth metabolita na dugovecnost
valjkastih crva vrste Caenorhabditis elegans pokazalo je da URO A produzava zivotni vek za 45%,
dok njegov prekursor EA nema efekta. URO A sprecava opadanje miSi¢ne mase tokom starenja, na
Sta ukazuje poboljsani integritet misi¢nih vlakana i povecana pokretljivost kod starih crva tretiranih
URO A. Pozitivni uticaj URO A na miSice tokom starenja je pokazan i kod sisara. URO A je koriS¢en
u ishrani sredove¢nih miseva tokom 34 nedelje i oni su pokazali pove¢anu snagu skeletnih misica i
bolje aerobne performanse [15].

URO A pokazuje neuroprotektivne osobine kod Zivotinjskih modela sa Alchajmerovom
bolescu (engl. Alzheimer's disease, AD). Poboljsano ucenje, zadrzavanje pamcenja, preZivljavanje
neurona i neurogeneza u hipokampusu je postignuta primenom URO A kod miSeva sa AD. Na
¢elijskom nivou, URO A je snizila i nerastvorljive AP1.42 plakove i nivoe fosforilisanog proteina tau,
trenutno najrelevantnijin markera povezanih sa razvojem i progresijom AD [16]. Nedavno se
pokazalo da URO A ima neuroprotektivne efekte kod misjeg modela multiple skleroze (engl. multiple
sclerosis, MS). Primena URO A u ranoj i kasnoj fazi smanjila je incidencu MS, kao i ozbiljnost
bolesti, §to se ogleda u smanjenju dendritskih celija, makrofaga i patogenih Th17 celija kao i
smanjenom inflamacijom i demijelinizacijom bele materije [17].

Starenje je glavni faktor rizika kod progresivnog oStecenja intervertebralnih diskova kicme
[18]. Pokazano je da URO A ublazava destrukciju diska kod pacova jer pospesuje proizvodnju
proteoglikana i kolagena, kljuénih molekula ekstracelularnog matriksa [19]. Druga studija pokazuje
da je zastita diskova od oSte¢enja povezana sa pove¢anom mitofagijom i smanjenom apoptozom u
¢elijama diska [20].

Inflamatorna bolest creva (engl. inflammatory bowel disease, IBD) je uzrokovana
disfunkcionalnim imunim sistemom, §to dovodi do hroni¢ne upale digestivnog trakta i mikrobne
disbioze. URO A se primenjuje za leCenje IBD jer smanjuje nivoe markera zapaljenja creva i dovodi
do boljeg integriteta sluzokoze creva [21].
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Antiinflamatorni efekat URO A je prvi put pokazan u studiji sa pacovima koji su imali kolitis
koji je izazvan natrijum dekstran sulfatom (DSS). U debelom crevu ovih pacova utvrdeno je
smanjenje nivoa mRNA i proteina ciklooksigenaze 2, koji predstavlja inflamatorni marker [14]. Dalja
istrazivanja su pokazala konzistentno smanjenje nivoa proinflamatornih citokina u plazmi:
interleukina 1 beta (IL-1p), interleukina 6 (IL-6) i faktora nekroze tumora alfa (TNFa) i u akutnom i
u hroni¢nom kolitisu kod miseva [13].

URO A testiran je na miSevima i pacovima sa akutnom povredom bubrega indukovanom
cisplatinom. Nefrotoksi¢nost izazvana cisplatinom karakteriSe se bubreznom disfunkcijom
zasnovanom na porastu nivoa kreatinina u plazmi zbog smanjenja brzine glomerularne filtracije.
Oralna ili intraperitonealna primena URO A smanjuje tubularno oStecenje izazvano cisplatinom, §to
pokazuje histopatologija i smanjenje nivoa kreatinina u plazmi. Kada se primenjuje u vidu
nanocestica kako bi mu se povecala biodostupnost, URO A poboljsava prezivljavanje miSeva koji su
primili smrtonosnu dozu cisplatine [22-24].

URO A ima efekat na insulin-zavisna tkiva kao §to su jetra, skeletni misici i adipozno tkivo.
Kada ova tkiva postanu rezistentna na insulin, stvara se metaboli¢ki sindrom (engl. metabolic
syndrome, MetS) pra¢en metabolickom disfunkcijom koja se ogleda u dislipidemiji, gojaznosti i
glukoznoj netoleranciji. Suplementacija sa URO A pozitivno uti¢e na ove metaboli¢ke poremecaje.
Dnevna intraperitonealna primena URO A kod gojaznih miseva je smanjila akumulaciju triglicerida
u jetri, ukupni holesterol 1 nivoe adiponektina u plazmi. PoboljSana je sistemska osetljivost na insulin.
Medutim, nisu primeceni efekti na smanjenju telesne teZine tretiranih miseva [25, 26].

Oralna primena URO A je prou¢avana i na pretklinickom i klinickom nivou. Ulazu se napori
da urolitini postanu biodostupniji i da se koriste u vidu suplemenata. URO A je nedavno priznat kao
generalno bezbedan (engl. generally recognized as safe, GRAS) za upotrebu u vidu suplementa od
strane FDA [27, 28]. Prvi klinicki testiran suplement URO A jeste Mitopure. Mitopure je Cist oblik
urolitina A. URO A je jedini poznati molekul koji aktivira mitofagiju - proces u kom se selektivno
recikliraju stare mitohondrije [29]. Nove studije kontinuirano istrazuju i dokazuju potencijal ovog
molekula.
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Slika 3. Metabolizam elaginske kiseline do urolitina A i njegova bioloska uloga
2.5. Serumski albumini kao nosaci urolitina

Vezivanje je prvi korak u bioloskim kaskadama inicirano razli¢itim egzogenim 1i/ili
endogenim supstancama. Mali molekuli, bilo prirodni ili sinteticki, su vazni agonisti 1/ili antagonisti
specificnih ciljnih proteina i nukleinskih kiselina. Zato je neophodno prouciti interakcije razli¢itih
liganada sa biomakromolekulima kao §to su proteini. Odavno je poznato da polifenoli interaguju sa
proteinima i da su te interakcije strukturno zavisne. Kljuéni protein ukljucen u transport malih
molekula u cirkulaciji je serumski albumin (SA). Generalno, apsorpcija, distribucija i metabolizam
leka moze biti pod uticajem prirode 1 jacine njihovih interakcija sa serumskim albuminom.
Proucavanje mehanizma vezivanja razli¢itih liganada za serumske albumine je presudno za
razumevanje farmakodinamike i farmakokinetike lekova [30].

Pored transporta liganda, serumski albumini imaju ulogu u regulaciji osmotskog pritiska. To
se objasnjava visokom koncentracijom, a niskom molekulskom tezinom albumina, Sto rezultira
visokom osmotskom aktivno$¢u po gramu. Osim toga, osmotska aktivnost albumina se povecava
njegovim negativnim nabojem, koji drzi osmotski aktivne katjone natrijuma. Humani serumski
albumin (HSA) 1 govedi serumski albumin (BSA) se obi¢no koriste kao reprezentativni modeli
proteina u biohemiji i klinickoj medicini. Zato ovi serumski albumini spadaju u najbolje izucene
proteine [31].

11
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Serumski albumini se sintetiSu u hepatocitima jetre kao preproalbumini. U endoplazmatskom
retikulumu dolazi do cepanja N-terminalnog prepropeptida sa proteina pomocu serinske proteaze.
Nakon toga, protein se transportuje do Goldzijevog aparata pre nego Sto se na kraju izluéi iz
hepatocita u cirkulaciju. Serumski albumini su najzastupljeniji proteini plazme u koncentraciji od 30
do 50 g/L, sto odgovara 50% od ukupnih serumskih proteina. Uprkos velikoj koncentraciji albumina
u plazmi, veéina albumina nije u cirkulaciji, ve¢ je 60% skladisteno u ¢elijskom meduprostoru. lako
je poluzivot albumina oko 17 dana, albumin traje samo 16-18 h u cirkulaciji [32]. Xiao He i Daniel
Carter su 1992. godine resili trodimenzionalnu atomsku strukturu albumina pomocu rendgenske
kristalografije od 2,8 A [33].

Serumski albumini su jednolancani polipeptidi bez prosteticnih grupa. Sastoje se od samo
jedne subjedinice (monomerni proteini) molekulske mase od oko 66 kDa. Primarna struktura HSA i
BSA sadrzi 585 i 583 aminokiselinskih ostataka, respektivno. Oba proteina se sastoje od tri domena
(1, 111 1) koja su strukturno sli¢na i rasporedena u obliku jednakostrani¢nog trougla. Svaki domen
je podeljen na dva subdomena (A i B) vezanih disulfiidnim vezama (slika 4). Terminalni regioni
sekvencijalnih domena doprinose formiranju interdomenskih spirala koje povezuju domen IB sa l1A,
i 11B do IlIA, respektivno. Ova dva proteina, HSA i BSA, imaju visoku homologiju sekvence i
strukturnu sli¢nost koja iznosi oko 80% [34, 35].

U primarnoj strukturi oba proteina nalazi se 35 ostataka cisteina. Njih 34 formira 17
disulfidnih mostova ostavljaju¢i Cys-34 ostatak slobodnim i dostupnim za reakciju sa drugim
molekulima. Razlika u primarnoj strukturi ova dva proteina je u broju Trp ostataka koji su odgovorni
za unutrasnju florescenciju. Trp ostatak u HSA je na poziciji 214 aminokiselinske sekvence,
lokalizovan u subdomenu I1A. Jedan Trp ostatak se nalazi na povr$ini molekula BSA na poziciji 134
u subdomenu 1B, dok se drugi nalazi na poziciji 212 u subdomenu IIA umotan u hidrofobno okruzenje
unutar proteinskog dzepa. Sekundarna struktura se sastoji od 55% a-heliksa i 45% B-plocica. Ova
razlika izmedu dva albumina moze se koristiti kao parametar za spektrofluorometrijsko proucavanje
karakteristika vezivnih mesta. U tercijarnoj strukturi oba proteina poseduju tri domena (1, 11 i I11) koja
su strukturno sli¢na 1 rasporedena u obliku jednakostrani¢nog trougla. Svaki domen je podeljen na
Sest antiparalelnih spirala i dva subdomena (A i B) vezanih disulfidnim vezama [32].

Studije su pokazale da vezivanje liganada za razliCite subdomene varira. Strukturna
organizacija albumina obezbeduje nekoliko vezivnih mesta za ligande. Sudlow i saradnici su
sugerisali da bi vezivanje liganada za HSA bilo ograni¢eno na subdomene II i III [36]. Na primer,
dva hidrofobna dzepa deluju kao mesta vezivanja za aromati¢ne 1 heterocikli¢ne ligande u
poddomenima A i IlIA, koji se nazivaju Sudlow mesto | (mesto vezivanja za varfarin) i Sudlow
mesto II (mesto indola/benzodiazepina), respektivno. Primarna mesta vezivanja za dugolancane
masne kiseline su u IB i IIIB domenima. Za sada je otkriveno ukupno S$est dominantnih oblasti
albumina za povezivanje sa ligandima [30, 35].
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Slika 4. Strukture BSA i HSA sa domenima i mestima vezivanja liganada [37]

Interakcija leka sa serumskim albuminom generalno poboljsava distribuciju i biodostupnost
leka u zavisnosti od specificnih farmakokinetickih svojstava leka. Pored toga, zbog svog obilja,
albumin u serumu igra znac¢ajnu ulogu u farmakokinetickom ponasanju razli¢itih lekova, ukljucujudéi:

poluzivot leka u krvotoku,

regulisanje efikasnosti leka,

smanjenje toksi¢nosti leka i

poboljsanje specifi¢nosti ciljanja leka [33].

2.6. Metode za proucavanje protein-ligand interakcija

Dobro je poznato da se fenolna jedinjenja, poput galne i elaginske Kiseline, vezuju za serum
albumine i putem cirkulacije transportuju do ciljnih tkiva u kojima ispoljavaju svoje uloge. Proces
njihovog vezivanja moze da se prati spektroskopskim metodama. Ove metode su odgovarajuce za
ispitivanje interakcije izmedu liganda i proteina zbog izuzetne osetljivosti, selektivnosti i
reproduktivnosti u odnosu na konvencionalne pristupe (afinitetnu ili ekskluzionu hromatografiju,
dijalizu, ultrafiltraciju i ultracentrifugiranje). Konvencionalne metode su niske osetljivosti, dugog
vremena rada ili oboje [38].

Spekroskopske metode koje se naj¢eS¢e koriste za karakterizaciju interakcija izmedu
serumskih albumina i urolitina su UV/VIS spektrofotometrija, fluorescentna spektroskopija, sinhrona
fluorescentna spektroskopija, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) i
cirkularni dihroizam (CD) spektroskopija. Rezultati dobijeni eksperimentalnim metodama se
upotpunjuju studijama koje su izvedene racunarskim (in silico) metodama. Jedna od takvih
racunarskih metoda jeste molekulski doking koji se koristi za ispitivanje protein-ligand interakcija
(slika 5).
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Slika 5. Proucavanje interakcija URO sa SA spektroskopskim i ra¢unarskim metodama
2.6.1. UV/VIS spektroskopija

Jednostavna i brza tehnika koja se koristi za detekciju protein-ligand interakcija jeste UV/VIS
spektrofotometrija. U ovom regionu apsorbuju i proteini i ligandi. Apsorpcija proteina potice od
peptidne veze na 220 nm, ali 1 aromati¢nih aminokiselinskih ostataka (Phe, Tyr 1 Trp) izmedu 250 1
300 nm. Pored UV regiona, proteini mogu apsorbovati i u VIS regionu ako za sebe imaju vezane
koenzime i prosteti¢ne grupe koje se ponasaju kao hromofore. Medutim, pored prac¢enja apsorbancije
proteina moze se pratiti apsorbancija liganada.

Urolitini su jedinjenja koja imaju karakteristicne UV spektre. UV spektri urolitina u metanolu
pokazuju dve glavne apsorpcione trake u oblasti od 240—400 nm. Ove trake su oznacene kao traka I
(300-380 nm) i traka Il (240-280 nm). U mnogima slu¢ajevima dodatna traka III (izmedu 280 i 300
nm) je takode prisutna. Sto se tice URO A, karakteristiéni pikovi se javljaju na 246 i 280 nm u okviru
trake 2, na 305 nm u okviru trake 111 i na 356 nm u okviru trake I. Konjugacija sa glukuronskom
kiselinom ili sulfatom takode ima merljive efekte na UV spektar i moze se koristiti za identifikaciju
metabolita urolitina [39].
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2.6.2. Fluorescentna spektroskopija
a) Principi metode

Fluorescentna spektroskopija je mocna tehnika koja se primenjuje za proucavanje vezivanja
liganda za serumske albumine. Ovom metodom se prati promena fluorescencije nakon interakcije
protein-ligand i mogu se dobiti informacije o vezivnom mestu liganda, afinitetu liganda ka proteinu,
kao i 0 mehanizmu interakcije [40, 41]. Fenomen fluorescencije je baziran na prelazima elektrona
ekscitovanih pomocu svetlosti u molekulima sa konjugovanim dvostrukim vezama. Elektroni prelaze
na vise energetske nivoe (S2), a prilikom vrac¢anja na osnovni nivo (So) moze do¢i do emisije svetlosti
odnosno fluorescencije. Prelazi elektrona u procesu fluorescencije su sematski prikazani Jablonski
dijagramom (slika 6A) [41]. Proteini Cesto sadrze prirodne fluorescentne molekule kao $to su
aromati¢ne aminokiseline (triptofan, tirozin i fenilalanin). Unutrasnja fluorescencija proteina potice
od ekscitacije ovih aminokiselinskih ostataka na talasnoj duZzini (Aex) 0d 280 nm (slika 6B).
Maksimum emisije fluorescencije proteina je uvek na daljim talasnim duzinama od maksimuma
ekscitacije (Aem > Aex). Ovaj fenomen nastaje usled vibracione relaksacije u pobudenom singletnom
stanju i naziva se Stoksov pomeraj (slika 6C) [41].

Vezivanje liganda moze da promeni mikrookruZenje aromati¢nih aminokiselinskih ostataka,
izazivajuéi 1 promene u intenzitetu emisione fluorescencije. Intenzitet fluorescencije moze da se
poveca ili smanji. Proces smanjenja fluorescenije je poznat kao gaSenje fluorescencije (engl.
quenching). Takode, uocavaju se i promene u emisionim maksimumima spektara. Pomak emisionog
maksimuma moze biti ka kra¢im (plavi pomera;j) ili duzim talasnim duzinama (crveni pomera;j) (slika
6D). Plavi pomeraj se deSava kada je fluorofora izloZzena hidrofobnom mikro-okruzenju nakon
interakcije sa ligandom i tada biva angazovana u ja¢im interakcijama u poredenju sa prethodnom
strukturom proteina. Crveni pomeraj implicira da se aminokiselinski ostaci nalaze u polarnoj sredini
i viSe su izloZeni rastvaracu [41].

b) Mehanizmi gaSenja fluorescencije

Optimalna koncentracija proteina rastvorenog u puferu za fluorescentnu spektroskopiju se
pronalazi snimanjem fluorescentnih spektara. Potom se u rastvor proteina fiksne koncentracije
postepeno dodaje ligand u razli¢itim koncentracijama. Merenja se ponavljaju za svaku koncentraciju
liganda kako bi se uocile promene u fluorescentnoj emisiji. Iz ovih promena moZe se napraviti
titraciona kriva koja se koristi za izraCunavanje konstante vezivanja (Kd) koja opisuje afinitet proteina
za ligand. NajceSce sa povecanjem koncentracije liganda dolazi do gaSenja fluorescencije i1 to kroz
staticke ili dinamicke mehanizme interakcije. Staticko gaSenje se javlja kao rezultat formiranja
stabilnog kompleksa izmedu fluorescentnog molekula (fluorofore) i kvencera fluorescencije (engl.
quencher). Nastali kompleks nije fluorescentan §to dovodi do smanjenja izmerenog intenziteta
fluorescencije. Dinamicko gaSenje se naziva kolizionim gaSenjem jer se fluorofora gasi sudarom sa
kvencerom bez formiranja kompleksa. Energija koja bi inace bila emitovana kao fluorescentna
svetlost se prenosi na kvencer kroz sudar, a zatim se rasprSuje kao toplota. Dinamic¢ko gaSenje je
zavisno od difuzije, §to znaci da efikasnost gaSenja zavisi od temperature i viskoznosti okoline [38].
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Slika 6. A) Jablonski dijagram B) Spektri aromati¢nih aminokiselina C) Stoksov pomeraj D)
Crveni i plavi pomeraj [41]

c) Stern-Volmerova konstanta gasenja fluorescencije

Za kvantitativnu analizu gaSenja fluorescencije koristi se Stern-Volmerova jednacina koja
opisuje odnos izmedu koncentracije kvencera i smanjenja intenziteta fluorescencije. Veli¢ina Stern-
Volmerove konstante ili konstante gaSenja, Ksy, kao i spektri apsorpcije, mogu se Koristiti za
razlikovanje izmedu statickog 1 dinamickog gaSenja. Kod dinamickog mehanizma gaSenja
fluorescencije nema promene u spektrima apsorpcije fluorofora, jer se ono deSava samo u pobudenom
stanju fluorofore. Apsorpcioni maksimum fluorofora ostaje nepromenjen i ukazuje na to da kvencer
ne formira stabilan kompleks sa fluoroforom. Apsorpcioni spektri kompleksa fluorofora-kvencer
mogu imati razli¢it apsorpcioni maksimum u poredenju sa slobodnom fluoroforom. Pojava novih
pikova, pomeranje apsorpcionog maksimuma (crveni ili plavi pomeraj) ili smanjenje intenziteta
osnovnog spektra ukazuje na formiranje kompleksa [40].

Visoka vrednost Ksy ukazuje na efikasno gasenje §to moze znaditi jaku interakciju izmedu
proteina i liganda. Ksy se obi¢no smanjuje sa povecanjem temperature jer viSe temperature slabe
interakciju dva molekula i samim tim smanjuju stabilnost kompleksa. Tamo gde je staticko gasenje
dominantno konstanta vezivanja ili asocijacije izmedu fluorofore i kvencera moze se dobiti

koris¢enjem Stern-VVolmerove teorije [42].

d) Izracunavanje termodinamic¢kih parametara protein-ligand interakcija

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih podataka o vezivanju liganda i proteina (tj. promene u
intenzitetu fluorescencije sa promenom koncentracije liganda na vise razli¢itih temperatura), mozemo

izraCunati termodinamiCke parametre interakcije poput: promene slobodne Gibsove energije (AQG),
promene entalpije (AH) i promene entropije (AS).
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Iz Stern-Volmerove analize mozemo dobiti konstantu vezivanja (engl. binding constant, Kp)
koja je povezana sa afinitetom liganda za protein. Ako je poznata vrednost ove konstante, mozemo
izraCunati Gibsovu slobodnu energiju vezivanja. Idealno je da se izmeri Ky na tri do Cetiri razlicite
temperature, kako bi se izraCunali ostali termodinamicki parametri. Preporucuje se da merenja budu
sprovedena u temperaturnom opsegu od 10 do 15 K izmedu najnize i najvise merene temperature, Na
primer: 293 K, 298 K, 303 K, 308 K. Vise temperature mogu ubrzati difuziju. Medutim, treba voditi
racuna da previse visoka temperatura ne dovede do denaturacije proteina, Sto bi narusilo tacnost
merenja. Preniske temperature mogu usporiti molekularne interakcije i mogu dovesti do sporije
kinetike, pa ih je potrebno izbegavati.

Ako se merenja vrSe na tri ili viSe razli€itih temperatura, moze se koristiti Van't Hoffova
jednacCina za izracunavanje promene entalpije AH i promene entropije AS. Ove dve vrednosti se
racunaju na osnovu grafika zavisnosti In Ky od 1/T. Iz linearne regresije se odreduju AH (nagib linije)
1 AS (presek sa y-osom). Ukoliko se dobije negativna vrednost AG, onda je proces vezivanja liganda
za protein spontan. Dobijene vrednosti za AH i AS ukazuju na prirodu interkacija izmedu proteina i
liganda. Pozitivna vrednost AH ukazuje na endotermne interakcije (veéina interakcija vodenih
hidrofobnim efektom), dok negativna vrednost AH ukazuje na egzotermne interakcije (poput
formiranja vodoni¢nih veza ili van der Waalsovih interakcija). Vrednost AS moze biti pozitivna ili
negativna u zavisnosti od toga da li je proces vezivanja entropijski ili entalpijski voden [43].

2.6.3. Sinhrona fluorescentna spektroskopija

Sinhrona fluorescentna spektroskopija (engl. synchronous fluorescence spectroscopy, SFS) je
metoda za istrazivanje konformacionih promena u proteinima usled prisustva kvencera. U sinhronoj
fluorescenciji, ekscitacija i emisija se detektuju istovremeno sa unapred odredenom razlikom talasne
duzine (AML) izmedu njih. U zavisnosti od izabranog AA, rezultuju¢i signal bi mogao da proizvede
usku traku sa maksimumom talasne duZine koja je karakteristi¢na za dato jedinjenje. Ova metoda
pomaze u pruzanju informacija o lokalnom okruZenju proteina oko aromati¢nih aminokiselinskih
ostataka nakon interakcije sa ligandima. Razlika u fluorescenciji izmedu talasnih duzina ekscitacije i
emisije odraZava prirodu spektra. Razlika talasne duZine (AX) od 15 nm je karakteristi¢na za tirozinski
ostatak, dok je 60 nm za triptofanske ostatke. Prema tome, svaka promena u maksimumu talasne
duZine emisije odrazava promene mikro-okruzenja oko aromati¢nih aminokiselinskih ostataka [44].

Glavna prednosti SFS jeste spektralno pojednostavljenje. U konvencionalnoj fluorescenciji
spektri se sastoje od nekoliko traka kao rezultat fiksnog izvora ekscitacije. Prisustvo takvog viska
traka u ukupnom spektru moze se smanjiti sinhronom spektroskopijom. Posto je dobijeni spektar
proizvod mnoZenja dve istovremeno rastuce i/ili opadajuce funkcije, jace trake se povecavaju
selektivno, a slabije se znac¢ajno smanjuju [45].

2.6.4. CD spektroskopija

Sekundarne strukture proteina predstavljaju uvijanje polipeptidnog niza u lokalno uredene
strukture, gde se priroda bo¢nih ostataka ne uzima u obzir. Medutim, ba$ od prirode tih bo¢nih
aminokiselinskih ostataka zavisi¢e koja ¢e sekundardna struktura nastati u polipeptidnoj ki¢mi.
Najzastupljenije sekundarne strukture proteina su a-heliksi, B-plocice i B-zavoji. Ove strukture su
asimetri¢ne (hiralne) tj. ne mogu se preklopiti sa svojim likom u ogledalu. Ovi hiralni molekuli na
odredenoj talasnoj duzini razlicito apsorbuju levo 1 desno cirkularno polarizovanu svetlost. Ta njihova
osobina je poznata kao cirkularni dihroizam (engl. circular dichroism, CD) i posledica je njihove
strukturne asimetrije.Metoda koje se koristi za ispitivanje hiralnih molekula jeste CD spektroskopija,
koja spada u apsorpcione spektroskopske metode [46].
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Proteini poseduju veliki broj hromofora (peptidnu vezu, disulfidne mostove i aromaticne
aminokiselinske ostatke) koji mogu da daju CD signale. Upravo je cirkularni dihroizam peptidnih
veza znacajan u proceni udela sekundarnih struktura proteina u rastvoru. Sekundarne strukture
proteina proizvode specifi¢ne pikove jedinstvenih veli¢ina i oblika u dalekom UV regionu (engl. far-
UV). Daleka UV-oblast obuhvata snimanje u oblasti 180-250 nm, dok se bliskim UV oblastima (engl.
near-UV) smatraju iznad 250 nm. U dalekom-UV CD spektru HSA, pojava dve negativne
apsorpcione trake (minimuma) na 208 nm (p—p*) i 222 nm (n—p*), karakteristicne su za prisustvo a-
heliksne strukture u HSA. Vezivanje liganda za protein doveS¢e do promena u sekundarnim
strukturama, $to dalje vodi do promena u CD spektrima [47].

Kako bi se procenile sekundarne strukture u proteinima koriste se vrlo jednostavne jednacine,
kao 1 brojni slozeniji algoritmi. Siroko koriS¢eni algoritmi ukljuc¢uju SELCON (samodosledan),
VARSLC (izbor promenljive), CDSSTR, K2d i CONTIN [48].

2.6.5. FT-IR spektroskopija

Infracrvena spektroskopija sa Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared
spectroscopy, FTIR) bavi se vibracijama molekula. Svaka funkcionalna grupa ima svoju diskretnu
vibracionu energiju koja se moze koristiti za identifikaciju molekula. Uzorak se izlaze infracrvenom
svetlu, pri ¢emu molekuli u uzorku apsorbuju energiju u specificnim frekvencijama, Sto izaziva
vibracije hemijskih veza. FTIR detektor meri apsorpciju svetlosti pri razli¢itim frekvencijama.
Fourierova transformacija zatim omogucava pretvaranje signala iz vremenskog domena u
frekvencijski domen, §to daje odgovarajuéi spektar. Spektar se prikazuje u talasnim brojevima (cm-
1, a pikovi odgovaraju odredenim vibracijama funkcionalnih grupa u molekulu.

FTIR je jo$ jedna tehnika za proucavanje sekundarnih struktura proteina. Nekoliko traka
karakteri$e IR spektar proteina: amidna traka I (region izmedu 1660 i 1700 cm™), amidna traka Il
(region izmedu 1550 i 1500 cm™) i amidna traka III (region izmedu 1250 i 1350 cm™). Amidna traka
I proizilazi iz valencionih C=0 vibracija, amidna traka Il nastaje sprezanjem valencionih C-N
vibracija sa deformacionim N-H vibracijama u ravni, dok amidna traka III poti¢e od valencione C-N
vibracije koja se kupluje sa deformacionim N-H vibracijama. Ograni¢enje ove metode je njena
osetljivost na jaku apsorpciju molekula H2O u regionu amida I, $to zahteva korekciju signala za
doprinos pufera. Sprovodenje eksperimenata u D20 bi omogucile analizu podataka mnogo lak§im
posto D-O ne apsorbuje u ovom spektralnom regionu. Ako vezivanje liganda izaziva diskretne
promene u sekundarnoj strukturi proteina, koris¢enje i FT-IR i daleke UV CD spektroskopije bi dale
najbolji izbor metoda za ispitivanje tih promena [49, 50].

2.6.6. Molekulski doking

Razumevanje principa po kojima se ligandi (mali molekuli) prepoznaju i stupaju u interakciju
sa makromolekulima (proteinima) je od velikog znacaja za razvoj lekova. Eksperimentalne tehnike
mogu da daju odredene informacije o protein-ligand interakcijama, ali cesto znaju da budu naporne,
dugotrajne i skupe za odredivanje afiniteta vezivanja. Racunarski (in silico) pristupi imaju ogroman
potencijal u pruzanju informacija kao §to su predvidanje afiniteta i na¢ina vezivanja liganda za protein
[51].
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Racunarska metoda koja se koristi za predvidanje strukture protein-ligand kompleksa je
molekulski doking. Ova metoda koristi poznate trodimenzionalne (3D) strukture proteina i liganda
kako bi sa znacajnim stepenom tacnosti predvidela konformaciju liganda unutar aktivnog mesta
proteina. 3D strukture ovih makromolekula mogu se lako preuzeti iz Proteinske baze podataka (engl.
Protein Data Bank, PDB), koja omogucava pristup 3D atomskim koordinatama dobijenim
eksperimentalnim metodama. Ukoliko 3D strukture nisu dostupne u bazi podataka, pristupa se
modelovanju [52].

Dva aspekta su klju¢na za protein-ligand doking: algoritmi pretrazivanja i funkcije bodovanja.
Konformacija i orijentacija se jednim imenom oznac¢avaju kao ,,poza“ (engl. biniding pose) liganda
u vezivnom mestu proteina. Razli¢iti algoritimi pretrazuju ove poze uzimajuci u obzir roto-
translacione i1 unutraS$nje stepene slobode liganda, dok je procena afiniteta vezivanja liganda za
protein oznacena kao funkcija bodovanja (engl. scoring function) [52, 53].

Na efikasnost doking procesa uti¢e veli¢ina liganda, posebno ako sadrzi veliki broj rotirajucih
veza. Svaka nova rotirajuca veza inherentno povecava stepene slobode liganda, ¢ime se povecava
broj mogu¢ih konformacija. PoboljSani konformacioni prostor je stoga mnogo slozeniji za
istrazivanje, $to daje manje tacne rezultate [52]. Takode, pored proteina i liganda u sistemima imamo
1 molekule rastvaraca. Sve ovo dodatno povecéava stepene slobode i komplikuje proces dokinga. 1z
tih razloga, molekuli rastvara¢a se mogu zanemariti. Kako bi se dodatno uprostio proces dokinga,
vrse se aproksimacije. Ide se sa pretpostavkom da je protein rigidna struktura. Medutim, idealno bi
bilo da su i protein i ligand fleksibilni [54].

Protein-ligand doking je zbog svojih prednosti po¢eo ubrazno da se razvija i poslednjih
decenija je postao atraktivna oblast istrazivanja sa velikim izborom dostupnih softverskih paketa.
Najkoris¢eniji i dobro uspostavljeni paketi su: AutoDock, AutoDock Vina, GOLD, DOCK, FlexX i
Glide. Ovi paketi implementiraju razlicite algoritme za reSavanje problema dokinga. AutoDock Vina
je jedan od najboljih izbora zbog svoje visoke pouzdanosti. AutoDock Vina je ,,0pen-source”
program, besplatan za akademsku upotrebu, koji koristi 3D strukture proteina i liganda za predvidanje
molekulskih interakcija. U prvoj fazi AutoDock Vina pretrazuje konformacioni prostor za moguce
nacine protein-ligand interakcija. Nakon toga, u drugoj fazi, program koristi funkciju bodovanja da
bi se odredio najpogodniji polozaj u pogledu energija interakcije [55].

2.7. Sistemi za dostavu bioaktivnih jedinjenja

Efikasnost egzogeno primenjenog bioaktivnog jedinjenja zavisi od stepena njegove
dostupnosti na ciljnom mestu delovanja. Dostupnost zavisi od same njegove prirode, odnosno od
rastvorljivosti, pKa vrednosti ili molekulske teZine. Ove karakteristike u velikoj meri uti¢u na
sposobnost molekula da ude u ciljnu ¢éeliju i ispolji svoju biolosku aktivnost. S druge strane, spoljasnji
faktori kao $to je pH vrednost u okolini ¢ine lek sklonim inaktivaciji ili degradaciji. Takode, molekuli
koji se sre¢u u organizmu tokom procesa distribucije mogu da interaguju sa bioaktivnim jedinjenjem,
Sto rezultira sinergistickim ili antagonistickim interakcijama koje moduliraju dejstvo datog
bioaktivnog jedinjenja, pa ¢ak mogu dovesti do njegove inaktivacije. Posle administracije bioloski
aktivnog jedninjenja, procesi apsorpcije, distribucije i metabolizma mogu dovesti do njegovih
fizicko-hemijskih modifikacija. Izazov distribucije bioloski aktivnog jedinjenja je da se izvrsi
njegovo oslobadanje u pravo vreme na ciljno mesto na bezbedan i ponovljiv nac¢in [56].
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Sistemi za isporuku lekova nano-razmera (engl. nanoscale drug delivery systems, DDS) su
prethodnih decenija postali predmet istrazivanja. Oni su dizajnirani tako da transportuju aktivno
jedinjenje kroz cirkulaciju kako bi ono na kontrolisan nacin oslobodilo svoj terapeutski potencijal.
Inkapsulacijom biaoktivnog jedinjenja unutar zaStitne strukture povecava Se njegova
bioraspolozivost, poboljsava terapeutska efikasnost, smanjuje ucestalost potrebnog doziranja, a
takode postize 1 fizicka zastita. Ovi sistemi mogu biti od proteina, polisaharida, lipida, sintetickih
polimera ili od neorganskih soli. I1zbor sistema nano-razmera zavisi od mnogih faktora kao §to su:
fiziCka svojstva bioaktivnih jedinjenja (rastvorljivost i stabilnost u vodi), naelektrisanje i
permeabilnost sistema, stepen biorazgradljivosti, biokompatibilnosti i toksi¢nosti sistema, kao i
mogucnost oslobadanja bioaktivnog jedinjenja [56].

U idealnom slucaju, nano sistemi za isporuku bioakitivnih jedinjenja treba da ispunjavaju
odredene tehnicke i ekonomske zahteve. Prvo, priroda sistema ne bi trebalo da izazove bilo kakav
nezeljeni odgovor u organizmu primaoca. Ovi sistemi treba da budu biokompatibilni, kao i njihovi
proizvodi razgradnje. Drugo, svojstva sistema moraju obezbediti produzenu zastitu bioaktivnim
jedinjenjima, omogucavajuci im hemijsku stabilnost tokom vremena. Trece, skalabilnost procesa
proizvodnje treba da bude lako izvodljiva i ekonomski isplativa. Tabela 2 sumira karakteristike
idealnog sistema nano-razmera za transport bioaktivnih jedinjenja u biomedicinske svrhe [56].

Tabela 2. Karakteristike idealnog nanosistema za dostavu bioaktivnih jedinjenja [56]

Blagi uslovi (odsustvo
visokih T i P, agresivnih Stabilnost Kontrolisano
hemikalija)
Skalabilnost Nema ranog oslobadanja Ciljano
Niska cena Netoksic¢nost OsetljivostnapHi T
Reproducibilnost Prolazak bioloskih barijera
Mala varljablln(_)_st od serije Biorazgradivost
do serije

Pojavili su se razliciti sinteticki nanosistemi za dostavu biaktivnih jedinjenja. Lipozomi,
micele, dendrimeri, nanokapsule i nanocestice zasnovane na peptidima su medu najistaknutijim
primerima ovih sistema [57]. Medu njima, najviSe proucavani sistem za dostavu jeste lipozom.
Doxil® jeste prva lipozomalna formulacija na trzistu odobrena od strane FDA jos 1995. godine [58].
Lipozomi se sastoje od biokompatibilnog lipidnog dvosloja u koji moze da se smesti hidrofobno
bioaktivno jedinjenje i unutrasnje vodene faze u kojoj se hidrofilna jedinjenja rastvaraju. Na ovaj
nacin je moguce dostaviti 1 hidrofobna i hidrofilna bioaktivna jedinjenja do ciljnih mesta. Uprkos
ovim prednostima lipozomalnih formulacija, postoje i mnoge prepreke za isporuku datih jedinjenja
ciljnim organima. Na primer, akumulacija lipozoma u jetri i slezini ograni¢ava dozu bioaktivnog
jedinjenja koja stize na ciljno mesto. Takode, akumulacija lipozoma u makrofagima u ve¢im dozama
moze uticati na njihovu fagocitnu aktivnost, Sto dalje vodi do supresije imuniteta. Dodatni nedostatak
upotrebe lipozomskih formulacija je aktivacija akutne alergijske reakcije koja izaziva oslobadanje
histamina i leukotriena $to dovodi do prekida terapije kod preosetljivih osoba [57, 59].
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Klinicka primena ovih nanosistema suoCava se sa slede¢im problemima: citotoksi¢nost
materijala i brzo uklanjanje iz organizma, imunogenost, kao i neprolazak krvno-mozdane barijere
(engl. blood-brain barrier, BBB). Jedan od nacina da se prevazidu ova ogranicenja je prelazak na
prirodne sisteme za isporuku bioaktivnih jedinjenja. Endogeni nanosistemi pokazali su obecavajuce
rezultate u dostavljanju bioaktivnih jedinjenja i terapijsku efikasnost zbog njihove prirodne
biokompatibilnosti in vivo [60]. Jedan od najistaknutijih primera prirodnih nanosistema za isporuku
bioaktivnih jedinjenja su ekstracelularne vezikule (engl. extracellular vesicles, EV). EV su
membranske strukture sposobne da transportuju razli¢ite biomolekule od celija donora do ¢elija
primaoca, ¢ime se menja fiziologija ¢elija primaoca. Na osnovu ovoga zakljueno je da mogu
posluziti kao prirodni nosaci za bioaktivna jedinjenja i lekove.

2.7.1. BioloSka uloga i terapijski potencijal ekstracelularnih vezikula
Ekstracelularne vezikule su sloZzene membranske strukture sastavljene od lipidnog dvosloja
koji sadrzi transmembranske proteine i obuhvata rastvorljive hidrofilne komponente. Najcesce

rastvorljive komponente prisutne u unutrasnjosti EV su aktivni biomolekuli, kao §to su nukleinske
kiseline, proteini i ugljeni hidrati (slika 7) [61].

m #20 [ lipidni dvosloj
miRNK ."(‘
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(CD9,CD63,CD81)
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i
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proteini specificni za celiju
(ASGR1, GPA33, EpCAM)

Slika 7. Struktura ekstracelularne vezikule [61]

Glavna uloga EV jeste transport ovih biomolekula od jedne éelije do druge éelije. Celije
oslobadaju ove vezikule u ekstracelularni prostor kako bi obavile meducelijsku komunikaciju putem
razli¢itih mehanizama, kao $to su direktna fuzija membrana, interakcija receptor-ligand, endocitoza i
fagocitoza [62]. EV posreduju u fizioloskim i patoloskim stanjima i bivaju oslobadene od strane
normalnih, ali i tumorskih i apoptotskih ¢elija. Mogu se pronac¢i u mnogim telesnim te¢nostima,
ukljucujuéi krv, salivu, urin, mleko, semenu 1 amnionsku tec¢nost. Pored humanih telesnih tecnosti,
EV se nalaze u humanim ¢elijskim kulturama, u ¢elijama zivotinjskog porekla, kod biljaka, bakterija,
gljiva i parazita [62].
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Trenutna klasifikacija EV se zasniva na njihovoj veli¢ini i biogenezi. Stoga se EV mogu podeliti
u tri glavne kategorije (prikazane naslici 8) koje se medusobno razlikuju po veli¢ini, poreklu i funkciji
[63, 64]:

1. Egzozomi (30-150 nm) nastaju iz endozoma, kao intraluminalne vezikule unutar
multivezikularnih tela (engl. Multi vesicular body, MVB). Nakon §to se formiraju, ove
vezikule se luce spajanjem MVB sa ¢elijskom membranom i oslobadanjem u ekstracelularni
prostor. Oni sadrze proteine, lipide, iRNA kao i nekodiraju¢e RNA (miRNK, IncRNK itd).
Ucestvuju u regulaciji fizioloskih (imuni odgovor, koagulacija) i patoloskih (signalizacija u
tumorskim ¢elijama koja pospesSuje rast ¢elija 1 angiogenezu) procesa u Celiji.

2. Mikrovezikule su veée od egzozoma (100-1000 nm) i formiraju se direktno od celijske
membrane procesom koji ukljucuje otpustanje dela membrane u vidu vezikula. One mogu
sadrzati ¢elijske proteine i nukleinske kiseline, 1 igraju kljucnu ulogu u transportu bioaktivnih
molekula do razlic¢itih ¢elija i tkiva.

3. Apoptotska tela nastaju tokom c¢elijske smrti i mogu sadrzati ostatke Celijskih komponenti.
Ona su veca (1-5 pm) i specifi¢na za ¢elije koje prolaze kroz apoptozu, ali mogu imati vaznu
ulogu u imunoloskim odgovorima, prenoseci antigene do fagocita i drugih imunskih celija

[63].

Tokom poslednje decenije nau¢no interesovanje za EV se naglo povecalo, nakon §to se
pokazalo da bioaktivna jedinjenja upakovana u EV mogu da se prenesu izmedu ¢elija i izmene fenotip
éelija primaoca. Celije mogu da pakuju biomolekule u EV putem endogenih mehanizama sortiranja i
oslobadaju ih konstitutivno ili nakon stimulacije. Njihova uloga u prenosu bioaktivnih molekula ih
¢ini klju¢nim posrednicima u fizioloskim i patofizioloskim procesima. Otkri¢e da EV predstavljaju
prirodni mehanizam za prenos informacija izmedu ¢elija, omogucilo im je da postanu sistemi za
dostavu lekova i bioaktivnih molekula [52].

Mlkrovezlkule o Vezikule nalik
O egzozomima

Rani
endozo
\

Vezikulao Multlvezikularno
\ telo

O

Egzozomi

Vezikula

O O

Multivezikularni

Goldzijev endozom O
aparat Membranske
Citoplazma partikule

Slika 8. Razliciti tipovi sekretovanih vezikula [63]
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2.7.2. Uloga ekstracelularnih vezikula u dostavi bioaktivnih jednjenja

Ekstracelularne vezikule su zbog svojih bioloskih osobina prepoznate kao vazni prirodni
sistemi nano razmera za dostavu bioaktivnih jedinjenja. Prednosti koris¢enja EV u dostavi bioaktivnih
jedinjenja ukljucuju njihovu malu veli¢inu, blago negativan zeta potencijal koji spreCava
aglomeraciju i/ili fuzionisanje u cirkulaciji, odsustvo citotoksi¢nosti, kao i njihovu sli¢nost sa
¢elijskim membranama. Pored toga, neke EV pokazuju povec¢anu sposobnost da izbegnu degradaciju
ili uklanjanje od strane imunog sistema [60].

Prinos EV 1 fizicko-hemijska svojstva EV koja uti¢u na njihovu farmakokinetiku mogu da
variraju u zavisnosti od tipa donorske ¢elije. 1z tih razloga neophodno je odabrati odgovarajuéi tip
donorske ¢elije kao izvora EV [65]. Istrazivanje razli¢itih celijskih izvora za terapeutske EV je
znacajno, jer je sastav lipida i povrSinskih proteina EV jedan od klju¢nih faktora za njihovu funkciju.
Pored toga, u zavisnosti od ¢elijskog porekla, povrsinski markeri mogu imati funkcije koje umanjuju
predvideni efekat EV terapije. PovrSinski markeri mogu izazvati nespecifi¢no vezivanje EV za ¢elije
koje nisu ciljne. Ove nespecificne interakcije mogu rezultirati smanjenom dostupno$¢u EV na
zeljenom mestu delovanja $to dovodi do gubitka terapeutske efikasnosti. Neki markeri na povrSini
EV mogu biti prepoznati kao strani od imunskog sistema, $to moZze izazvati fagocitozu od strane
makrofaga. Strategija za prevazilazenje ovog problema jeste modifikacija povrsinskih markera EV.
Stoga je klju¢no da se pazljivo razmotre bioloske karakteristike EV dobijenih iz razlicitih tipova Celija
I da se izvagaju prednosti i mane u terapijske svrhe [60, 66].

EV mogu efikasno zastititi molekule od metabolicke transformacije i degradacije, ¢ime se
povecava njihova biodostupnost i stabilnost pri transportu kroz krvotok i digestivni trakt. Povrsinski
molekuli na EV omoguc¢avaju specifi¢no vezivanje za odredene c¢elijske receptore, Sto znaci da EV
mogu biti programirane da ciljaju specifi¢na tkiva. Zbog prirodnog porekla, EV ne izazivaju imunski
odgovor, §to ih ¢ini pogodnijim nosa¢ima u poredenju sa veStackim sistemima poput lipozoma. EV
iz endogenih izvora uspeSno maskiraju prirodne komunikacione puteve izmedu celija, ¢ime se
smanjuje imunogenost [67].

2.7.3. Metode izolovanja ekstracelularnih vezikula

Istraziva¢ima je prilino izazovno da dobiju EV visoke c¢isto¢e nakon izolovanja Sto
ograni¢ava njthovu klinicku primenu. Iz tog razloga je razvijeno nekoliko novih tehnika 1
komercijalnih proizvoda za izolovanje EV. Metode su zasnovane na principima razdvajanja koja
koriste fizi€ka svojstva EV, kao §to su njihova gustina, masa i oblik. Pored toga, razdvajanje se takode
moze izvrsiti na osnovu fizicko-hemijskih i1 biohemijskih svojstava EV, kao §to su naelektrisanje,
hidrodinamika, rastvorljivost i svojstva povrSine (odnosno proteina na povrSini). Svaka metoda
izolovanja EV ima svoje prednosti i mane. Shodno tome, izolovanje se moZe izvrsiti pomocu jedne
ili kombinovanjem viSe metoda u zavisnosti od svojstava EV. Razli¢ite metode izolovanja su
prikazane na slici 9 i mogu se podeliti u sledece kategorije:

izolovanje na osnovu gustine,
izolovanje na osnovu veli€ine,
izolovanje na osnovu afiniteta,
izolovanje na osnovu precipitacije i
izolovanje zasnovano na mikrofluidici.
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Za izolovanje EV na osnovu gustine koriste se diferencijalno centrifugiranje i centrifugiranje
u gradijentu gustine. Ultracentrifugiranje (UC) je naj¢e$¢a metoda i trenutni zlatni standard za
izolovanje EV. Ukratko, UC je metoda centrifugiranja u kojoj se centrifugalna sila postepeno
povecava. Prvo se uklanjaju mrtve ¢elije i celijski ostaci pri maloj centrifugalnoj sili od 2000 x g;
uklanjanje mikrovezikula i apoptotickih tela na 10.000 - 20.000 x g i zatim talozenje EV pri velikoj
centrifugalnoj sili od 100.000 - 120.000 x g. Ultracentrifugiranjem se postize odvajanje i
prec¢is¢avanje EV pri ¢emu se EV izdvajaju u vidu peleta. U pelet se dodaje sterilan PBS i ponovlja
se ultracentrifugiranje. Ovaj korak moze smanjiti koli¢inu neZeljenih Cestica koje su zajedno
izolovane sa EV. Diferencijalno UC je adekvatna metoda za uzorke velikih zapremina. Mana ove
metode je §to moze izazvati osteCenje EV zbog primene velike centrifugale sile [68, 69].

Centrifugiranje sa gradijentom gustine je modifikovana metoda ultracentrifugiranja koja
koristi medijum sa unapred konstruisanim gradijentom gustine od saharoze ili jodiksanola. Uzorak se
stavlja u dati medijum i ¢estice putuju kroz gradijent sve dok ne dodu do tacke gde je njihova gustina
jednaka gustini medijuma. Dobijene frakcije se razdvajaju. Zatim je potrebno izolovanje EV iz tog
gradijentnog opsega gustine. Dakle, ova metoda je zahtevna, traje duze od UC. Medutim moguce je
ovom metodom razdvojiti razli¢ite populacije EV [68, 70].

Metode zasnovane na odvajanju EV na osnovu veli¢ine su ultrafiltracija i gel filtracija. Prva
metoda se zasniva na odvajanju EV na osnovu veli¢ine pomo¢u membrane sa porama odredenih
razmera. EV vece mase se zadrzavaju iznad membrane, dok manje prolaze u filtrat. Prednost
ultrafiltracije je Sto traje kratko i1 ne zahteva skupu opremu za rad. Medutim, tokom rada EV mogu da
se polepe za filter i da se smanji prinos izolovanih EV. Samim tim, ovaj gubitak EV je problem
ultrafiltracije [70, 71]. Druga metoda se zasniva na razdvajanju EV na osnovu veli¢ine na koloni sa
poroznom stacionarnom fazom. Manje partikule od EV ¢e se sporije eluirati sa kolone. Prednost gel
filtracije leZi u tome Sto EV zadrZavaju oblik, integritet i biolosku aktivnost. Medutim, mana je duZina
trajanja rada, a dobija se i razblazen uzorak [72].

Jedna od karakteristika EV koja se moze iskoristiti za njihovo izolovanje jeste afinitet ka
antitelima. Metode za izolovanje koje se zansivaju na afinitetu ka antitelima su magnetna-
imunoprecipitacija i imunoafnitetna hromatografija [70]. Magnetna-imunoprecipitacija je tehnika
koja koristi specificnost antitela 1 efikasnost magnetnih Cestica za izdvajanje EV iz kompleksnih
bioloskih uzoraka. PovrSina magnetnih kuglica je oblozena streptavidinom koji omogucava kacenje
antitela. Antitela zatim specifi¢éno prepoznaju proteine na povrsini EV, poput CD9, CD63 ili CDS8I.
Ovi proteini predstavljaju povrSinske markere EV. Nakon vezivanja EV, magnetne kuglice se
izdvajaju iz uzorka pomoc¢u magneta, ¢ime se nepozeljne komponente uklanjaju. Elucijom EV se
oslobadaju sa magnetnih Cestica. Prednost metode se ogleda u jednostavnosti 1 brzini izvodenja i
visokoj specifi¢nosti. Medutim, cena magnetnih kuglica i antitela je visoka [70, 73]. Afinitetna
hromatografija se zasniva na imobilizaciji antitela za matriks. Ova antitela specifi¢no prepoznaju
antigene na povrsini EV, kao $to su CD9, CD63 i CD81. Tokom izolovanja uzorak se propusta kroz
kolonu sa stacionarnom fazom sa vezanim antitelima. Zahvaljujuéi specificnosti antitela EV se vezuju
za matriks. Nakon uklanjanja nespecificno vezanih Cestica kroz ispiranje, vezane EV se eluiraju
pomocu pufera koji razbijaju interakcije izmedu antigena i antitela, omogucavajuéi njihovo
izdvajanje u visokoj ¢isto¢i. Prednost ove metode jeste visoka specificnost 1 odrzavanje integriteta
EV nakon procesa izolovanja. Mane metode leze u ceni kolona i specifi¢nih antitela [74].
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EV se mogu izolovati i tehnikama koje se zasnivaju na njihovoj precipitaciji. Za precipitaciju
EV se koristi polietilen glikol (engl. polyethylene glycol, PEG), polimer koji ekskluduje vodu. Na
ovaj nacin se smanjuje rastvorljivost EV §to dalje dovodi do njihovog talozenja. EV se vrlo lako
dobijaju centrifugiranjem. Ova metoda je jednostavna i moguce je koristiti velike zapremine uzoraka.
Medutim, glavni nedostatak precipitacije polimerima je istovremena ko-precipitacija velikog broja
kontaminanata, poput proteina i polimernih materijala. Zbog toga ova metoda nije pogodna za
proteomske studije zasnovane na masenoj spektrometriji [68, 70].

Izolovanje zasnovano na mikrofluidici podrazumeva da se EV odvajaju na osnovu afiniteta
ka antitelima imobilisanim na mikrofluidnom ¢ipu. Pred-tretman nije potreban u ovom slucaju. Ova
metoda je brza i ne zahteva veliku zapreminu uzorka. Medutim, ¢ipovi su veoma slozeni i skupi [75].

A) Ultracentrifugiranje B) Centrifugiranje u gradijentu gustine C) Gel filtracija
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Slika 9. Nacini izolovanja EV A) ultracentrifugiranje B) centrifugiranje u gradijentu gustine C) gel
filtracija D) ultrafiltracija E) afinitetno izolovanje F) precipitacija [76]

Tabela 3 sumira razli¢ite metode za izolovanje ekstracelularnih vezikula, njihove prednosti,
mane, kao i koli¢inu potrebnog uzorka.
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Tabela 3. Prednosti i mane metoda za izolovanje EV [77]

Zapremina uzorka Prednosti Mane
Velike zapremine Siroko primenjena metoda; Dugo traje; Javljaju se
Ultracentrifugiranje (UC) (o Gk tcE)tinu ml) Moguce izolovanje razli¢itih protein/EV agregati;
populacija EV Skupa oprema

Skupa oprema i reagensi;
Formiranje gradijenta

Ultracentrifugiranje u Zapremine 0d5do oo sistoca izolovanih EV gustine je zahtevno;
gradijentu gustine 20 ml) Dobija se mali prinos
vezikula

Ne dobijaju se visoko

preciséene EV; EV se
Ultrafiltracija (UF) et gt Jednostavna i brza; Nije skupa lepe za membrapu sto
oprema za rad moze dpvesti do
agregacije ili gubitka
uzorka

Jeftina metoda; Izolovane EV Mala koli¢ina uzorka;

Gel filtracioja Do 10 ml zadrzavaju oblik, integritet i Dugo traje; Razblazenje
biolosku aktivnost uzorka

Magnetna- Jednf> stavna | br_za m.etoda;“ Visoka cena; Potrebna

et el Do 5 ml Mogucnost selektivne izolacije specifitna antitela
preciprtacty podtipova EVs P

. . . Visoka specifi¢nost; Visoka cena specifi¢nih

AT EI L I Do 5 ml Odrzavanje integriteta EV antitela
Precipitacija sa polimerima Velike zapremine Jednostavna i jeftina metoda Ko-precipitacija

kontaminanata

Male zapremine (do Brza metoda; Visoka ¢istoca Skupi &ipovi
1 ml) EV upt cipov

Mikrofluidika

Da bi se sprecila kontaminacija, rad sa EV bi u idealnom slucaju trebalo da se odvija u
sterilinim uslovima. Kada takav rad nije moguce ispuniti, alternativa je sterilna filtracija kroz filtere
sa porama od 0,2 um, Ovi filteri su lako dostupni i mogu se primeniti tokom preci$¢avanja EV, a pre
njihovog ¢uvanja [57].

Nakon izolovanja i pre¢i$¢avanja, EV treba ¢uvati u odgovaraju¢em puferu i na temperaturi
koja odrzava stabilnost EV. Kratkoro¢no ¢uvanje (do 48h) moze se odvijati na +4°C. Dugoro¢no
cuvanje EV se odvija na -80°C. Preporucuje se zamrzavanje u malim, pojedina¢nim alikvotima kako
bi se izbeglo ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje. Slede¢i vazan aspekt jeste posuda za ¢uvanje
posto se za odredene povrSine mogu vezati EV i izmeniti im karakteristike. Krioprezervacija sa
krioprotektorima se obi¢no koristi za smanjenje osmotskog oSte¢enja tokom zamrzavanja EV.
Izolovane vezikule su ¢uvane u sterilnom 1 filtriranom PBS, 0,9% natrijum hloridu ili medijumu
¢elijske kulture. Takode, za dugotrajno cuvanje moze se razmotriti dodatak zastitnih agenasa poput
trehaloze (0,1-0,2 M). Drugo resenje za ¢uvanje EV je Plasma-Lite A, koji je izotoni¢ni rastvor sa
sli¢énim sastavom soli kao plazma, ali bez prisustva proteina ili Secera. Liofilizacija je jos jedan aspekt
Cuvanja EV za koju se pokazalo da povecava stabilnost EV. EV iz razli€itih ¢elijskih izvora i/ili EV
subpopulacija moze imati razli¢ite optimalne uslove c¢uvanja i stoga ¢e uslovi Cuvanja moraju
optimizovani za svaki novi terapeutik zasnovan na EV [57].
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Izolovane EV moraju biti okarakterisane. Tehnike karakterizacije egzozoma dele se u dve
kategorije: tehnike za karakterizaciju unutrasnjeg sadrzaja (kompozicijske/biohemijske) 1 tehnike za
spoljasnju karakterizaciju (fizicke). Prva grupa tehnika identifikuje membranske proteine i oblik
egzozoma, dok druga ispituje morfologiju i velic¢inu Cestica. Ove metode su kljucne za razumevanje
njihovih funkcija, identifikaciju biomarkera i potencijalnu primenu u terapiji. Za karakterizaciju
izolovanih EV obi¢no se koristi viSe tehnika. Neke od znacajnih metoda karakterizacije su sledece:
transmisiona i skenirajuca elektronska mikroskopija (transmission electron microscopy, TEM i
scanning electron microscopy, SEM), dinamicko rasipanje svetlosti (engl. dynamic light scattering,
DLS), analiza pra¢enja nanocestica (engl. nanoparticle tracking analysis, NTA), mikroskopija
atomske sile (engl. atomic force microscopy, AFM), Western blot analiza, proto¢na citometrija,
masena spektrometrija, sekvenciranje RNK i proteomska analiza [78]. DLS i NTA omogucavaju
merenje veli¢ine 1 distribucije EV. TEM u kombinaciji sa specificnim bojenjem moze pruZziti
strukturne detalje EV. Krio-elektronska mikroskopija takode je pogodna za prikaz morfologije EV
jer ne zahteva fiksaciju ili specificna bojenja. Kombinacija SEM 1 AFM Kkoristi se za odredivanje
veli¢ine, morfologije i o¢uvanosti strukture EV. Proto¢na citometrija se nedavno pokazala kao
perspektivan alat za analizu povrSinskih markera EV [76].

2.7.4. Metode inkorporacije bioloSki aktivnih jedinjenja u EV

Kako bi se bioaktivna jedinjenja zastitila od oksidacije i degradacije u cirkulatornom sistemu
I mogla dostaviti u specifi¢na tkiva, moraju biti upakovana u adekvatne membranske strukture. Bilo
prirodne ili sintetske, EV se sastoje od membranskog lipidnog dvosloja u kome su lokalizovani
povrsinski receptori i hidrofilnog jezgra u koje se pakuju Zeljena bioaktivna jedinjenja. Nacini
pakovanja bioaktivnih jedinjenja obuhvataju fizi¢ke, hemijske i bioloske metode, a sve one se mogu
svrstati u dva glavna pristupa: (I) aktivna ili (II) pasivna inkorporacija. Na slici 10 su prikazane
metode inkorporacije bioaktivnih jedinjenja. Ove metode rezultiraju razli¢itom efikasno$¢u punjenja
i stabilnosti bioaktivnih jedinjenja u EV [66].

a) Pasivna inkorporacija bioaktivnih jedinjenja

Ovakav pristup podrazumeva jednostavne, blage i neinvanzivne metode koje ne oStec¢uju ni
membranu vezikula, kao ni samo bioaktivno jedinjenja. Medutim, ova metoda ima nisku efikasnost
punjenja vezikula, Sto predstavlja ograniCenje za samostalnu primenu. Zbog toga se pasivna
inkorporacija kombinuje sa drugim metodama kako bi se poboljsala efikasnost punjenja vezikula
bioaktivnim jedinjenjem. Pasivna inkorporacija moze biti:

e Pasivna inkubacija bioaktivnih jedinjenja sa donorskim ¢elijama

U ovom pristupu, donorske ¢elije koje produkuju EV se gaje u medijumu sa bioloski aktivnim
jedinjenjem. Zatim se Celije isperu 1 preseju u novi flask sa svezim medijumom kako bi se otklonio
visak neinkorporiranog jedinjenja. Celije prirodno inkorporiraju ova jedinjenja u EV koje potom luée
u medijum. 1z medijuma se izoluju vezikule i ispituju se na dejstvo datog bioaktivnog jedinjenja. Ova
metoda je blaga jer ne zahteva posebnu manipulaciju EV. Efikasnost inkorporacije moZe varirati u
zavisnosti od vrste molekula i tipa donorske ¢elije [60].
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e Pasivna inkubacija bioaktivnih jedinjenja sa vezikulama

EV se izoluju iz medijuma donorskih ¢éelija i zatim inkubiraju sa Zeljenim jedinjenjem (npr.
urolitinima ili polifenolima) u fizioloSkim uslovima, pri ¢emu oni difunduju u EV duz gradijenta
koncentracije. Uslovi inkubacije (vreme inkubacije, pH i temperatura) mogu uticati na efikasnost
inkorporacije. Efikasnost punjenja zavisi od hidrofobnosti jedinjenja. Hidrofobna jedinjenja mogu da
stupe u interakciju sa lipidnim slojem membrane vezikula. Prednost metode se ogleda u
jednostavnosti, ali i u tome $to su membrana vezikula kao i samo bioaktivno jedinjenje o¢uvali svoju
strukturu Njena najveéa mana je niska efikasnost i nemoguénost kontole koli¢ine jedinjenja koje se
pakuje u EV (slika 10) [67].

b) Aktivna inkorporacija bioaktivnih jedinjenja

Za razliku od pasivne inkorporacije, ove metode zahtevaju dodatnu opremu (elektrporator ili
ultrazvuénu sondu) kako bi se bioaktivno jedinjenje inkorporiralo u EV.

e Elektroporacija

Elektroporacija je metoda koja koristi elektroporator kako bi se proizveli kratki impulsi
elektri¢énog polja koji privremeno destabilizuju membranu EV. Elektri¢na struja remeti fosfolipidni
dvosloj vezikula, §to dovodi do stvaranja privremenih pora i prolaznog stanja permeabilnosti
membrane. Bioaktivnim jedinjenjima je omoguceno na taj nacin da prodru u unutras$njost vezikule.
EV koje su elektroporirane se inkubiraju odredenim puferima kako bi im se integritet membrane
obnovio. Ova metoda je efikasna posebno za molekule ve¢ih dimenzija i manje hidrofobne molekule
koji ne mogu spontano da difunduju u unutrasnjost vezikula. Elektroporacija zahteva pazljivo
podesavanje uslova (ja¢ine polja i trajanja impulsa) kako bi se izbegla potencijalna oste¢enja EV [79].

e Sonifikacija

Izolovane EV 1 bioaktivna jedinjenja se prvo mesaju, a zatim se koristi ultrazvu¢na sonda za
privremenu permeabilizaciju membrane vezikula. Ova metoda omogucava da jedinjenja lako prodru
u unutraSnjost vezikula. Neki lipofilni molekuli ne ulaze u unutra$njost vezikula, ve¢ ostaju vezani
za membranu. U tim situacijama imamo dve faze oslobadanja bioaktivnih jedinjenja. Iako je ova
metoda efikasna postoji moguénost oste¢enja membrane EV te su potrebna optimalna podesavanja
ultrazvucne snage i vremena trajanja sonifikacije [67] [80].

e Odmrzavanje/zamrzavanje

U ovoj proceduri, izolovane EV se inkubiraju sa bioaktivnim jedinjenjima prvo na sobnoj
temperaturi u odredenom vremenskom periodu, a zatim se smeSa brzo zamrzne na -80°C ili u tecnom
azotu i nakon toga odmrzne na sobnoj temperaturi. Ovaj proces se ponavlja najmanje 3 puta da bi se
obezbedila inkapsulacija zeljenog jedinjenja. Medutim, metoda moze da izazove agregaciju EV.
Kapacitet punjenja metodom zamrzavanja/odmrzavanja je generalno nizi nego kod metoda
elektroporacije ili sonifikacije [60].
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e Ekstruzija

Ekstruzija je metoda koja zahteva mini ekstruder na bazi Sprica sa poroznom membranom.
Izolovane EV se pomeSaju sa datim bioaktivnim jedinjenjem 1 propustaju se kroz membrane sa finim
porama pod odredenim pritiskom i kontrolisanom temperaturom. Tokom ekstruzije, membrana EV
biva pokidana $to omogucava molekulima da se inkorporiraju u EV. Jo§ uvek nije utvrdeno da li
mehanicka sila koriS¢ena u ovoj metodi menja svojstva membrane, kao §to su zeta potencijal i
strukture membranskih proteina. Mana ove metode je $to moze do¢i do deformacije membrane EV
pri ostrim uslovima [80, 81].

¢ Hemijska modifikacija povrsine
U nekim slucajevima, bioaktivna jedinjenja se mogu kovalentno vezati za povrsinske proteine
EV putem hemijskih reakcija (pomocu polietilenglikola ili biotina). lako ova metoda omogucava
selektivno vezivanje, moze promeniti povrSinske karakteristike EV, §to moze uticati na njihovo
vezivanje za ciljne ¢éelije [82].
e Fuzijasa lipidnim nanopartikulama
Fuzija lipidnih nanocestica koje sadrze bioaktivna jedinjenja sa EV moze obezbediti njihovu
inkorporaciju. Ova metoda koristi sli¢ne lipide za spajanje sa membranom EV, ¢ime se postize
stabilna inkorporacija molekula u vezikule [83].

U tabeli 4 su sumirane prednosti i mane metoda za inkorporaciju bioaktivnih jedinjenjau EV.

Tabela 4. Poredenje metoda za inkorporaciju bioaktivnih jedinjenja u EV [84, 85]

Strategija Metode Prednosti Mane
Niska efikasnost;
Inkubaciia sa EV Jednostavna metoda; Nema Nemogucnost kontrole
! ostecenja strukture EV koli¢ine upakovanog
Pasivna jedinjenja

Aktivna

Inkubacija sa donorskim
celijama

Elektroporacija

Sonifikacija

Odmrzavanje/Zamrzavanje

Ekstruzija

Fuzija sa lipidnim
nanopartikulama

Relativno jednostavna
metoda; Nema ostecenja
strukture EV
Brza i jednostavna;
Pogodna za ve¢e molekule

Efikasna metoda

Brza i jednostavna

Relativno efikasna metoda

Efiksna metoda

Niska efikasnost; Jedinjenje
moze biti citotoksi¢no za
celije
Ostecenje membrane EV

Mogucnost ostecenja EV;
Agregacija EV; Nije
efikasna za hidrofobne
molecule

Moguénost agregacije EV

Ostecenje membrane EV

Generisanje pora u EV
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Slika 10. Nacini inkorporacije metabolita u vezikule [86]

Ekstracelularne vezikule izazivaju veliko interesovanje za isporuku bioaktivnih jedinjenja i
lekova. Njihove obecavajuce prednosti, kao §to su niska imunogenost i poboljSana stabilnost u
cirkulaciji, ¢ine ih sve privlac¢nijim za ciljanu dostavu lekova. Medutim, biogeneza, mehanizmi
transporta 1 preuzimanja EV 1 dalje su nedovoljno objasnjeni. Pored toga, EV poreklom iz razli¢itih
izvora imaju razliite sadrZaje 1 samim tim mogu imati razliite efekte na celije ili organizam
domacina. Kompleksnost biohemijskih svojstava EV dovodi do brojnih dodatnih izazova, kao §to su
standardizacija metoda izolovanja 1 preciS¢avanja, efikasnost punjenja i proizvodnja za klinicku
upotrebu. Isporuka bioaktivnih jedinjenja i lekova zasnovana na EV zavisi od preciznih terapijskih
zahteva, odnosno hemijske prirode leka, metode punjenja EV, ciljanog mesta dostave i mehanizma
delovanja. Pored svega navedenog, pokazale su ogroman potencijal u leenju razli¢itih malignih i
neuroloskih oboljenja. Iako postoje znacajni izazovi u primeni EV za ciljanu dostavu lekova, ove
endogene vezikule pokazuju ogroman potencijal u biomedicini kao slede¢a generacija sistema nano-
razmera za isporuku bioaktivnih jedinjenja i lekova [87].
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Na osnovu prethodno iznetih literaturnih podataka definisani su ciljevi ovog istrazivanja:

Prvi cilj istrazivanja fokusira se na ispitivanje prirode interakcija izmedu urolitina i njegovih
glukuronida sa serumskim albuminima: govedim 1 humanim. Govedi serumski albumin se ¢esto
koristi kao model protein zbog svojih sli¢nosti sa humanim albuminom, $to omogucava uvid u
vezivanje, stabilnost i moguce strukturne promene BSA prilikom interakcije sa urolitinima. Priroda
interakcija izmedu urolitina i BSA ispitivace se na jednoj temperaturi koriste¢i metodu fluorescentne
spektroskopije, dok ¢e molekulski doking predvideti specificna mesta vezivanja na proteinu,
aminokiselinske ostatke ukljucene u interakcije i vrste tih interakcija koje se ostvaruju. Ovi podaci
pruzi¢e uvid u stabilnost kompleksa i moguce promene u strukturi BSA usled vezivanja urolitina.

Ispitivanje interakcija izmedu urolitina i HSA fluorescentnom spektroskopinjom na tri
razlicite temperature omogucéava uvid u termodinamicke parametre vezivanja. Sinhrona fluorescentna
spektroskopija pruzi¢e nam detaljniju analizu mesta vezivanja i promene u mikrookolini fluorofora
unutar HSA nakon interakcije sa urolitinima. Infracrvena spektroskopija (FTIR) i cirkularni
dihroizam (CD) ¢e analizirati promene u sekundarnoj strukturi HSA izazvane vezivanjem urolitina,
s ciljem identifikacije potencijalnin konformacionih promena proteina. Kao dopuna
eksperimentalnim metodama, uradic¢e se molekulski doking koji ¢e pored specifi¢nih mesta vezivanja
urolitina na HSA dati klju¢ne informacije o aminokiselinskim ostacima uklju¢enim u interakcije, kao
i vrstama tih interakcija. Moguce je i kvantifikovati ja¢inu interakcija izmedu urolitina i proteina
izraCunavanjem vezivnih energija, Sto ¢e pruziti uvid u stabilnost formiranih kompleksa.
Kombinovanjem ovih metoda, istrazivanje tezi pruzanju sveobuhvatnog uvida u prirodu, mehanizme
vezivanja i strukturne promene koje nastaju usled interakcije serumskih aloumina sa urolitinima. Na
ovaj nacin dobijamo klju¢ne informacije o bioraspolozivosti urolitina u organizmu.

Drugi cilj istrazivanja odnosi se na razvoj metoda za inkorporaciju urolitina A, kao
predstavnika klase ove grupe jedinjenja, u ekstracelularne vezikule iz komercijalnih humanih
¢elijskih linija. Ekstracelularne vezikule, kao prirodni sistemi nano razmera za transport lekova, mogu
znacajno doprineti istraZivanju terapijskog potencijala urolitina.
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4.1. Materijal

Urolitini (URO A, URO B, URO C, URO D, URO AG i URO BG) dobijeni su ljubaznoséu
dr Gonzales Sarriasa u ¢istoc¢i od 95% [88]. URO A (CAS: 1143-70-0) ¢istoce vece od 98 % je kupljen
od Cayman Chemicals, USA za potrebe eksperimenata. Stok rastvori URO su pripremani
rastvaranjem urolitina u DMSO : fosfatni pufer = 1:1, tako da kona¢ne koncentracije budu 1 mM. U
svim daljim eksperimentima u kojima se koristila smeSa protein-ligand, koncentracija rastvraca
dimetil sulfoksida (engl. dimethyl sulfoxide, DMSO) nije prelazila 0,5%.

BSA je kupljen od kompanije Sigma-Aldrich Chemical Compani; St. Louis, SAD, dok je HSA
(bez masnih kiselina) kupljen od CSL Behring GMBH. Oba proteina su koriséena bez dodatnog
preciS¢avanja. Dvostruko destilovana voda je kori$¢ena kao rastvara¢ za pripremu rastvora i pufera.
Sve ostale hemikalije koje se koriste u eksperimentima su analitickog kvaliteta. PoCetni rastvor BSA
(25 mM) pripremljen je rastvaranjem u 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,0 koji sadrzi 0,15 M NaCl na
osnovu molekulske tezine od 66.000 Da. Osnovni rastvor BSA je cuvan u mraku na 4°C.Serija BSA
rastvora, sa povecanjem koncentracija od 0 do 25 pM, pripremana je u fosfatnom puferu za
odredivanje linearnog opsega koncentracije za fluorescenciju proteina. BSA rastvori su podvrgnuti
merenju fluorescencije sa slede¢im instrumentalnim parametrima: maksimalna talasna duzina
ekscitacije (Aex) za BSA je postavljena na 280 nm, a izmerena je maksimalna talasna duzina emisije
(Aem) za BSA na 350 nm. Na osnovu dobijenog linearnog opsega fluorescencije za koncentracije
BSA izmedu 0 1 5 uM, rastvor BSA koncentracija od 3 uM je izabrana za eksperimente gasenja
fluorescencije. Napravljena je serija razblazenja URO (5-30 pM), tako §to je dodavano 0,25 mL
odgovarajuceg rastvora urolitina u 3 mL rastvora BSA da bi se dobio urolitin kona¢ne koncentracije
u opsegu od 0 do 25 uM. Nakon dodavanja rastvora urolitina u rastvor BSA, promena fluorescencije
je merena u roku od 1 min. Ovi eksperimenti su izvedeni dodavanjem alikvota jednake zapremine
kvencera u rastvor proteina da bi se izbegla greSka razblaZivanja u eksperimentima tipa titracije. Svi
eksperimenti su tri puta ponovljeni.

Osnovni rastvor HSA (10 uM) je pripremljen razblazivanjem rastvora HSA (molekulske
tezine 66, 500 Da) od 200 g/L u 0,1 M fosfatnog pufera pH 7,4 koji sadrzi 0,15 M NaCl i ¢uva se na
4°C. 3 uM HSA rastvor kori$éen za eksperimente gasenja fluorescencije. 0,7 pL rastvora URO je
dodavano u rastvor HSA da bi se dobili URO rastvori sa koncentracijama u opsegu od 3 uM do 10
HM.

4.2. Metode

4.2.1. Merenje gasenja fluorescencije SA

Uticaj prisustva URO na mikrookruZenje fluorofora BSA 1 HSA je proucavan merenjem
intenziteta fluorescencije koris¢enjem spektrofluorometra FluoroMax-4 Model F-2000 (HORIBA
Jobin lvon, Japan) sa 150 W ksenonskom lampom bez ozona i termostatom za postizanje zadate
temperature. Tokom eksperimenata je koris¢ena kvarcna kiveta od 1,00 cm (Hellma Analytics,
Nemacka). Sirina proreza monohromatora kori$éenih za pobudu i emisiju je podesena na 5,0 nm. Svi
eksperimenti su izvedeni u triplikatima. Pripremljeni uzorci proteina BSA 1 HSA su pobudeni na
talasnoj duzini od 280 nm. To je talasna duZina ekcitacije aromaticnih (Tyr 1 Trp) aminokiselinskih
ostataka. Fluorescentni emisioni spektri BSA i HSA su mereni u opsegu talasnih duzina od 200 do
600 nm. Sirina proreza emisionog i ekscitacionog monohromatora je bila 5 nm. Emisioni spektri za
BSA su praceni na 298 K, dok su za HSA na tri razli¢ite temperature (298 K, 303 K i 310 K). Sva
merenja fluorescencije su izvrSena u odnosu na slepu probu. Odgovarajuce slepe probe (pufer sa
odgovaraju¢om koncentracijom urolitina) su oduzete da bi se ispravila pozadinska fluorescencija.
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Efekat unutrasnjeg filtera se odnosi na smanjenje izmerenog intenziteta fluorescencije
uzrokovano apsorpcijom ekscitovane svetlosti uzorka i naknadnom emisijom fluorescencije [89]. Da
bi spektrofluorometrijski podaci bili precizni, ovaj efekat se mora uzeti u obzir. Intenzitet izmerene
fluorescencije moze se korigovati prema jednacini (1) merenjem apsorbance na talasnim duzinama
ekscitacije i emisije [40]:

Aex+Aem

Fcorr = Fobs * 10 2 (1)

gde Feorr 1 Fops predstavljaju intenzitete korigovane i izmerene fluorescencije, navedenim
redom. Aex I Aem predstavljaju apsorbancu na ekscitovanoj i emitovanoj talasnoj duzini. Ovaj efekat
se moze zanemariti i korekcija izmerene fluorescencije se ne izracunava kada je A manji od 0,07 na
obe talasne duzine (Aex i Aem) [90, 91].

Aex 1 Aem Su snimljeni na BioTek Synergy LX multi-mode ¢ita¢u u mikrotitarskoj plocici
ukupne zapremine 300 uL na odgovarajucoj A (nm) i temperaturi od 298 K. 0,1 M fosfatni pufer pH
7,4 koji sadrzi 0,15 M NaCl je koriséen kao slepa proba. Aex i Aem samih URO rastvora (2 pM - 10
MM) i HSA-URO spektri (2 uM - 10 uM URO i 3 uM HSA) su snimljeni. Dobijeni podaci za URO
rastvore odredenih koncentracija su oduzeti u daljoj analizi od podataka dobijenih za rastvor HSA-
URO odgovarajucih koncentracija [43].

4.2.2. Stern-Volmerova (SV) i modifikovana Stern-Volmerova (SV) jednacina

Podaci o gaSenju fluorescencije se analiziraju korisé¢enjem Stern-Volmerove jednacine (2)
koja omogucava odredivanje afiniteta vezivanja fluorofora za molekule kvencera i predvida tip
mehanizma gasenja fluorescencije [92]

Fo
+ = 1+ kq7[Q] = 1+ Ky [Q] (2)

U SV jednacini, Fo predstavlja pocetni intenzitet emisione fluorescencije BSA ili HSA bez
dodatih liganda, dok je F intenzitet emisione fluorescencije posle dodavanja odredene koncentracije
kvencera (Q) na 350 nm; Kq je konstanta bimolekularne brzine gaSenja fluorescencije; Ksv je Stern-
Volmerova konstanta gasenja; to je zivotni vek fluorescencije proteina, a [Q] je koncentracija
kvencera. SV dijagram predstavlja zavisnost Fo/F od [Q] i pokazuje mehanizam gasenja
fluorescencije. Ako se dobije linearna zavisnost Fo/F od [Q], onda je prisutan jedan mehanizam
gaSenja. Medutim, pri visokim koncentracijama [Q], SV dijagram pokazuje zakrivljenost navise,
konkavno prema y-osi. Tada se koristi modifikovani Stern-Volmerov oblik jednacine (3):

Y = (14 KIQ) €M (3)

gde V predstavlja zapreminu sfere u kojoj je kvencer u kontaktu sa hromoforom, odnosno
zapreminu sfere delovanja, Na predstavlja Avogadrovu konstantu i ako je K[Q] zanemarljivo mala
vrednost, onda ova jednacina (3) ima sledeci oblik:
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F_l'? = e(KleD (4)

Zatim se iscrtava zavisnost In (Fo/F) kao funkcija [Q] i dobija se bolja linearnost SV
dijagrama. Na osnovu nagiba SV dijagrama moze odrediti Stern-Volmerova konstanta, Ksy [93].

Konstanta brzine gasenja, kq, odredena je primenom jednacine (5):
I(SV
k,=— (5

Vrednost Kq je dobijena koris¢enjem SV konstante i srednje literaturne vrednosti Zivotnog
veka fluorescencije za HSA u odsustvu bilo kakvih kvenéera fluorescencije (to= 1078 s) [94].

Dvostruka logaritamska jednacina (6):

log <FOF_ F) = log Kb + nlog[Q] (6)

je korisc¢ena za dobijanje vrednosti broja mesta vezivanja (n) i konstante vezivanja (Kp) iz
vrednosti nagiba i y-presecanja, redom.

U slucaju formiranja nefluorescentnog kompleksa izmedu proteina i liganda, konstanta
vezivanja (Kbp) se izracunava na osnovu sledece jednacine (7):

log (FOF_ F) = logKb + nlog{[Q]o —n (Fo — F) [P]O} (7)

Fo

gde [Q]o i [P]o predstavljaju ukupnu koncentraciju kvencera, u ovom slu¢aju urolitina i
ukupnu koncentraciju proteina, odnosno HSA, redom [30].

4.2.3. Termodinamicki parametri HSA-URO kompleksa
Pored ra¢unanja navedenih konstanti (Ksv, Kq 1 Kb), bitno je izracunati i termodinamicke
parametre HSA-URO kompleksa. Termodinamicki parametri kao $to su promena entalpija (AH) 1

promena entropije (AS) tokom procesa formiranja HSA-URO kompleksa, mogu se izra¢unati na
osnovu Van't Hoffove jednacine (8):

O
nkb=-27+x® ®

gde je Ky konstanta vezivanja iz jednacine (7), T je apsolutna temperatura izrazena u K, a
univerzalna gasna konstanta R je 8,314 JK *mol ™.

Za izraCunavanje promene Gibsove slobodne energije (AG) formiranja kompleksa HSA-URO
pod navedenim uslovima (pH = 7,4; T =298 K, 303 K i 310 K) korisc¢ena je sledec¢a jednacina (9):

AG = AH — TAS (9)
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4.2.4. Snimanje sinhronih fluorescentnih spektara HSA-URO kompleksa

Sinhroni spektri fluorescencije su snimani na uredaju FluoroMax-4 Model F-2000 (HORIBA
Jobin Yvon, Japan) u opsegu talasnih duzina od 240 nm do 400 nm, sa kvarcnom kivetom duZzine
puta od 1 cm i zapremine 700 pL. Sirina proreza monohromatora koris¢enih za ekscitaciju i emisiju
je bila 5,0 nm. Sinhroni spektri su snimani na temperaturi od 298 K i pri istim koncentracijama
proteina (3 UM HSA) i liganda (3 uM - 10 uM URO) kao i osnovni fluorescentni spektri. Opseg
sinhronog skeniranja bio je od Aex = 240 nm do Aem = 255 nm, pri ¢emu je razlika u talasnoj duzini
(AML) bila 15 nm za tirozinske aminokiselinske ostatke. Takode je uradeno i sinhrono skeniranje u
opsegu od Aex = 240 nm do Aem = 300 nm, gde je razlika u talasnoj duzini (AL) bila 60 nm za
triptofanske aminokiselinske ostatke. Sinhroni spektri su snimljeni kako bi se istrazile promene u
mikrookruzenju ovih aminokiselina.

4.2.5. Snimanje FT-IR spektara HSA-URO kompleksa

Infracrveni spektri HSA su dobijeni koris¢enjem Nicolet Summit 6700 FT-IR spektrometra
(Thermo Fisher Scientific, SAD), sa atenuiranom totalnom refleksijom (ATR) uz dodatak 30 uM
URO. Mali alikvoti od 1,5 pL sa koncentracijom proteina od 1 mg/mL stavljeni su na kristal
dijamanta, a rastvara¢ je uklonjen pomocu struje argona. Kompozitni spektri srednjeg IR (400—4000
cm1) dobijeni su pomoéu DTGS TEC (deuterisani triglicin sulfat sa termoelektri¢nim hladenjem)
detektora i KBr razdelnika zraka kroz 64 skeniranja. Pozadinska apsorpcija je automatski podesena
u spektrima. Dve dodatne korekcije su napravljene koris¢enjem OMNIC programa: korekcija
osnovne linije i automatska ATR korekcija.

4.2.6. Snimanje CD spektara HSA-URO A kompleksa

CD spektri su snimljeni u dalekoj UV oblasti (190-260 nm) na Jasco J-815 spektrometru
(JASCO, Japan) koriscenjem celije sa duzinom putanje od 0,5 mm. Uslovi snimanja spektara su:
konstantni protok azota na sobnoj temperaturi 25°C (298 K), brzina skeniranja od 50 nm/min i brojem
akumulacija od tri skeniranja.

Pufer za pripremu uzoraka je 0,01 M fosfatni pufer pH 7,4. Pufer ne sme da sadrzi veliku
koncentraciju hloridnih jona (NaCl) jer apsorbuju u dalekoj UV oblasti [48]. Sniman je spektar kako
samog HSA, tako i samog URO A, kao i HSA-URO A kompleksa. Koncentracija HSA je odrzavana
na 3 UM, a koncentracije URO A su bile 6 uM i 30 uM. Pufer je oduzet od svih CD spektra. Prosec¢ni
elipticitet po aminokiselinskom ostataka (MRE) samog HSA i HSA-URO A kompleksa izracunata je
koris¢enjem sledece jednacine (10) [47]:

Bobs
MRE = 10
10*n*l*Cp (10)

gde je izmereni cirkularni dihroizam izrazen u mdeg, Cp, molarna koncentracija proteina, n je
broj aminokiselinskih ostataka proteina i1 je duZina puta u cm. U slu¢aju HSA ovi parametri iznose:
Cpje 3uM, niznosi 585, dok je duzina puta 0,05 cm. CD rezultati su izrazeni kao prosecna elipti¢nosti
po ostatku (MRE) u deg cm? dmol™?. Izra¢unate vrednosti MRE su kori$éene za dalje izradunavanje
ukupnog sadrzaja a-heliksa u HSA koris¢enjem jednacine (11) [47].

] MRE,,, — 2340
%a — heliksa = 30300 x 100 (11)
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4.2.7. Molekulski doking BSA-URO kompleksa

Inicijalne strukture liganda su preuzete sa PubChem-a sajta (URO A PubChem CID: 5488186;
URO B PubChem CID: 5380406; URO AG PubChem CID: 124202103, i URO BG PubChem CID:
101495881) i njihova geometrija je bila potpuno optimizovana sa B3LIP [95, 96] teorijom
funkcionalne gustine koriste¢i standardni 6-311 + + G (d,p) osnovni skup. Svi kvantno hemijski
proracuni su izvrSeni sa Gaussian09 programskim paketom [97].

Molekulsko modelovanje kompleksa URO-BSA izvedeno je koris¢enjem 3D kristalne
strukture BSA (PDB ID: 4F5S, lanac A [98]) preuzete iz Proteinske banke podataka (engl. Protein
Data Bank, PDB). Svi heteroatomi (trietilen glikol i voda) su uklonjeni iz strukture proteina i status
protonovananja svakog titrabilnog amino-kiselinskog ostatka je procenjen koris¢enjem konacne
razlike Poisson-Boltzmann-ovog kontinuuma elektrostatickog modela implementiranog u programu
H + +3.0 [99]. Konacno, struktura proteina je optimizovana u CHARMM programu (verzija c35b1)
koris¢enjem CHARMZ22 proteinskog polja sile [100] sa 5000 koraka optimizacije (2000 koraka sa
algoritmom najstrmijeg spustanja pra¢enog sa 3000 koraka sa Njutn-Rafsonovim algoritmom).

Dalje su optimizovane strukture proteina i liganada podvrgnute analizi sa AutoDockTools
(verzija 1.5.7. Dec_19 18) programa za pripremu molekulskog dokinga. Svi proteinski ostaci su bili
odrzani rigidnim i sve rotirajuc¢e ligandske veze su postavljene tako da se rotiraju slobodno tokom
proracuna.

Studije molekulskog dokinga su sprovedene u AutoDockVina programu (verzija 1.1.2) [101].
Mala reSetkasta kutija, sa dimenzijama 24 x 24 x 24 A, koriS¢ena je za smestaj liganda kako bi se
slobodno kretali tokom molekulskog dokinga. U cilju pokrivanja cele povrSine i zapremine BSA,
reSetkasta kutija se pomerala preko pravougaone matrice koja sadrZi protein sa tackama 8 A
udaljenosti, tako da je proizvedeno ukupno 960 rezultata dokinga za svaki ligand. 1z svakog dobijenog
rezultata, 9 nacina vezivanja sa najvise bodova funkcije je zadrZzano za dalju analizu.

4.2.8. Molekulski doking HSA-URO kompleksa

Kristalne strukture HSA bez liganda, HSA vezanog za miristinsku kiselinu (FA-HSA), hem-
Fe(I11)- i miristinska kiselina vezana za HSA (hem-HSA), su preuzete iz Proteinske baze podataka
RCSB (www.rcsb.org) [102] i imaju PDB kod 1BMO, 8RCP and 1N5U, redom [103-105].
Trodimenzionalne (3D) strukture URO A-D, URO AG i URO BG su izgradene koris¢enjem
ChemBio3D Ultra 12.0 pracene minimizacijom MM2 energije polja sile [106]. Priprema strukture
proteina (protonovanje, uklanjanje molekula vode, podeSavanje atoma 1 tipova veza, kao 1
prilagodavanje fleksibilnosti aminokiselinskih bo¢nih lanaca i ostataka) obavljena je korisé¢enjem
GOLD (engl. Genetic Optimization for Ligand Docking) programa implementiranog u CSD-
Enterprise Suite verziji programa 2022.3.0. [107-110].

Sa namerom da se pronade bioaktivna konformacija liganada, konformaciona sloboda
ligandnih struktura podrazumevala je punu raspodelu i rotaciju uglova torzije, kao i okretanje grupa
na uglovima prstenova. Svaki ligand je ukotvljen za mesta vezivanja na slobodnom HSA molekulu:
u Sudlow I mestu i u medudomenskoj Supljini (engl. cleft binding site) u generisanoj Supljini radijusa
od 10 A. Za FA- i hem-HSA, ligandi su ukotljeni za FA8 mesto i medudomensko vezivno mesto u
generisanoj Supljini radijusa od 10 A. Predvidanje poza i procena afiniteta vezivanja uradeni su
koris¢enjem CHEMPLP skoring funkcije sa pokretanjem 50 genetskih algoritamskih ciklusa. Srednja
kvadratna devijacija (engl. root mean square deviation, RMSD) izmedu odgovarajuc¢ih atoma dva
proteinska lanca je uobicajena mera sli¢nosti izmedu dve strukture proteina. RMSD < 2,0 A odgovara
dobrim resenjima za doking. Rezultati koji se razlikuju u RMSD za manje od 1.0 A u svim atomima
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liganda su grupisani zajedno. Najbolja konformacija izracunata kori§¢enem GOLD uzeta je za dalju
analizu. Distribucija produktivnih poza dobijenih doking analizom klastera pomo¢u RMSD od 1,0
A je prikazana na slikama P1-P3 u Prilogu.

Efikasnost liganda (LE) je izraunata prema sledecoj jednadini:

Etot
n

LE =

(12)

gde je Eiwt slobodna energija vezivanja izrazena u kcal/mol, dok n je broj teskih atoma u
ligandu. Broj teskih atoma za svako jedinjenje izracunato je iz molekularne formule: URO A: 17
teskih atoma; URO B: 17 teskih atoma; URO AG: 20 teskih atoma; URO BG: 21 teski atom; URO
C: 18 teskih atoma; URO D: 19 teskih atoma.

4.2.9. Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza je izvrSena pomoc¢u Graph Pad Prism verzije 6 (GraphPad Softvare, La Jolla
California USA). Sva merenja su uradena u triplikatu, a dobijeni podaci izraZeni su kao srednja
vrednost + standardna devijacija u analizi gasSenja fluorescencije. Ksv vrednosti su izracunate iz
linearne regresije. Linearnu regresiju smo uradili tako §to smo na X-osu uneli podatke za
odgovarajuce koncentracije URO, dok su na Y-osu uneti podaci za vrednosti Fo/F u vidu srednje
vrednosti + greSka merenja. Kada se uradi linear fit, dobija se jedna¢ina prave Y=aX + b, u kojoj a
predstavlja nagib, dok b predstavlja presek sa Y-osom. Dobijene vrednosti za a iz jednacine
predstavljaju Ksy vrednosti. Takode iz jednacine se dobija koeficijent determinacije (R?) koji
predstavlja statisticku meru koja pokazuje koliko dobro regresioni model objasnjava varijabilnost
zavisne promenljive (Y) u odnosu na nezavisnu promenljivu (X). Sto je R? blize jedinici to znaci da
je linearnost vecéa. Idealan sluéaj jeste kada R? iznosi 1, tada sve tacke leZe na regresionoj pravoj.
ANOVA se Kkoristi za odredivanje statistickog zncaja, dok je Tukey test koris¢en za poredenje
izmerenih vrednosti izmedu sebe. Za najniZi stepen znacajnosti uzeta je vrednost verovatnoce p<0.05.

4.3. Inkorporacija URO A u ekstracelularne vezikule
4.3.1. Gajenje HEK 293 Celija

Sve podloge za rast ¢elija, kao i neophodni rastvori za rad su Cuvani u frizideru, a pre upotrebe
su termostatirani u vodenom kupatilu na 37°C. Rad sa ¢elijskim kulturama se obavlja u sterilnim
uslovima, sa sterilnim rastvorima, posudem i plastikom. Celije HEK 293 su uzgajane u hranljivom
medijumu (engl. Dulbecco’'s Modified Eagle Medium, DMEM) sa 10% FBS i 100 U/mL penicilina i
100 mg/mL streptomicina. Celije su uzgajane na 37°C u atmosferi od 5% CO2 / 95% vazduha pri
konstantnoj vlaznosti. Zamena hranljivog medijuma je vrSena na svaka 2 do 3 dana sve dok celije
nisu uspostavile konfluenciju od 80%. Nakon toga, medijum u kome su rasle ¢elije je uklonjen i ¢elije
su isprane fizioloskim rastvorom puferisanim fosfatom (engl. phosphate-buffered saline, PBS).
Celijama je dodat DMEM medijum bez FBS doslo je do lugenja ekstracelularnih vezikula (EV).
Celije su u medijumu bez FBS uzgajane jo§ 24 h, a zatim su kondicionirani supernatanti ¢elijske
kulture sakupljeni u sterilne polipropilenske (PP) epruvete od 50 ml. Celije su uklonjene
centrifugiranjem 30 min na 300 x g na 4 °C. Supernatanti su prebaceni u sterilne epruvete i korisceni
za hromatografsko odvajanje EV [74].
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4.3.2. Precisc¢avanje vezikula iz medijuma HEK 293 éelijske kulture

Pet antitela (H1, H6, G2, D5 i B1) koja imaju samo teske lance (engl. variable heavy domain
of heavy chain, VHH) su dobijena na osnovu protokola datog u radu [74]. Ova antitela su kori$¢ena
za aktivaciju metakrilatnog polimera na osnovu protokola iz rada [74]. Odmereno je 0,5 mL
aktiviranog polimera. Polimeru se blokiraju preostala slobodna mesta vezivanja tako $to se inkubira
sa 5% (v/v) obranim mlekom u PBS 30 minuta na sobnoj temperaturi. Polimer se ispira sa PBS.
Nakon toga je spreman za dalju upotrebu.

Kondicionirani medijum HEK 293 ¢elijske kulture (50 mL) je filtriran kroz centrikon od 100
kDA (GE Healthcare) da bi se smanjila zapremina uzorka na 1 mL. Koncentrovani uzorak je pomesan
sa polimerom i inkubiran 1 h uz lagano mesanje na sobnoj temperaturi. Nevezani proteini su ispirani
PBS rastvorom. Zatim su vezane EV eluirane sa rasvtorom 200 mM glicina pH 2,2. U polimer sa
uzorkom se doda 400 pL rastvora glicina i inkubira 15 minuta na sobnoj temperaturi uz lagano
mesanje. Eluat je neutralisan dodatkom 1 M Tris HCI, pH 9,1. Nakon prvog eluiranja, polimeru se
dodaje jos 400 pL pufera za eluiranje 1 inkubira dodatnih 30 min pod istim uslovima. Eluat iz ovog
drugog koraka se spaja sa eluatom iz prvog koraka za dalji rad [74].

Koncentracija EV proteina je odredena sa Micro BCA Protein Kitom (Thermo Scientific TM)
korisS¢enjem BSA kao standarda. Raspodela veli¢ine i broj Cestica je odreden na NanoSight LM10
sistemu (Malvern Preanalitical, Malvern, UK) analizuju¢i ~500 uL EV preparata izolovanog
afinitetnom hromatografijom razblazenog u PBS (~10 puta). Pojedina¢ni video snimci od 60 s za
svaki uzorak su uzeti koris¢enjem maksimalnog pojacanja kamere i analizirani softverom za praéenje
Cestica NanoSight da bi se odredila veli¢ina i gustina Cestica [74].

4.3.3. Priprema rastvora i snimanje UV spektra URO A

URO A je kristalna supstanca, zute boje koja se dobro rastvara u organskim rastvaraima
(metanol, MetOH; dimetil-sulfoksid, DMSO). Da bi se rastvorio u puferu, prvo mora da se napravi
Stok rastvor u navedenim rastvara¢ima i zatim se razblazuje puferom. Vodeni rastvori mogu da stoje
samo 24h. Neophodno je praviti sveZe rastvore pre upotrebe.

Stok rastvor URO A (1 mM) je napravljen u metanol:PBS (1:1). Ovaj rastvor je razblazen
PBS rastvorom kako bi se napravila serija rastvora.

Napravljena je standardna serija rastvora URO A koncentracija: 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50
MM, 75 uM i 100 uM. Meren je UV spektar URO A rastvora u opsegu od 200 do 400 nm na BioTek
Synergy LX multi-mode ¢itacu u mikrotitarskoj plocici ukupne zapremine 300 pL na temperaturi od
298 K. Kao slepa proba je koriS¢en rastvor PBS:metanol u odnosu 1:1.

4.3.4. Punjenje ekstracelularnih vezikula sa URO A

Prethodno napravljeni rastvori URO A su koriS¢eni za punjenje izolovanih ekstracelularnih
vezikula metodom pasivne inkubacije u trajanju od 24 ¢asa na sobnoj temperaturi u mraku uz blago
mesanje. U smesi se nalazi 20 % rastvora URO A i 80 % vezikula. Nakon inkubacije, EV su odvojene
od slobodnog URO A tako $to su propustene kroz centrikone kao $to je Amicon Ultra-4 ml (Millipore)
sa membranom (engl. molecular weight cut-off, MWCO) od 10 kDa. Uzorak je centrifugiran 10 min
na 3 000 obrtaja/min. Posto je URO A manje molekulske mase, on ¢e proc¢i kroz membranu
centrikona, dok ¢e EV sa inkorporiranim URO A zaostati iznad membrane. Kao negativna kontrola
EVs su inkubirane sa PBSom.
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Precis¢ene EV koje sadrze URO A meSaju se sa etil acetatom (1:4) zakiseljenim sa 0,1%
mravljom kiselinom. Zatim se smeSa meSa 1 min. Nakon toga sledi tretman ultrazvu¢nom sondom 5
min, pri ¢emu se uzorak drzi na ledu. Tako hladan uzorak se centrifugira na 10.000 g tokom 5 min na
4°C, kako bi se odvojile vodena i organska faza. Organska faza je sakupljena i redukovana do suva u
brzom vakuum koncentratoru (slika 11). Ekstrahovani i upareni uzorci se rastvore u 200 pL metanola,
filtriraju kroz 0,22 pum (engl. polyvinylidene difluoride, PVDF) filter i analiziraju te¢nom
hromatografijom sa masenom spektrometrijom (engl. liquid chromatography-mass spectrometry, LC-
MS) [67].

@ Gajenje celija Sakupljanje el o
u flasku EV EV:URO=4:1 a8 &
] — 2 > — ¥ ¥
Dan 15 Dan 5-7 pan &
Zan}rz'r'wte .Zamer:.a m?dij,u.".‘a Ukla:jar:!'e ({elija, Dodavanje rastvor:
celije i pasaZiranje ceilja sakupljanje i EVeashoreURO

filtriranje medijuma

Pasivna inkubacija
(24h, RT, mesanje)

1 min
el vorteksovanje,
e Odvajanje . 5 min Ekstrakcija EV -
& b | organske faze sonifikacija sa URO \\/
S —
Uparavanje organske Centrifugiranje Rastvor EV
faze dosuvai radi odvajanja faza sa URO se mesa sa
resuspendovanje u etil-acetatom

rastvaracu

Slika 11. Shematski prikaz gajenja celija, sakupljanja medijuma sa EV i punjenja EV sa URO

4.3.5. LC-MS analiza

Hemijski profil ekstrakata URO A analiziran je te¢nom hromatografijom kuplovanom sa
masenom spektrometrijom. Koris¢en je te¢ni hromatograf proizvodaca ACQUITY UPLC H-Class,
kuplovan sa MS uredajem Waters ACQ-TQD sa elektrosprej jonskim izvorom. Hromatografsko
razdvajanje je izvedeno na koloni ACQUITY UPLC BEH C18 (duZine 50 mm, unutra$njeg pre¢nika
2.1 mm, sa veli¢inom Cestica precnika 1,7 pm).

Injektovano je 200 pL uzorka. Sastav mobilne faze: mobilna faza A je voda, a mobilna faza
B je metanol. Eluiranje se izvodilo u gradijentnom rezimu: 0 - 1 min (5% B), 1 - 4 min (5% - 95%
B), 4 - 4.5 min (95% B), 4.5 - 5 min (95% - 5% B), 5 min (5% B), uz konstantan protok od 400
pL/min. Vreme trajanja elucije je iznosilo 6 min. Kolona je temperirana na 40 °C (eluat je nakon
kolone hladen na temperaturu detektora).
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Maseni spektrometar je bio opremljen sa ESI interfejsom koji je operisao u pozitivnom rezimu
jonizacije. Vrednosti parametara su bili: elektrosprej voltaza: 1.0 kV; tip MS/MS skeniranja: MRM;
kolizioni gas: Argon; MRM ion(s): m/z 229>128; koliziona energija: 34 V; MRM ion(s): m/z
229>128; koliziona kvantifikacija URO A je izvrSena koriS¢enjem kalibracione krive standarda URO
A, opsega koncentracije od 0 uM do 150 puM.
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5. REZULTATI

43



Nevena Zelenovié Doktorska disertacija

Urolitini su bioaktivni metaboliti elagitanina, jedinjenja koje se nalazi u vocu poput nara,
jagoda i malina. Najznacajniji medu njima su urolitin A, B, C 1D, koji se formiraju delovanjem crevne
mikrobiote nakon unosa elagitanina (slika 12 A), B), E) i F)). Svaki od ovih urolitina ima razli¢itu
strukturu. Konjugovani oblici urolitina A 1 B, kao §to su njihovi glukuronidi, nastaju u jetri procesom
glukuronidacije, gde se na molekule urolitina vezuje glukuronska kiselina (slika 12 C) i D)). Kroz
ovu konjugaciju, urolitini postaju hidrosolubilni, $to im omogucava bolje kretanje i eliminaciju iz
tela. Njihova razli¢ita struktura utice na vezivanje za serumske albumine i igra klju¢nu ulogu u
transportu ovih bioaktivnih molekula kroz krvotok. Ova interakcija je zna¢ajna jer uti¢e na stabilnost,
distribuciju, bioraspolozivost i eliminaciju urolitina u organizmu.

(A) (B)

(@) (D)

HO

(E) (F)

Slika 12. Hemijske strukture urolitina su prikazane slede¢im redosledom: A) Urolitin A (URO A);
B) Urolitin B (URO B); C) Urolitin A glukuronid (URO AG); D) Urolitin B glukuronid (URO BG);
E) Urolitin C (URO C); F) Urolitin D (URO D)

44



Nevena Zelenovié Doktorska disertacija

5.1. GaSenje unutrasnje fluorescencije serumskih proteina urolitinima

Serumski proteini imaju unutrasnju fluorescenciju koja poti¢e od prisustva aromati¢nih
aminokiselinskih ostataka. Kod BSA fluorescencija potice od prisustva triptofanskog ostatka, dok
kod HSA potice od prisustva triptofanskog i tirozinskog, sa karakteristicnim pikom fluorescencije na
oko 350 nm. Glavna fluorofora BSA je triptofanski ostatak na poziciji (Trp 213), dok se kod HSA
ovaj ostatak nalazi na poziciji 214 (Trp 214). Vezivanje polifenolnih jedinjenja, kao §to su urolitini,
za BSA i HSA dovodi do suptilnih strukturnih promena, posledi¢éno menjaju¢i mikrookruzenje
fluorofore proteina i gasec¢i njegovu intrinzi¢nu fluorescenciju [20].

5.1.1. GaSenje unutrasnje fluorescencije BSA

Konformacione promene u molekulu BSA pracene su promenom unutrasnje fluorescencije
nakon dodavanja slobodnih i konjugovanih URO. Ova merenja pokazuju da dolazi do promena u
emisionim spektrima triptofanskih ostataka BSA nakon vezivanja liganda i predstavljaju efikasan
nacin u proceni kako svojstva datog liganda uti¢u na interakciju sa proteinom.

Na slici 13 su prikazani emisioni spektri fluorescencije BSA praceni pri fizioloskom pH u
prisustvu rastuce koncentracije slobodnih (URO A i URO B) i konjugovanih (URO AG i URO BG)
URO. Povecanje koncentracije svakog urolitina je dovelo do smanjenja intenziteta fluorescencije, ali
ne 1 do pomeranja maksimuma emisije Aem koji se uo€ava na 350 nm. Emisioni spektri 3 pM BSA pre
dodavanja URO su oznaceni kao kontrola i predstavljeni su maslinasto zelenom bojom linija, dok se
koncentracije svakog urolitina povec¢avaju od 5, 10, 15, 20, 25 do 30 uM i prikazane su na slici 13
teget, zelenom, roze, plavom, crvenom i crnom spektralnom linijom, respektivno. Prikazani spektri
su automatski korigovani oduzimanjem spektra odgovarajuceg urolitina.
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Slika 13. Fluorescentni emisioni spektri BSA u odsustvu i prisustvu urolitina A) URO A B) URO B

C) URO AG D) URO BG na ekscitacionoj talasnoj duzini Aex = 280 nm. Uslovi: pH =7.4, T = 298

K. Koncentracija BSA je iznosila 3 uM, gde se koncentracija URO povecava od 5 uM do 30 uM u
inkrementu od 5 puM.

Dobijeni rezultati pokazuju da promene u mikrookruzenju triptofana zavise od strukture
dodatog kvencera fluorescencije. URO A i URO B gase fluorescenciju triptofana za 86,3 + 0,7 % i
71,9 £ 1,6 %, respektivno pri koncentraciji od 30 uM. Glikozilovani URO (URO AG i URO BG)
pokazuju manje izrazen efekat na gaSenje fluorescencije triptofana od njihovih odgovaraju¢ih
aglikona. URO AG gasi fluorescenciju za 33,1 + 2,3 %, a URO BG za 23,1 £ 0,3 % pri koncentraciji
od 30 pM. Aglikoni urolitina, URO A i URO B, pokazuju skoro identi¢an efekat na gaSenje
fluorescencije BSA. U koris¢enom opsegu koncentracija urolitina linearno gasenje fluorescencije
triptofana se primecuje, ali ne dostize nulu. Nasuprot tome u odnosu na aglikone, URO AG i URO
BG pokazuju slabije vezivanje za BSA na $ta ukazuje slabije gaSenje fluorescencije, dostizu¢i samo
deo efekta aglikonskih parova.

Slika 14 prikazuje Stern-Volmerove dijagrame gasenja fluorescencije BSA razli¢itim
koncentracijama slobodnih i konjugovanih URO. Za primenjen koncentracioni opseg URO A, Stern-
Volmerov dijagram nije linearan ve¢ je zakrivljen nagore, konkavno na Y-osu (slika pod 14 A).
Linearni Stern-VVolmerovi dijagrami su dobijeni za primenjene koncentracije URO B i konjugovane
URO AG i URO BG. Ovakvi rezultati ukazuju na prisustvo jednog mehanizma gasenje fluorescenicje
(slika pod 14 B).
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Dobijeni rezultat za URO A pak ukazuje da bi BSA mogao biti ugaSen kombinacijom
statickog 1 dinamic¢kog mehanizma, poznatog kao model ,,sfere delovanja”. Prema ovom modelu
postoji sfera odredenog volumena oko fluorofora unutar koje kvencer izazva gasenje fluorescencije
sa verovatnoc¢om jednakom jedinici. GaSenje se deSava kada se kvencer nalazi u neposrednoj blizini
fluorofore proteina u trenutku pobudivanja. Ipak, u ovom modelu ne dolazi do formiranja stabilnog
kompleksa izmedu fluorofore i kvencera u osnovhom stanju. Modifikovani oblik Stern-Volmerovog
dijagrama se koristi za analizu gaSenja fluorescencije BSA kada su prisutni i staticki i dinamicki
mehanizmi gasenja (slika pod 14 C).

o 1 Uro AG
— Uro A g
6+ 34 - Uro B
— Uro BG
w (T8
3 4+ S 24
[T ('8
5 . lﬁ#jh:ﬁ
0 T T T 1 0 T T T 1
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Slika 14. Stern-Volmerov dijagram koji opisuju gasenje fluorescencije BSA (3 uM) na pH 7,0 u

prisustvu razli¢itih koncentracija A) URO A B) URO AG, URO B i URO BG C) Modifikovani

oblik Stern-Volmerovog dijagrama koji opisuje gasenje fluorescencije BSA (3 uM) na pH 7,0 u
prisustvu razlicitih koncentracija URO A

Tabela 5 sadrzi izra¢unate konstante: Stern-Volmerovu (Ksy) i bimolekularnu konstantu
gasenja fluorescencije (kq) pri fizioloSkom pH 1 298 K. URO A, za razliku od URO B i njihovih
konjugata URO AG 1 URO BG, je reaktivniji u gaSenju BSA fluorescencije. Bimolekularna konstanta
gasenja (kq) pokazuje efikasnost gaSenja i omogucava da se proveri da li se gaSenje javlja kao
posledica nastajanja kompleksa protein-ligand koji uti¢e na mikrookruzenje triptofana.

Od vrednosti kq zavisi koji ¢e tip mehanizma gasenja biti prisutan. Ukoliko vrednost konstante
iznosi 1x10*° M1s7 bige prisutno dinami¢ko gasenje. Dobijene kq Vrednosti za ispitivane URO su
100 do 400 puta vece (Tabela 5), sto ukazuje na stabilan kompleks BSA-URO. Staticko gasenje je
dominantno u ovom sistemu.
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Tabela 5. Stern-Volmerove (Ksv) i bimolekularne (kq) konstante gaSenja za interakcije
URO sa BSA. Vrednosti sa razli¢itim gornjim indeksu se znacajno razlikuju (P<0.05); vrednosti sa
istim gornjim indeksom se ne razlikuju znacajno (P>0.05)

Kq
(Lmol-1s?) x 1012

Urolitin

URO A d 5.924 + 0.5712

11,8472 +1,14122

7.4 298 4.447 + 0.4737° 8.8934 + 0.9474b
7.4 298 1.286 + 0.34322 2.5728 + 0.68642
74 298 0.772 £ 0.237° 1.5448 + 0.4746>

5.1.2. GaSenje intrinzi¢ne fluorescencije HSA

Odlika HSA je wunutrasnja fluorescencija koja poti¢e od prisustva aromati¢nih
aminokiselinskih ostataka (Trp i Tyr), sa karakteristi¢nim pikom fluorescencije na oko 360 nm [111].
Glavna intrinzi¢na fluorofora HSA je Trp214 u subdomenu IIA. Vezivanje fenolnih jedinjenja za
HSA dovodi do suptilnih strukturnih promena, Sto za posledicu ima menjanje mikrookruzenja
fluorofore proteina i gasenje njegove intrinzi¢ne fluorescencije. Ova osobina je iskori§¢ena za
proucavanje vezivanja malih molekula i lekova za HSA [112].

Da bi se posmatralo gasenja fluorescencije HSA sa razli¢itim URO, fluorescentni emisioni
spektri su snimani sa rastu¢om koncentracijom URO (od 3 uM do 10 puM, sa inkrementom od 1 pM).
Kada je pobuden na talasnoj duzini (Aex) 0d 280 nm, emisioni spektar fluorescencije HSA pokazuje
karakteristiCan pik na 360 nm. Intenzitet unutrasnje fluorescencije HSA opada za priblizno 30%
nakon interakcije sa najve¢om koncentracijom URO (10 uM) bez promene apsorpcionog maksimuma
Aem ili oblika pika. Gasenje fluorescencije HSA zavisi od koncentracije i moze se primetiti znac¢ajno
smanjenje intenziteta fluorescencije na Aem (Slika 15) na temperaturi od 298 K i pH od 7.4 u prisustvu
rastu¢ih koncentracija URO.

Sli¢an trend gasenja fluorescencije zavisno od koncentracije moze se primetiti i kod druge
dve ispitivane temperature (303 K i 310 K) (slike 16 i 17), bez vidljivih promena bilo u apsorpcionom
maksimumu Aem ili obliku pika. Nedostatak plavog ili crvenog pomaka u gaSenju fluorescencije
tokom interakcije izmedu HSA 1 URO, sugeriSe da vezivanje liganda ne menja znacajno lokalno
okruzenje fluorofora ili strukturu proteina oko fluorofora [40].
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Slika 15. Emisioni fluorescentni spektri HSA u prisustvu rastucih koncentracija urolitina (A) URO
A (B) URO AG (C) URO B (D) URO BG (E) URO C (F) URO D pri ekscitaciji Aex = 280 nm.
Uslovi: pH = 7,4, T = 298 K. Kontrola je 3 uM HSA, dok se koncentracija URO povecava od 3 uM

do 10 uM sa inkrementom od 1 pM.
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Slika 16. Emisioni fluorescentni spektri HSA u prisustvu rastucih koncentracija urolitina (A) URO
A (B) URO AG (C) URO B (D) URO BG (E) URO C (F) URO D pri ekscitaciji Aex = 280 nm.
Uslovi: pH = 7,4, T = 303 K. Kontrola je 3 uM HSA, dok se koncentracija URO povecava od 3 uM

do 10 uM sa inkrementom od 1 puM.
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Slika 17. Emisioni fluorescentni spektri HSA u prisustvu rastucih koncentracija urolitina (A) URO
A (B) URO AG (C) URO B (D) URO BG (E) URO C (F) URO D pri ekscitaciji Aex = 280 nm.
Uslovi: pH = 7,4, T = 310 K. Kontrola je 3 uM HSA, dok se koncentracija URO povecava od 3 uM

do 10 uM sa inkrementom od 1 puM.
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5.2. Stern-Volmerov dijagrami i konstante HSA-URO kompleksa

Gasenje fluorescencije HSA moze se desiti kroz tri razli¢ita mehanizma: staticki (fluorofora i
kvencer formiraju kompleks koji nije fluorescentan), dinamicki (fluorofora i kvencer se sudaraju pri
prelasku u pobudeno stanje, pri ¢emu ne dolazi do formiranja kompleksa fluorofora-kvencer) i
mesoviti (kombinacija statickog i dinami¢kog gasenja) [38]. Stern-Volmerovi dijagrami su
konstruisani prema jednacini 3 iz poglavlja 4.2.2. Relativan intenzitet fluorescencije (Fo/F) kao
funkcija koncentracije kvencera [Q] na 298 K, 303 K i 310 K pokazuje linearnost za koris¢eni opseg
koncentracija, §to ukazuje na staticki mehanizam gasenja (slika 18). Medutim, postoji izraZzena
promena nagiba prave sa porastom temperature, Sto sugeriSe ,,model sfere delovanja* odnosno
kombinaciju statickog i dinamickog procesa gasenja HSA. Prema ovom modelu, postoji zapremina
sfere koja okruzuje fluoroforu, unutar koje kvencer gasi fluorescenciju sa verovatno¢om od jedan.
Kada je kvencer u neposrednoj blizini proteina tokom procesa njegove ekscitacije dolazi do gasenja
fluorescencije. U ovom modelu se ne formira osnovno stanje kompleksa protein-kvencer. Posto su
prisutni i staticki i dinamic¢ki mehanizmi gasSenja fluorescencije, podaci su analizirani koris¢enjem
modifikovane verzije Stern-Volmerovog dijagrama prema jednacini 4 iz poglavlja 4.2.2. Vrednosti
Ksv su odredene iz nagiba linearne veze izmedu In (Fo/F) i [Q] (slika 19). Stavise, dobijene vrednosti
za bimolekularne konstante gaSenja (kq) (Tabela 6) daleko prevazilaze gornju granicu za mehanizam
dinamickog gasenja od ~10° M~1.s™! na sve tri temperature (298 K, 303 K i 310 K), $to dodatno
potvrduje model sfere delovanja [113].

Tabela 6. Stern-Volmerove konstante (Ksv), bimolekularne konstante gasenja (kq) i
parametri vezivanja razli¢itih URO za HSA na 298 K, 303 K i 310 K'i pH 7,4.

Ksv kq Kb
Urolitin (Lmol-?) x (Lmol-1s) x aR2 S.D. (Lmol-?) x
104 1012 104

298 3.52 3.52 0.9959 0.0928 3.71 0.975 0.9927
URO A 7.4 303 3.54 3.54 0.9767 0.2214 2.1 0.925 0.9608
310 3.92 3.92 0.9878 0.1778 1.7 0.893 0.9817

URO 298 2.75 2.75 0.9883 0.1222 0.68 0.848 0.98
AG 74 303 2.73 2.73 0.9835 0.1442 0.64 0.842 0.9714
310 2.64 2.64 0.9696 0.1997 0.22 0.758 0.9119

298 4.5 4.5 0.9922 0.163 4.59 0.961 0.993
URO B 7.4 303 4.78 4.78 0.983 0.2564 1.05 1.026 0.9892
310 4.83 4.83 0.9913 0.1543 0.13 0.774 0.9848
URO 298 7.24 7.24 0.9942 0.2708 222.84 1.253 0.9952
BG 74 303 6.74 6.74 0.9985 0.1181 183.23 1.286 0.9972
310 6.67 6.67 0.9791 0.3103 22.49 1.064 0.952
298 3.62 3.62 0.9896 0.1547 12.85 1.085 0.9819
URO C 7.4 303 3.69 3.69 0.9886 0.1514 1.76 0.907 0.9784
310 4.59 4.59 0.9798 0.2692 0.81 0.794 0.988
298 3.69 3.69 0.9967  0.092 30.9 1.158 0.9947
URO D 7.4 303 4.11 411 0.9827 0.2231 2.06 0.886 0.9892
310 4.5 4.5 0.9854 0.2236 1.13 0.884 0.9876

R je koeficijent korelacije za Ksv vrednosti. S.D. je standardna greSka za Ksv, i ’R je
koeficijent korelacije za Kb vrednosti.
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Slika 18. Stern-Volmerovi dijagrami za analizu gasenja HSA fluorescencije razli¢itim URO A)
URO A B) URO AG C) URO B D) URO BG E) URO C F) URO D, na temperaturi od 298 K
(zelena), 303 K (plava) i 310 K (crna) i pH vrednosti od 7,4. Koncentracija HSA je 3 uM, dok je
koncentracija URO povecana sa 3 uM na 10 uM sa inkrementom od 1 uM. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardne greSke trostrukih merenja.
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Slika 19. Modifikovan Stern-Volmerovi dijagrami za analizu gasenja HSA fluorescencije od strane
razli¢itih URO (A) URO A (B) URO AG (C) URO B (D) URO BG (E) URO C (F) URO D, na
temperaturi od 298 K (zelena), 303 K (plava) i 310 K (crna) i pH vrednosti od 7,4. Koncentracija
HSA je 3 uM, dok je koncentracija URO povecana sa 3 uM na 10 uM sa inkrementom od 1 pM.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardne greske trostrukih merenja.
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5.3. Konstante vezivanja i broj vezivnih mesta u HSA

Dvostruko-logaritamski dijagrami interakcije URO sa HSA na tri razliite temperature dali
su informacije o konstantama vezivanja (Kp) i broju vezivnih mesta (n) na HSA molekulu. Izra¢unata
vrednost n za sve URO je priblizno 1 $to ukazuje na prisustvo samo jednog vezivnog mesta na
proteinu.

Vrednosti K, za URO-HSA komplekse su u opsegu od 10%-10° L mol™. Konstanta vezivanja
ovog reda veli¢ine oznacavaju da URO imaju umereni afinitet vezivanja za HSA (slika 20). Pored
toga, Kp opada sa povec¢anjem temperature. Dobijene vrednosti (prikazane u tabeli 6) ukazuju da se
vezivanje URO za HSA bolje izvodi na nizoj temperaturi.
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5.4. Termodinamicki parametri HSA-URO kompleksa

Nekovalentne interakcije definiSu jacinu vezivanja izmedu proteina i liganda. Nekovalentne
interakcije koje se formiraju u vezivnom mestu proteina pri vezivanju liganda uklju¢uju vodoni¢ne
veze, sone mostove, hidrofobne i van der Waalsove interakcije, n-n interakcije i sterne kontakte, a
sve one zajedno odreduju koliko snazno ¢e se ligand vezati. Analiza termodinamickih parametara,
ukljucujué¢i promenu entalpije (AH), promenu entropije (AS) i promenu slobodne energije (AG), je
vazna za proucavanje interakcija izmedu HSA i URO [114].

Kako bi se termodinamicki parametri (AH i1 AS) izracunali neophodno je bilo da se prati
temperaturna zavisnost konstante vezivanja URO za HSA na tri razlicite temperature (298 K, 303 K
i 310 K). Ovi parametri se tada odreduju iz van’t Hoffove jednacine (8) date u poglavlju 4.2.3, tj. iz
grafika zavisnosti In K, od 1/T. Parametar AH se racuna iz nagiba prave, dok se parametar AS dobija
iz preseka sa y-osom van’t Hoffovog dijagrama (slika 21). Izracunati parametri su prikazani u tabeli
7. Promena Gibsove slobodne energije (AG) prilikom vezivanja svakog URO na tri razlicite
temperature moze se izracunati iz jednacine (9) date u poglavlju 4.2.3. Dobijene vrednosti za AG
(tabela 7) su negativne, $to ukazuje da je reakcija formiranja HSA-URO kompleksa egzergona i
spontana.

Sa termodinamickog aspekta, negativne vrednosti AH i AS (AH <0 i AS < 0) ukazuju da su
van der Waalsove interakcije ili vodoni¢ne veze, dominantan faktor u formiranju kompleksa HSA -
URO [115]. Vrednosti Ky za sve URO pokazuju opadanje sa porastom temperature, $to zajedno sa
negativnim AH sugeriSe da smanjenje entropije ima klju¢nu ulogu. Proces vezivanja postaje manje
povoljan na viS§im temperaturama zbog povecanja -TAS, koje prevazilazi doprinos egzotermne
prirode procesa. Kao rezultat toga, interakcija izmedu URO 1 HSA je primarno vodena entalpijskim
faktorima, dok smanjenje entropije otezava vezivanja na viSim temperaturama, $to se jasno vidi iz
promene AG [116].
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Slika 21. Van't Hoffov dijagram za interakciju HSA sa (A) URO A (B) URO AG (C) URo B (D)
URO BG (E) URO C (F) URO D.
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Tabela 7. Termodinamicki parametri kompleksa HSA-URO na tri razlicite temperature (298 K, 303
Ki310K)ipH7,4.

" T AH AS AG
Urolitin. PH 1y (1gmol)  (molK) (k] mol-) R
298 ~26.03
UROA AR Ry ~130.03 -25.38 0.9584
310 2447
298 2242
74 303 -93.95 -240.02 21.22 0.9057
310 ~19.54
298 2741
74 303 -295.98 ~901.24 2298 0.8226
310 1659
298 3734
74 303 -191.22 516.38 34.76 0.9267
310 -31.14
298 29,03
74 303 -22947 6726 2567 0.9995
310 -20.96
298 -30.9
74 303 -275.19 -819.76 -26.8 0.9774
310 -21.06

5.5. Sinhroni fluorescentni spektri HSA-URO kompleksa

Sinhrona fluorescentna spektroskopija je tehnika koja se koristi za analizu promena u
mikrookruzenju aromati¢nih aminokiselinskih ostataka Tyr 1 Trp u HSA molekulu pri interakcijama
sa URO [117]. Tokom eksperimenta, emisioni i ekscitacioni monohromatori su radili sinhronizovano,
pri ¢emu su odrzavali konstantnu razliku talasnih duzina izmedu ekscitacije (Aex) i emisije (Aem),
oznacenu kao AX (AL = kem - Aex). Ovo znaci da se, za svaku promenjenu vrednost Aex, odgovarajucéa
Xem pomerala za isti interval, omogucavajuéi analizu sinhrone fluorescencije. Utvrdeno je da Tyr
ostaci imaju karakteristi¢an spektar na AL = 15 nm, dok Trp ostaci imaju karakteristiCan spektar na
AL = 60 nm [118]. Ova dva aminokiselinska ostatka, Tyr i Trp, pokazuju fluorescentne emisione
pikove na koje uti¢e polarnost njihovog okruzenja. Uticaj dodavanja razli¢ith URO na spektre
sinhrone fluorescencije HSA na AL = 15 i AL = 60 nm prikazan je na slikama 22 i 23.

Sinhrona fluorescencija je osetljiva na promene mikrookruzenja aminokiselinskih ostataka u
proteinu. Dobijeni rezultati pokazali su prisustvo jednog mesta vezivanja na HSA molekulu za
urolitine. URO istovremeno gasi fluorescenciju oba aminokiselinska ostatka (Tyr i Trp). Sa
povecanjem koncentracije URO dolazi do smanjenja intenziteta fluorescencije na oba ostatka. Ovi
podaci pokazuju da oba aminokiselinska ostatka ucestvuju u vezivanju URO. Na osnovu ovoga moze
se zakljuciti da je Sudlow mesto | primarno mesto za vezivanje aglikona (slike 22 i 23 pod A), C),
E), 1 F)). Smanjenje intenziteta fluorescencije oba aminokiselinska ostatka pri vezivanju URO C i
URO D (slike 22 i 23 pod E) i F)) je manje izraZeno, Sto ukazuje na slabiju interakciju sa HSA na
Sudlow I mestu u poredenju sa URO A i URO B. URO C i URO D su vece i sloZenije strukture zbog
prisustva hidroksilinih grupa, Sto utice na njihovo vezivanje za Sudlow | mesto na HSA. Prisutne -
OH grupe smanjujuu afinitet vezivanja jer uvode sterne smetnje, ometaju elektrostaticke interakcije
I izazivaju nepovoljne konformacione promene prilikom vezivanja za Sudlow | mesto. Za URO AG
1 URO BG maksimumi talasnih duzina emisije Tyr i Trp ostataka nisu se znacajno promenile.
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Ovakvi rezultati ukazuju da se konjugovani URO vezuju preferencijalno za druga mesta na
HSA molekulu, a ne za Sudlow | mesto (slika 22 B) i D) i slika 23 B) i D)).
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Slika 22. Uticaj dodavanja razlic¢itih URO (od 3 uM do 10 uM) na sinhrone fluorescentne spektre
HSA (3 uM) na AL =15 nm: A) URO A; B) URO AG; C) URO B; D) URO BG; E) UROC; F)
URO D na298 KipH 7,4.
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Slika 23. Uticaj dodavanja razli¢itih URO (od 3 uM do 10 uM) na sinhrone fluorescentne spektre
HSA (3 uM) na AL =60 nm: A) URO A; B) URO AG; C) URO B; D) URO BG; E) UROC; F)
URO D na298 KipH 7,4.
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5.6. FT-IR spektri HSA-URO kompleksa

Strukturne promene koje je molekul HSA pretrpeo kada je stupio u interakciju sa URO su
potvrdjene podacima dobijenim FT-IR spektroskopijom. Konformacija proteinske peptidne veze
moze se analizirati unutar pikova amida I, I 1 III. Utvrdeno je da se infracrveni spektri proteina nalaze
na lokaciji pika amida I (=1600-1700 cm™) i proizlaze iz C=0 rastezanja, dok se amidna Il traka
nalazi na ~1548 cm™ i izvedena je iz NH savijanja u ravni i CN istezanja [49, 50]. Amidni | pik HSA
pokazuje karakteristiéan maksimum na 1650 cm™ koji se pripisuje najistaknutijoj sekundarnoj
strukturi proteina - a-heliksu [119]. Na signal u amidnom I regionu koji potice od valencionih C=0O
vibracija peptidnih veza moze uticati prisustvo karboksilne grupe URO. Interferencija C=0O grupa
URO se moze primetiti posebno na talasnim duzinama od 1660-1700 cm™, §to ¢ini amidni | region
nepogodnim za dalju strukturnu analizu (slika 24). Amidni Il region je konformaciono daleko manje
osetljiv (slika 25), sto je u skladu sa prethodno objavljenim podacima [119].
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Slika 24. Amidni I region FT-IR spektra HSA u odsustvu i prisustvu razli¢itih URO (pri pH 7,4)

Apsorbancija

Talasai broj (cm™)

Slika 25. Amidni Il region FT-IR spektra HSA u odsustvu i prisustvu razli¢itih URO (pri pH 7,4)
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Za posmatranje promena u sekundarnoj strukturi HSA nakon vezivanja razli¢itih URO koristi
se amidni Il region (u kojem NH savijanje i CN vibracije istezanja doprinose na konformaciono
zavisan nacin). Trake unutar amidnog III region oznacavaju odredene sekundarne strukture kao §to
su: 1330-1295 cm, o-heliks; 1295-1270 cm, B-zavijutak; 1270-1250 cm™, nasumiéne petlje; 1250-
1220 cmt, B plogice [120]. Slika 26 prikazuje amidni Il region FT-IR spektra HSA i HSA-URO
uzoraka. Spektri unutar amidnog III regiona pokazuju ocuvanje najdominantnije sekundarne
strukture, a-heliksa, $to ukazuje da primenjene koncentracije URO nisu izazvale znac¢ajno
naruSavanje nativne strukture HSA. Medutim, najistaknutije promene nakon vezivanja URO su blago
crveno pomeranje vrha dodeljenog o-heliksu i smanjeni intenzitet pika p-kalema, $to ukazuje na
prevashodno vezivanje URO unutar proteinskih regiona koji sadrze ove dve strukture (Slika 26).
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Slika 26. Amidni Il region FT-IR spektra HSA u odsustvu i prisustvu razli¢itth URO (pri pH 7,4)
5.7. CD spektri kompleksa HSA-URO A

CD spektroskopija je jednostavna, brza i nedestruktivna tehnika koja pruZa strukturne
informacije vezane za asimetriju molekula. Cirkularni dihroizam peptidnih veza vazan je za
odredivanje sekundarnih struktura proteina jer ¢e razli¢ite sekundarne strukture imati razlicite
intenzitete, poloZaje pikova i oblike traka u CD spektru. Pra¢enjem promena sekundarnih struktura
moze se istraziti uticaj vezivanja liganda na konformaciju proteina [48, 121].

CD spektri slobodnog HSA molekula pokazuju dve karakteristi¢ne negativne trake na 208 nm
1 222 nm u dalekom UV regionu (slika 27), sto dominantno potic¢e od a-helikoidne strukture proteina
[122]. Dodavanje URO A proteinu u molarnom odnosu 2:1 i 10:1 ne dovodi do povecanja negativne
elipti¢nosti, pomeranja pikova ili promene oblika spektra proteina (slika 27). CD spektar URO A je
sniman u ovom regionu i ne pokazuje opti¢ku aktivnost (slika 27). Na dobijenim spektrima se ne
pokazuju nikakve promene, Sto ukazuje da vezivanje URO A za HSA nije izazvalo bilo kakvu
uocljivu promenu u sekundarnim strukturama HSA, niti je dovelo do destabilizacije proteina i/ili
gubitka specifi¢nog helikoidnog aranZmana.
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Slika 27. Daleki UV CD spektri slobodnog URO A (6 uM; crna linija i 30 uM; crvena linija),
slobodnog HSA (3 uM zelena linija) i HSA-URO A kompleks (molarni odnos 1:2; roze linija i
1:10; plava linija) dobijenana 298 K i pH 7,4

Kada se primene formule 10 i 11 iz poglavlja 4.2.6, moze se izraCunati vrednost % a-heliksne
strukture u HSA u odsustvu i prisustvu URO A. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Udeo a-heliksne strukture u HSA molekulu u odsustvu i prisustvu URO A

66.0 %

64.7%
63.0 %

Rezultati ukazuju da vezivanje URO A za HSA ne narusava sekundarnu strukturu HSA i da
je ona ostala predominantno a-heliksna, $to je u skladu i sa dobijenim spektrima.

5.8. Molekulski doking serum albumina i urolitina

5.8.1 Molekulski doking BSA-URO kompleksa
Kao dopuna spektroskopskih merenja, uraden je molekulski doking BSA-URO sistema kako

bi se pronasla vezivna mesta za URO na BSA. Analiza rezultata molekulskog dokinga pokazuje da
je vezivno mesto sa najvecom energijom za sve ispitane URO Sudlow I mesto (slika 28).
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vezivno mesto

Slika 28. Molekulski doking BSA-URO sistema. Vezivna mesta visokog afiniteta za URO ligande
na BSA molekulu. Ligandi i Trp 213 su prikazani kao Stapicasti modeli u slede¢im bojama: URO
A-crvena; URO B-zeleno; URO AG-plava; URO BG-zuta; Trp 213-roze [123].

Vezivanje nekonjugovanih URO (URO A i URO B), sa sli¢cnom energijom vezivanja (tabela
9) je pretezno vodeno formiranjem vodonic¢ne veze (sa Arg 217 i Arg 256) i amid-rn interakcija sa
amidnom grupom iz glavnog lanca aminokiselinskog ostatka Ile 289. Vezivanje je dalje stabilizovano
formiranjem visestruke w-alkil i van der Waalsove interakcije (Slika 29 A) i B)). Zbog dodatne
hidroksilne grupe na poziciji 8, URO A formira 2 dodatne vodoni¢ne veze sa Ser 286 1 Ala 260.

Vezivanje konjugovanih URO za Sudlov I vezivno mesto je nesto drugacije od vezivanja
nekonjugovanih. Aglikon iz URO AG formira pretezno nepolarne interakcije sa amino kiselinama iz
BSA molekula (m-alkil i van der Waalsove interakcije) dok Secerna komponenta formira 4 jake
vodoni¢ne veze sa ostacima Ser 191, Arg 198 1 Arg 217. Sa druge strane, aglikonski deo URO BG
formira ra¢vastu vodoni¢nu vezu sa Arg 256 i n-n interakciju T oblika sa imidazolom iz His 241.
Medutim, vezivanje Se¢erne komponente URO BG omoguceno je formiranjem samo 3 vodoni¢ne
veze sa Glu 152, Arg 198 i Arg 217. Ve¢i ukupan broj vodoni¢nih veza i dodatnih n-n T-oblika
interakcija ¢ini vezivanje URO BG za 0,3 kcal ja¢im od vezivanja URO AG (tabela 9).

Aminokiselinski ostatk Trp 213 je zakopan u hidrofobnom dzepu BSA u neposrednoj blizini
mesta vezivanja Sudlow I. Rezultati doking studije su pokazali da je rastojanje izmedu usidrenith URO
i konjugovanih URO i Trp 213 izmedu 3,2 i 5,1 A (slika 29 C) i D)) §to objasnjava gasenje
florescencije nakon vezivanja liganda. Medutim, mesto vezivanja Sudlow I je veliko, raznovrsno 1
visoko uredeno, tako da vezivanje liganada neée izazvati znafajnu konformacionu promenu u
strukturi BSA. Zato i nisu primecena pomeranja maksimuma emisije fluorescencije u spektrima
[124].
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Slika 29. 2D dijagrami interakcija protein-ligand za vezivno mesto sa najvisom energijom (Sudlow
I) za A) URO A, B) URO B, C) URO AG, D) URO BG (brojevi ostataka odgovaraju brojevima
ostataka u PDB strukturi 4F5S; internet stranica: https://www.rcsb.org/structure/4F5S).

Svi URO, i slobodni i konjugovani, se vezuju za Sudlow I mesto sa najve¢om energijom.
Pored ovog vezivnog mesta, URO se vezuju za jo$ jedno vezivno mesto na BSA molekulu samo sa
nizom energijom. Drugo vezivno mesto je razli¢ito za nekonjugovane i konjugovane URO.

Drugo mesto vezivanja visokog afiniteta za nekonjugovane URO nalazi se na subdomenu I11B
BSA i preklapa se sa mestom vezivanja masnih kiselina 5 (FA5). Ovo mesto vezivanja se sastoji od
nepolarnih i aromati¢nih amino kiselinskih ostataka. Glavne interakcije sa nekonjugovanim URO su:
n-nt slaganje, m-n interakcije T-oblika, w-alkil i van der Waalsove interakcije. Samo jedna vodoni¢na
veza se formira sa karbonilnom grupom iz Val 575. Na osnovu rezultata dokinga, vezivanje za ovo
mesto je neSto manje povoljno (tabela 9) i verovatno se za njega vezuju kada se vezivno mesto
Sudlow | zasiti (slika 30 A). Medutim, zbog male veli¢ine i veoma nepolarne prirode vezivnog mesta
FAS, Se¢erna grupa konjugovanih URO se ne moZe smestiti 1 doking studija nije pronasla nijedan
konjugovani URO koji moze da se veze na 0vo mesto.
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Drugo mesto vezivanja visokog afiniteta za glikozilovane URO nalazi se u rascepu izmedu
subdomena I1A i IITA poznato kao medudomenska Supljina. Ova Supljina je takode poznata strukturna
osobina BSA, HSA i ostalih SA i sastoji se uglavnom od polarnih i naelektrisanih aminokiselina
(slika 30 B) i formiraju se brojne vodoni¢ne veze i katjon-r interakcije sa konjugovanim URO
ligandima.
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Slika 30. 2D dijagrami interakcija protein-ligand u medudomenskoj Supljini za A) URO A,
B) URO AG (brojevi ostataka odgovaraju brojevima ostataka u PDB strukturi 4F5S; internet
stranica: https://www.rcsb.org/structure/4F5S).

Tabela 9. Energije vezivanja (kcal) liganada URO A, URO B, URO AG i URO BG u dva
najjaca vezivna mesta na BSA molekulu

Vezivno mesto/ligand

Sudlow vezivno mesto |
FA5/Subdomen 111B

Medudomenska Supljina

5.8.2 Molekulski doking HSA-URO kompleksa

Dobro je poznato da HSA ispoljava izvanrednu sposobnost vezivanja liganda na visestrukim
vezivnim mestima. Ligandi koji se vezuju za HSA mogu biti razliita endogena i egzogena jedinjenja
male molekulske tezine, kao i peptidi i proteini [31]. Eksperimentalna merenja se mogu dodatno
upotpuniti molekulskim dokingom. Ovakav pristup doprinosi boljem razumevanju strukturne hemije
i molekulskom prepoznavanju kroz geometrijsku analizu protein-ligand interakcija. Stoga je
molekulski doking izveden na URO i slobodnom HSA molekulu (bez liganda). Rezultati studije
molekulskog dokinga dati su u tabeli 10, dok su na slici 31 prikazani rezultati simulacija pristajanja
svih Sest URO.
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Tabela 10. Ukupna energija vezivanja (Ewr U kcal mol™?) i efikasnost liganda (kcal mol ™
teski atom™) za ligande URO A, URO AG, URO B, URO BG, URO C i URO D izracunata
metodom molekulskog dokinga.

Ligandi URO A URO AG URO B URO BG URO C

Etot (kcal mol™?)

Sudlow | mesto -11.97 -13.35 -11.57

FA9/Medudomenska
-11.53 -16.03 -11.86 -15.02 -13.14 -12.29
Supljina

Efikasnost liganda, LE (kcal mol-teski atom™)

Sudlow | mesto

FA9/Medudomenska

Supljina
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Slika 31. 3D bioaktivne konformacije A) URO A u FA9, B) URO AG u FA9, C) URO B u Sudlow
I mestu i D) URO BG u FA9, E) URO Cu FA9i F) URO D u FAO9, prikazane u obliku lopte i
Stapa, sa odgovaraju¢im molekulskim okruzenjem u Supljini. Aminokiseline koje interaguju sa

ligandima nekovalentnim interakcijama (zelene linije) prikazane su po modelu $tapica sa troslovnim

kodom i rednim brojem u sekvenci proteina. Tezista aromati¢nih prstenova prikazana su kao oker
sfere. Aminokiseline i atomi liganda su predstavljeni slede¢im bojama (siva boja predstavlja
urolitinsko ugljeni¢no jezgro, crvena boja predstavlja atome kiseonika, a bela predstavlja atome
vodonika iz hidroksilne grupe).

Zajednicka karakteristika nekonjugovanih URO, URO A i URO B, jeste skoro jednak afinitet
za Sudlow I i FA9 vezivna mesta, $to se vidi iz skoro identi¢nih Etor i LE (Tabela 10). Oni su
pozicionirani da prave klasi¢ne i/ili neklasi¢ne interakcije vodonika sa hidroksilom grupa Tyr150 u
Sudlow I mestu, za koje se smatra da ima centralnu ulogu u interakciji sa lekovima [31].

Sematski crtezi interakcija usidrenihr URO u vezivnim mestima (Sudlow I i

FA9/medudomenska Supljina) HSA molekula generisani koris¢enjem LIGPLUS [125], prikazanih na
slikama 32 i 33 redom.
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Slika 32. Sematski crtezi interakcija prvog GOLD klastera A) URO A, B) URO AG, C) URO B, D)
URO BG, E) URO C i F) URO D u Sudlow mestu I HSA molekula bez liganda (PBD kod 1BMO;
internet stranica: https://www.rcsb.org/structure/1bmo0) generisanih koris¢enjem LIGPLUS.
Isprekidane linije su vodoni¢ne veze, a 'trepavice' pokazuju ostatke ukljucene u hidrofobne
interakcije.

U Sudlow I mestu URO A ostvaruje klasi¢ne interakcije vodonika sa Arg 257, Arg 222 i Ala
261, dok su hidrofobne interakcije uspostavljene sa ostacima Tyr 150, His 242, Leu 238, Ala 291,
Leu 219, Leu 269 i lle 290 (slika 32). lako je hidrofobni deo URO B dominantniji nego u URO A,
on takode ostvaruje niz klasi¢nih i neklasi¢nih interakcija vodonika u Sudlow | mestu (slika 32 C).
Deluje kao akceptor u dve C—H--x interakcije sa Leu 260 i Ala 291 i jednoj interakciji C—H---O sa
Tyr 150. URO B je donor vodonika u interakciji vodonika sa amidnim kiseonikom iz Arg 257. Sa
Tyr 150 postize klasi¢énu O—H:-O interakciju, dok sa Arg 222 postize i N—H---O interakciju, jer oba
ostatka deluju kao akceptori vodonika. Dominantne interakcije URO A 1 URO B u medudomenskoj
Supljini kao drugom najjacem mestu vezivanja na HSA molekulu su prikazane u 2D dijagramima
(slika 32 A) i C)). Zbog veceg broja atoma kiseonika u poredenju sa prethodnim nekonjugovanim
URO, URO C i URO D, preferiraju vezivanje za medudomensku Supljinu HSA molekula (Tabela
10, Slika 32 E i F). Oni ostvaruju ve¢i broj klasi¢nih vodoni¢nih interakcija od prethodnih
nekonjugovanih URO. URO C je ostvario interakciju vodonika sa Tyr 452, Lys 436, Arg 186 i Asp
187. Ostaci ukljuceni u hidrofobnim interakcijama sa URO C su Lys 432, Asn 429, Ala 194, Gln 459
1 Lys190. URO D je takode ostvario niz vodoni¢nih i hidrofobnih interakcija.

70


https://www.rcsb.org/structure/1bm0

Nevena Zelenovié Doktorska disertacija

Glud25(A)

Argd28(A) %TT«Q
Asnd429(A) %)\771;:;;\,
p

Slika 33. Sematski crtezi interakcija prvog GOLD klastera A) URO A, B) URO AG, C) URO B, D)
URO BG, E) URO C i F) URO D u FA9/medudomenskoj Supljini HSA molekula bez liganda (PBD
kod 1BMO; internet stranica: https://www.rcsb.org/structure/1bm0) generisanih koris¢enjem
LIGPLUS. Isprekidane linije su vodoni¢ne veze, a 'trepavice' pokazuju ostatke ukljucene u
hidrofobne interakcije.

Konjugacija sa glukuronskom kiselinom povecava hidrofilnost i konformacionu slobodu
konjugovanih URO. Prema molekulskom dokingu, URO AG i URO BG se vezuju prvenstveno u
medudomenskoj Supljini HSA (tabela 10, slika 33 B i D), koje se prvenstveno sastoji od polarnih i
naelektrisanih amino kiselina kao §to su Tyr, Asn, Ser, Arg i Lys. URO AG postize klasi¢ne
interakcije vodonika sa ostacima Asp 187, Lys 190, Lys 436 1 Tyr452 u medudomenskoj Supljini.
URO BG ostvaruje klasi¢ne interakcije vodonika sa Arg 186, Asp 187, Asn 429, Tyr 452 i Lys 436
u istom vezivnom mestu. Vezivanje u medudomenskoj Supljini je dodatno stabilizovano hidrofobnim
interakcijama sa Lys190, Lys 432 i Arg 428 (slika 33 D).

Sinhrona fluorescentna spektroskopija otkriva da je Sudlow mesto | primarno mesto vezivanja
za sve nekonjugovane urolitine, dok oba konjugovana urolitina preferiraju Supljinu. Ovo poslednje
potvrduju rezultati dokinga. Medutim, treba napomenuti da je GOLD optimizovan za predvidanje
verovatnih konformacija vezivanja liganda, a ne afiniteta vezivanja.

Kako bi se oponasali fizioloski uslovi, ligandi su vezani za vezivne dzepove FA8 i FA9 FA-
i hem-HSA, koji su relevantni za prepoznavanje tiroksina. Rezultati studije molekulskog dokinga dati
su u tabeli 11, dok su na slici 34 prikazani rezultati simulacija spajanja svih Sest URO na FA8 i FA9
mesta.
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Tabela 11. Ukupna energija vezivanja (Ewt U kcal mol™) i efikasnost liganda (kcal mol ™
teski atom ™) za URO A, URO AG, URO B, URO BG, URO C i URO D izra¢unata metodom
molekulskog dokinga za FA8 i FA9 vezujuée mesto za FA-HSA i hem-HSA molekul.

Vezivno mesto UROA UROAG URO B URO BG URO C UROD

Etot -14.49 -17.29 -14.14

LE —0.85 —0.86 -0.83 —0.89 —0.80 -0.75

FA9/ Etot -14.58 -19.08 -13.99 -19.29 -14.47 -15.03
supljina LE -0.86 -0.95 -0.82
Hem-HSA

FAS8

FAS Etot -12.92 -16.87 -13.40 -15.91 -13.46 -12.89
LE —0.76 —0.84 -0.79 -0.76 -0.75 —0.68

FA9/ Etot -11.23 -16.99 -10.96 -16.24 -11.65 -11.84
supljina LE —0.66 —0.85 —0.64 -0.77 -0.65 —0.62

Slika 34. 3D bioaktivne konformacije URO A (tamno plava), URO AG (ruzicasta), URO B (zuta),
URO BG (svetlo plava), URO C (tamno zelena) i URO D (crvena) u A) FA-HSA FAS8, B) FA-HSA
FA9/supljina, C) hem-HSA FAS8, D) hem-HSA FA9/3upljina. Modeli popunjenih sfera koris¢eni su
za predstavljanje molekula hema i miristinske kiseline, dok su molekuli urolitina prikazani po
modelu lopte 1 Stapica.
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Sematski crtezi interakcija prvih GOLD klastera za URO ligande, generisanih koris¢enjem
LIGPLUS, prikazani su na slikama 35-38. Rezultati molekulskog dokinga su pokazali da su svi URO
sposobni da se vezu za oba tiroksinska mesta (i FA8 i FA9/Supljina) na HSA molekulu koji za sebe
ve¢ ima vezane ligande. Medutim, potrebne su dalje eksperimentalne studije da bi se potvrdili afiniteti
vezivanja URO liganada.

Slika 35. Sematski crteZi interakcija prvog GOLD klastera A) URO A, B) URO AG, C)
URO B, D) URO BG, E) URO Ci F) URO D u FA8 mestu hem-HSA molekula (PBD kod 1N5U;
internet stranica https://www.rcsb.org/structure/1n5u) generisani koriséenjem LIGPLUS.

Isprekidane linije su vodoni¢ne veze, a 'trepavice' pokazuju ostatke ukljucene u hidrofobne
interakcije.
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Slika 36. Sematski crtezi interakcija prvog GOLD klastera A) URO A, B) URO AG, C) URO B, D)
URO BG, E) URO C i F) URO D u FA9/medudomenskoj Supljini hem-HSA molekula (PBD kod
IN5U; internet stranica https://www.rcsb.org/structure/1n5u) generisani koris¢enjem LIGPLUS.

Isprekidane linije su vodoni¢ne veze, a 'trepavice' pokazuju ostatke uklju¢ene u hidrofobne
interakcije.
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Slika 37. Sematski crtezi interakcija prvog GOLD klastera A) URO A, B) URO AG, C) URO B, D)
URO BG, E) URO C i F) URO D u FA8 mestu FA-HSA molekula (PBD kod 8RCP; internet
stranica https://www.rcsb.org/structure/8RCP) generisani koris¢enjem LIGPLUS. Isprekidane linije
su vodonic¢ne veze, a 'trepavice' pokazuju ostatke ukljucene u hidrofobne interakcije.
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Slika 38. Sematski crtezi interakcija prvog GOLD klastera A) URO A, B) URO AG, C) URO B, D)
URO BG, E) URO Ci F) URO D u FA9/medudomenskoj Supljini FA-HSA molekula (PBD kod
8RCP; internet stranica https://www.rcsb.org/structure/8RCP) generisani koriséenjem LIGPLUS.

Isprekidane linije su vodoni¢ne veze, a 'trepavice' pokazuju ostatke uklju¢ene u hidrofobne
interakcije.

5.9. Analiza ekstrahovanog URO A iz vezikula

Izolovane ekstracelularne vezikule iz ¢elijskog medijuma su metodom NTA analizirane.
Odredena im je koncentracija proteina (56,4 pug/ml), veliina partikula (203,4+127.5 nm) kao i broj
partikula/ml (2,7 x 108).

Tabela 12. Odredivanje broja i veli¢ine EV pomo¢u NTA

Zapremina Prinos (broj Prose¢na
(mL) partikula) veli¢ina (nm)
HEK 293 ¢elijska kultura 25 ml 2,7 x 108 203.4+127.9

Uzorak

Izolovane ekstracelularne vezikule su metodom pasivne inkorporacije punjene sa URO A.
Nakon pasivne inkorporacije URO A u ekstracelularne vezikule i ekstrakcije URO A iz istih,
odradena je te¢na hromatografija sa masenom spektrometrijom kako bi se utvrdilo prisustvo URO A.
Ova metoda omogucéava pouzdanu kvantifikaciju uzorka. Na slikama u prilogu P4 i P5 nalaze se
kalibracione prave za seriju standardnih rastvora URO A za MS/MS prelaz 228>128 i MS/MS prelaz
228>157U tabelama P1 i P2 nalaze se podaci za kalibracionu pravu standarda urolitina za MS/MS
228>128 i za MS/MS 228>157.

76


https://www.rcsb.org/structure/8RCP

Nevena Zelenovié¢ Doktorska disertacija

Na osnovu ovih prava izracunata je koncentracija URO A ekstrahovanog iz vezikula (tabela
13). Na slikama 40 i 41 prikazani su hromatogrami uzorka URO A ekstrahovanog iz vezikula za
prelaz MS/MS 228>157 i za prelaz MS/MS 228>128.

Tabela 13. Podaci za snimljene uzorke

Izracunata .
. w Koncentracija
. . Injekciona v koncentracija
Oznaka . . Posmatrani Retenciono . Povrs$ina sa
. RazblaZenje zapremina . na osnovu . .
analita MS/MS vreme : signala : . uracunatim
(mikroL) kalibracione v .
razblaZenjem
prave
URO A / 229>157 3.66 200 1896.388 1.6 1.6
URO A / 229>128 3.66 200 74251 15 15
I’ij.i)nz:”“z’g Smooth(Mn, 1x2) Uro"thin A (1 )- MRM cw(:?%?;ii.f
366
1896.39

N . T Ty S

025 050 075 100 125 150 175 200 225 25 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

Slika 42. Hromatogram uzorka UroA za prelaz MS/MS 228>157

‘W20240412_8 Smooth(Mn,1x2) MRM of 2 channels,ES+
oA Urolithin A (2). L0600
3.66
742,51

100

min
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

Slika 43. Hromatogram uzorka UroA za prelaz MS/MS 228>128

Inkorporacija URO A (100 pM) pasivnom difuzijom u vezikule je dala o¢ekivano mali prinos.
Dobijena koncentracija ekstrakta URO A iznosi 1.6 uM.
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Urolitini predstavljaju jedinstvene sekundarne metabolite elaginske kiseline koji se ne nalaze
u prirodi, ve¢ nastaju u digestivnom traktu kao rezultat interakcije izmedu hrane i crevne mikrobiote.
Hrana bogata elagitaninima, poput nara, oraSastih plodova i bobicastog voca, sluzi kao prekursor za
stvaranje urolitina, ali samo kod osoba ¢iji sastav crevne mikrobiote podrzava ovu konverziju. Ovaj
predispoziciju pojedinca. Smatra se da proizvodnja urolitina zavisi i od Zivotne dobi individue. pri
¢emu se javlja kod oko 40 % starije ljudske populacije. Poslednjih godina stavljen je akcenat na
proizvodnji dijetetskih suplemenata na bazi urolitina, ¢ime se prevazilazi zavisnost od specifi¢nih
sojeva mikrobiote. Osobama sa slabom proizvodnjom urolitina ovaj pristup omoguéava bolje
iskoris¢avanje njihovih zdravstvenih benefita [13].

Nakon biosinteze u crevima, urolitini podlezu apsorpciji u enterocitima i ulaze u sistemsku
cirkulaciju. U ovom procesu URO se najcesce transformiSu u glukuronidne i sulfatne konjugate, $to
omogucava njihovu bolju rastvorljivost i olakSava transport putem krvi. Ovi konjugati se vezuju za
serumske albumine, dominantne proteine u plazmi, koji sluze kao njihovi glavni nosaci do razli¢itih
tkiva 1 organa. Struktura serumskih albumina, ukljuc¢uju¢i BSA i HSA temeljno je istraZena, $to im je
omogucilo Siroku primenu u biohemijskim istrazivanjima. Zbog svoje sposobnosti da vezu Sirok
spektar jedinjenja, kao Sto su lipidi, polifenoli, metalni joni i lekovi, serumski albumini su postali
klju¢ni modeli za ispitivanje protein-ligand interakcija. Ispitivanje interakcija URO sa serumskim
albuminima je od velikog znacaja radi boljeg razumevanja njihovog metabolizma, transporta kroz
cirkulatorni sistem, kao i1 farmakoloSke aktivnosti. Afinitet vezivanja razlicitih slobodnih i
konjugovanih URO za ove serumske proteine je procenjen spektroskopskim metodama kao i
racunarskim tehnikama.

BSA se u ovakvim istrazivanjima koristi zbog svoje niske cene, lake dostupnosti i visoke
slicnosti sa HSA [114]. BSA struktura je pretezno a-helikoidna sa 2 ostatka triptofana na poziciji 134
unutar subdomena IB i poziciji 213 unutar subdomena I1A [30]. Prvi ostatak se nalazi na povrsini
molekula, dok je drugi u hidrofobnom dZepu BSA [126, 127]. Oba ova ostatka poseduju intrinzi¢nu
fluorescenciju. Fluorescencija poti¢e iz indola prisutnog u triptofanu. Apsorpcioni spektar ovog
ostatka pojavljuje se na ~280 nm, a emisioni spektar na 340 nm. Na osnovu te ¢injenice gaSenje
fluorescencije se koristi za merenje afiniteta vezivanja.

U naSoj studiji rezultati fluorescentne spektroskopije su pokazali da BSA vezuje ove
metabolite na Sta ukazuje smanjenje unutraSnje fluorescencije datog proteina sa povecanjem
koncentracije URO. Vezivanje URO nije promenilo emisioni maksimum §to ukazuje da nije doslo do
promene mikrookruzenja Trp ostatka. Da je bilo promene u strukturi proteina i izlaganja Trp ostatka
na povrsini, doslo bi do crvenog pomeranja (ka ve¢im talasnim duzinama). Ovi rezultati dalje sugeriSu
da nije bilo znacajnijih konformacionih promena u BSA strukturi bez obzira na vezivanje URO.
Takode, Xue i saradnici su u svojoj studiji pratili vezivanje EA kao prekursora urolitina i URO B kao
sekundarnog metabolita za BSA na pH 7.4 1 298 K fluorescentnom spektroskopijom. Njihovi rezultati
su pokazali da ovi metaboliti smanjuju unutrasnju fluorescenciju proteina i ustanovili su da nema
pomeranja emisionog maksimuma [128].

Stern-Volmerovi dijagrami ukazuju na mehanizam gasenja fluorescencije. Za URO B, URO
AG 1 BG dobijena je linearna zavisnost gaSenja fluorescencije od koncentracije liganada. To ukazuje
da postoji jedan mehanizam gasenja fluorescencije i da ovi molekuli interaguju simultano sa oba Trp
ostatka u BSA molekulu. Nasi rezultati su u korelaciji sa rezultatima Xue i saradnika za EA i URO
B. Stern-Volmerov dijagram za EA i URO B je pokazao linearnost $to ukazuje na prisustvo jednog
mehanizma vezivanja [128]. Za URO A nije dobijena linearnost Stern-Volmerovog dijagrama koja
se objaSnjava prisustvom mesovitog tipa gasSenja fluorescencije.
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Dobijene vrednosti Ksy za ispitivane URO su 10* M. Konstante ovog reda veli¢ine sugerisu
na umereni afinitet vezivanja za BSA. Vrednosti Kq su reda veli¢ine 102, Ukoliko su konstante veée
od 10% smatra se da dolazi do stati¢kog gasenja fluorescencije BSA, odnosno do formiranja protein-
ligand kompleksa. Takode, Stern-Volmerove konstante za EA i URO B su reda veli¢ine 10%-10°. Za
EA i URO B je prijavljeno da gase BSA fluorescenciju konstantom gasenja od 10*? §to je nekoliko
redova veli¢ine ve¢a od maksimalne vrednosti difuzijom ograni¢ene protein-ligand interakcije u
vodenoj sredini [128]. Rashtbari i saradnici su ispitali vezivanje EA, URO A i URO B za BSA na
Cetiri razlicite temperature (298 K, 303 K. 310 K 1 313 K) kako bi sa sigurnos¢u mogli da utvrde koji
je mehanizam gasenja fluorescencije BSA. Zakljucili su da je mehanizam gasenja stati¢ki na osnovu
opadanja Kq sa porastom temperature. Ovako dobijeni rezultati su u korelaciji sa naSim rezultatima
za URO B [30]. Medutim, u naSoj studiji je primenjena znatno veca koncentracija URO A (do 30
uM), pri kojima se uocava da Stern-Volmerov dijagram nije linearan. Odstupanje od linearnosti se
javlja pri koncentraciji od 20 pM. Na osnovu tog rezultata je zakljuceno da je mehanizam gasenja
mesovit.

Razlika u strukturi i funkcionalnim grupama dovodi do razlicitih afiniteta ka BSA molekulu.
URO A ima dva donora vodonika u dve hidroksilne grupe u poredenju sa URO B koji ima jednu
hidroksilnu grupu i samim tim jedan donor vodonika. Ta razlika u strukturi omogu¢ava URO A
gradenje veceg broja vodoni¢nih veza, Sto dalje vodi ka ve¢em afinitetu URO A za BSA. Na to
ukazuje i dobijena vrednost konstante gasenja fluorescencije. Vec¢a hidrofobnost i koli¢ina donorskih
grupa vodonika, kao §to je pronadeno u URO A i URO B, povezana je sa ve¢im kapacitetom gaSenja
fluorescencije proteina. Stavise, URO sa veéim brojem hidroksilnih grupa imaju bolji kapacitet
gasenja fluorescencije za razliku od konjugovanih molekula. Zbog veceg afiniteta vezivanja za BSA
biodostupnost aglikona je smanjena u cirkulaciji. BSA sadrzi samo jedno mesto vezivanja za ove
metabolite.

Studije molekulskog dokinga potvrduju da se svi prouc¢avani URO povoljno vezuju za BSA.
Preferencijalno mesto vezivanja URO 1 njihovih konjugata je Sudlov I. Medutim, nekonjugovani
URO takode ¢e se vezivati i za Sudlov Il mesto kada su u visku, odnosno kada je prvo mesto vezivanja
popunjeno. Konjugati URO se pored Sudlow | mesta, vezuju i za medudomensku Supljinu BSA, samo
sa nizim afinitetom vezivanja. Oni ne mogu da se vezu za Sudlow Il mesto zbog svoje robusne
strukture. Dobijeni rezultati doprinose razumevanju mehanizma vezivanja slobodnih i konjugovanih
URO za BSA, prosirujuci poznavanje farmakodinamike 1 nacina transporta ovih vaznih metabolita.

HSA molekul kao i BSA ima predominantnu a-helikoidnu strukturu. Medutim, razlika u
strukturi izmedu ova dva proteina se ogleda u broju Trp ostataka. HSA poseduje samo jedan Trp
ostatak na poziciji 214 unutar subdomena IIA, od koga potice unutra$nja fluorescencija. Vezivanje
URO je ispitano na tri razliite temperature metodom fluorescentne spektroskopije. Na datim
temperaturama su i protein i ligand stabilni, $to je preduslov za ispitivanje vezivnja URO za HSA.
Rezultati fluorescentne spektroskopije su otkrili da se ispitani URO vezuju za HSA, na $ta ukazuje
smanjenje intenziteta fluorescencije karakteristicnog pika na 360 nm. Sa povecanjem koncentracije
svih URO dolazi do smanjenja intrinzicne fluorescencije, ali ne 1 do promene oblika pika ili
pomeranja emisionog maksimuma. Odsustvo plavog ili crvenog pomeranja sugeriSe da nema
promena u mikrookruzenju Trp ostatka, a samim tim 1 u strukturi HSA.

Za analizu gaSenja fluorescencije HSA koris¢en je modifikovani Stern-Volmerov dijagram.
On se primenjuje kada standardni (linearni) Stern-Volmerov model ne pruza dovoljno informacija o
sloZenosti interakcije izmedu fluorofora i kvencera. 1z ovih dijagrama dobijamo informacije da je
mehanizam gasenja fluorecencije kombinacija statickog i dinamickog mehanizma.
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Dobijene vrednosti konstante brzine gaSenja (kq) su reda veli¢ine 102 M1-s7! i daleko
prevazilaze gornju granicu dinami¢kog gasenja ( ~10'° M.s™%) na sve tri analizirane temperature, 1z
ovih podataka se moze zakljuciti da je proces gasenja Trp fluorescencije kombinacija statickog i
dinamic¢kog mehanizma gasenja. Dvostruko-logaritamski grafik nam je omogucio da izracunamo
broj vezivnih mesta. Vrednosti koje smo dobili bile su blizu 1, $to ukazuje da postoji samo jedno
vezivno mesto na HSA za URO. Vrednosti Ky su reda 10*-10° M, $to ukazuje na umereni afinitet
vezivanja. Sve izraCunate Kp za HSA-URO komplekse pokazuju smanjenje sa povecanjem
temperature.

Cinjenica da su vrednosti promene Gibsove slobodne energije negativne (AG<0) na svim
ispitanim temperaturama (298 K, 303 K i 310 K) pokazuje da je proces formiranja HSA-URO
kompleksa termodinami¢ki povoljan. Medutim, tokom nastanka HSA-URO kompleksa dolazi do
smanjenja entropije, odnosno uredenost sistema raste, dok je AH negativan. Ako AS postane manje
povoljna, termodinamicki doprinos -TAS postaje pozitivan, povecavaju¢i AG. Ovo dalje ukazuje da
proces vezivanja postaje manje povoljan sa porastom temperature. Smanjenje entropije dovodi do
manje povoljnih uslova vezivanja sa temperaturnim porastom, kao §to se vidi iz porasta AG.
Konjugacija sa glukuronidima doprinosi temperaturnoj osetljivosti pri vezivanju liganda za protein.
Tada dolazi do dodatne destabilizacije interakcija URO sa HSA na vi§im temperaturama.
Glukuronidacija je smanjila afinitet vezivanja liganda za protein.

Kako bi se utvrdilo da li vezivanje URO za HSA izaziva znacajne promene u njegovoj
strukturi, snimani su CD i FT-IR spektri. Na osnovu fluorescentnih spektara se vidi da nema
pomeranja emisionog maksimuma $to ukazuje da nema narusavanja lokalnog okruzenja Trp ostatka.
FT-IR spektri unutar amidnog III regiona pokazuju ocuvanje najdominantnije sekundarne strukture,
a-heliksa, §to ukazuje da primenjene koncentracije URO ne dovode do denaturacije HSA. Ovi
rezultati su dodatno potvrdeni koris¢enjem URO A u CD spektroskopiji. Dobijeni spektri nisu
pokazali promene u sekundarnim strukturama HSA prilikom vezivanja URO, $to ukazuje da
vezivanje nije dovelo do destabilizacije proteina i/ili gubitka signaturnog helikoidnog aranzmana.

Sinhrona fluorescentna spektroskopija 1 molekulski doking koriS¢eni su za odredivanje mesta
vezivanja URO na HSA. Posto URO gasi fluorescenciju oko Tyr i Trp ostataka istovremeno, sinhrona
fluorescentna spektroskopija je otkrila da je Sudlow mesto | primarno mesto vezivanja za
nekonjugovane urolitine. Medutim, doking studija vezivanja aglikona za slobodni HSA, predvida da
URO C i URO D preferiraju medudomensku $upljinu u odnosu na Sudlow mesto I, dok URO A i
URO B, imaju skoro jednak afinitet za oba mesta vezivanja. Za konjugovane URO sinhrona
fluorescentna spektroskopija pokazala je jako malu promenu u maksimumima talasne duZine emisije
Tyr 1 Trp ostataka. Medutim, doking studija ukazuje na to da je za konjugovane URO medudomenska
Supljina primarno mesto vezivanja na HSA molekul. Posto je GOLD optimizovan za predvidanje
vezivanja konformacija liganada, a ne afiniteta vezivanja, neophodne su dalje eksperimentalne
studije. Te studije bi podrazumevale simulaciju molekulske dinamike neophodne za potvrdu afiniteta
vezivanja URO. Dobijeni podaci mogu se koristiti kao osnova za modulaciju potencijalnog rezima
doziranja URO. Da bi se oponasali fizioloSki uslovi, ligandi su vezani za vezne dZzepove FA8 1 FA9
FA- i heme-HSA, koji su relevantni za prepoznavanje tiroksina. Rezultati spajanja su pokazali da su
svi URO sposobni da se veZu za oba mesta prepoznavanja tiroksina HSA proteina vezanih za ligand.

Pored serumskih proteina postoje i drugi transporteri bioloski aktivnih jedinjenja u
cirkulatornom sistemu. Poslednjih godina predmet intenzivnih istrazivanja postale su ekstracelularne
vezikule kao prirodni transporteri i to zahvaljujué¢i svom prirodnom poreklu, sposobnosti prolaska
kroz bioloske barijere, ukljucuju¢i krvno-mozdanu barijeru, niskoj imunogenosti i malim
dimenzijama.
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Membranski lipidni dvosloj koji §titi unutrusnju hidrofilnu sredinu je idealna osobina EV za
transport kako hidrofobnih tako i hidrofilnih jedinjenja. Sve navedene osobine su izdvojile EV kao
idealne nanosisteme za dostavu bioaktivnih jedinjenja ukljucujuci polifenolna jedinjenja [129]. Ova
jedinjenja prisutna u hrani biljnog porekla poznata su po brojnim bioloskim aktivnostima. Medutim,
polifenoli imaju nisku biodostupnost, Sto zna¢i da samo mali deo unetih polifenola u netaknutom
obliku dospeva u krvotok. Nakon apsorpcije, enzimi faze Il (uglavhom glukuronil i sulfat transferaze)
intenzivno metaboliSu polifenole, stvarajuci konjugovane metabolite, pretezno glukuronide i sulfate,
koji pokazuju znatno manju aktivnost u poredenju sa njihovim prekursorima [130, 131].

U ovom radu ispitali smo moguénost inkorporacije biljnog polifenola urolitina A,
predstavnika klase metabolita elaginske kiseline, u EV. Kao jedan od najjednostavnijih pristupa,
pasivna difuzija se pokazala kao dobra metoda za inkorporaciju URO A u vezikule. Ova metoda ne
zahteva upotrebu agresivnih hemikalija, sloZzene aparature ili kompleksnih postupaka, sto omogucava
ocuvanje integriteta kako membranske strukture vezikula, tako i samog jedinjenja. Pored toga,
inkorporacija URO A u vezikule moze pruziti dodatnu zastitu od oksidacije, enzimske konjugacije i
drugih oblika degradacije, Cime se povecava biodostupnost i efikasnost ovog bioaktivnog jedinjenja.
Gonzélez-Sarrias i saradnici su 2022. godine objavili da su uspe$no inkorporirali biljne polifenole,
kurkumin i resveratrol, u vezikule iz kravljeg mleka. Koristili su tri razliite metode: pasivnu
inkubaciju, elektroporaciju i sonifikaciju, za inkorporaciju ovih jedinjenja. Kao najproduktivnija
metoda se pokazala pasivna inkubacija sa prinosom od 2 uM za kurumin i ¢ak 15 uM za resveratrol
[67].

Medutim, izazov u ovom pristupu predstavlja relativno mali prinos ekstrahovanog URO A,
Sto zahteva optimizaciju uslova za inkorporaciju. Kljuéni parametri ukljucuju temperaturu i pH
vrednost, koji znacajno uticu na efikasnost pasivne difuzije i stabilnost vezikula. Studije su pokazale
da blago kiseli pH i temperature bliske fizioloSkim vrednostima povecavaju efikasnost inkorporacije
polifenola, dok istovremeno smanjuju rizik od destabilizacije membrana.

Ova strategija naglaSava potencijal ekstracelularnih vezikula kao nosilaca za polifenole, ¢ime

se otvara mogucnost za razvoj novih terapijskih platformi za preciznu i ciljanu dostavu bioaktivnih
jedinjenja. Dalja istrazivanja su potrebna kako bi se dodatno optimizovala metoda inkorporacije.
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7. ZAKLJUCCI
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Na osnovu iznetih rezultata u ovoj disertaciji zakljucujemo

e Vezivanje URO za BSA molekul:

v
v

AN

<

Urolitini se vezuju za BSA molekul smanjujuci njegovu unutrasnju fluorescenciju.
Fluorescentni spektri pokazuju karakteristicni pik na 350 nm bez pomeranja emisionog
maksimuma.

Stern-Volmerova konstanta za sve ispitane URO ukazuje na umereni afinitet vezivanja.
URO A se vezuje mesovitim mehanizmom za BSA molekul.

Mehanizam vezivanja URO B i glukuronida URO A i URO B je staticki.

URO A ima veci afinitet za BSA od URO B zbog mogucnosti gradenja veceg broja
vodonicnih veza.

Slobodni URO imaju veci afinitet vezivanja u odnosu na konjugovane sto se ogleda u
smanjenju njihove biodostupnosti u cirkulacji.

Studije molekulskog dokinga pokazuju da se svi proucavani URO povoljno vezuju za
Sudlow | mesto.

Slobodni URO se mogu vezati i za Sudlow Il mesto, dok se konjugovani URO mogu vezati
za medudomensku Supljinu BSA, samo sa niZim afinitetom vezivanja nego u prvom
vezivnom mestu.

e Vezivanje URO za HSA molekul:

v

v

AN NI NI N NN <

<\

Urolitini se vezuju za HSA molekul smanjujuci njegovu unutrasnju fluorescenciju na tri
razlicite temperature.

Fluorescentni spektri pokazuju karakteristicni pik na 360 nm bez pomeranja emisionog
maksimuma.

Stern-Volmerova konstanta za sve ispitane URO na datim temperaturama ukazuje na
umereni afinitet vezivanja.

Svi ispitani URO se vezuju mesovitim mehanizmom za HSA molekul.

Broj izracunatih vezivnih mesta za sve URO iznosi 1,

Vezivanje URO za HSA je termodinamicki povoljno i vodeno je enalpijskim faktorom.
Proces vezivanja je manje povoljan na visim temperaturama.

Konjugacija URO sa glukuronidima smanjuje njihov afinitet za HSA molekul.

Ne dolazi do promena u strukturi molekula HSA prilikom vezivanja URO Sto pokazuju CD
i FT-IR spektri.

Sinhrona fluorescentna spektroskopija je pokazala da se nekonjugovani URO povoljno
vezuju za Sudlov | mesto.

Docking studija ukazuje da se slobodni URO A i URO B skoro jednakim afinitetom vezuju
i za Sudlow I i za Sudlov Il mesto, dok URO C i URO D preferiraju medudomensku
Supljinu.

Doking studija je pokazala da se konjugovani URO vezuju za medudomensku Supljinu
HSA.

e Inkorporacija URO A u ekstracelularne vezikule:

v Inkorporacija URO A metodom pasivne difuzije u ekstracelularne vezikule dobijenih
iz HEK 293 ¢celija je moguca.
V' Prinos ekstrahovanog URO A iz vezikula utvrden LC-MS metodom 1.6 uM.
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Slika P1. Klaster analiza rezultata dokinga URO na Sudlow mesto I (A) i na FA9//medudomensku
Supljinu (B) kod HSA bez prisustva liganda (PDB ID 1BMO), kori§¢enjem RMSD vrednosti od 1,0
A
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Compound name: Urolithin A (2)

Correlation coefficient: r = 0.998537, "2 = 0.997076
Calibration curve: 513.33 * x + -47.9817
Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclug
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Slika P4. Kalibraciona za standarde UroA MS/MS prelaz 228>128

Tabela P1. Podaci za kalibracionu standarda urolitina za MS/MS 228>128

Koncentracija
standarda (mikroM)

Retenciono vreme
standarda

Injekciona
zapremina (mikroL)

Povrsina signala

IzraCunate
koncentracije na
osnovu kalibracione

0.1

3.65

200

2.032

0.1

0.5

3.64

200

203.021

0.5

0.75

3.65

200

368.132

0.8

1.0

3.65

200

462.706

1.0

1.5

3.65

200

700.521

15

Compound name: Urolithin A (1)

Correlation coefficient: r = 0.997858, "2 = 0.995722

Calibration curve: 1294.22 *x + -118.535

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Slika P5. Kalibraciona za standarde UroA MS/MS prelaz 228>157
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Tabela P2. Podaci za kalibracionu standarda urolitina za MS/MS 228>157

Koncentracija

Retenciono vreme

Injekciona

Povrsina signala

Izracunate

standarda (mikroM) standarda zapremina (mikroL) koncentracije na
osnovu kalibracione
0.1 3.65 200 8.323 0.1
0.5 3.64 200 498.368 0.5
0.75 3.65 200 934.577 0.8
1.0 3.65 200 1203.389 1.0
15 3.65 200 1745.410 1.4
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mwme n npesnme aytopa HeeeHa 1. 3eneHoBuh

Bpoj nHgekca [0B609/2022

UsjaBrbyjem

0a je QOKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBoMm

McnutnBamwe MHTepaKumja ceKyHaAapHUX MeTabonuTa enarMHcke KucenuHe (yponuTuHa) ca
an6yMuHMMa U eKcTpauenynapHUM Be3MKynama

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXUBaYKor paaa;
e [a gucepTauuja y LenuHU HY Y AernoBrMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTuuake apyre
AvnrnomMe npema cTyamujckum nporpammma apyrmx BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBa;

e [la cy pe3ynTaTu KOPeKTHO HaBeaeHU U
e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npasa U KOpUCcTMo/na UHTenekTyanHy CBojuHy Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, aatym
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UsjaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTAMNaHe U efieKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOPCKOr paga

Mwme n npesnme aytopa HeBeHa 3eneHoBuh
Bpoj nHgekca [1b616/2013

Ctyaunjckm nporpam OOKTOP 6MOXEeMUjCKUX HayKa

Hacnos paga MUcnutnBawe MHTEpaKuMja ceKkyHaapHux metabonura enarmHcke
KMcenuHe (yponutuHa) ca anbymMuMHMmMa MeKcTpauenynapHum
Be3uKynama

MeHTopKn ap Munuua Nonosuhu n ap Munuua KojagnHosuh

MsjaBreyjemM ga je wramnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr pada UCTOBETHA eNeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npegao/na pagu noxpaweHa y iurutanHom peno3utopujymy YHuBepauteta y beorpany.

[lo3BorbaBam fa ce o6jaBe Moju NYHU Nodaum Be3aHn 3a Jobujare akafeMcKor Hasuea foKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3ume, roamHa U Mecto pohena u gatym ogbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaum Mory ce O6jaBVITI/I Ha MpPEeXHUM CTpaHuuama gurntarHe 6I/I6J'II/IOTeKe, Yy
€J1eKTPOHCKOM KaTanory ny ny6n|/||<au,v|jama yHI/IBep3I/ITeTa Yy Eeorpap,y.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, aatym UACVRAYSYSINE JSV  40)
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UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnmnoteky ,Ceto3ap Mapkosuh® ga y urmtanHm penosmtopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTaunjy nog HacnoBoOM:

McnutnBamwe MHTepaKumja ceKyHaapHUX MeTabonuTa enarMHcke KucenuvHe (ypornuTuHa) ca
an6yMuHMMa U eKcTpauenynapHUM Be3MKynama

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

[ucepTaumjy ca cBMmM npunosvma npegao/na cam y efnekTpoHCKOM hopmaTty NorogHom 3a TpajHo
apxumBupamse.

Mojy pokTopcKy Auceptauuvjy noxpaweHy Yy [durmtanHom penosvtopujymy YHusepsuteTa y
Beorpaay v focTynHy y OTBOpEHOM NPUCTYNy MOTry ja KOPUCTE CBM KOju NoLuTyjy oapenbe cagpxaHe
y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatneHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuno/na.
1. Aytopcteo (CC BY)

2. AyTtopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLUMjanHo — genuth nog nctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)

5. AyTtopcTBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — genutu nog nctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3a0KpyXute camo jegHy of LWeCT NoHyheHnx nuueHumn.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe u3jaBe).

MoTnuc aytopa

NeL MO Lolerioy
Y beorpany, natym N AN U UAA(C
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1. AyrtopctBo. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUBYUMjy M jaBHO caonwTaBake Aena, M
npepage, ako ce HaBefe nme aytopa Ha HauvH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa vunu gasaoua nuueHue,
Yyak 1 y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuWja o CBUX NINLEHUM.

2. AytopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUbYUMjy U jaBHO
caonwiTaBawe ferna, u npepaje, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha Ha4uH ogpefneH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He JO3BOMbaBa KomepuujanHdy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepUMjanHo — 6e3 npepaaa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, OUCTpUbyumjy n
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa nnu ynotpebe gena y cBoM geny, ako
ce HaBefde ume ayTopa Ha HavvH ogpeheH og cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Osa nuueHua
He Oo03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha CBe ocTarne nvueHue, 0BOM NMLEHLOM
ce orpaHunyaBa Hajeehun o6um npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AeNUTY Noa UCTUM ycnoBuma. [1o3BosbaBaTe yMHOXaBahs€,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH
oapeheH oa cTpaHe ayTopa vnv gaeaoua nyLeHLe 1 ako ce npepaga avctpubymnpa nog UCTOM Unm
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He Jo03BOMbaBa KomepuumjanHiy ynotpeby nena un npepaaa.

5. AyTopcTBO — 6e3 npepaaa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUbYLUMjy 1 jaBHO caoniTaBame
gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unm ynotpede genay CBoM Aery, ako ce HaBeae ume aytopa
Ha HauvH ogpeheH o cTpaHe aytopa wnuM AdaBaoua nuvueHue. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KoMepuwmjanHy ynotpe0by gena.

6. AyTopCcTBO — AenUTU Noa UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBate yMHOXaBake, ANCTPUOyLMjy m
jaBHO caonwTaBake Aena, n npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HavuH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa nnv gaeaowa nuueHLe 1 ako ce npepaga guctpmbympa nog MCTOM UIN CAMYHOM JTULLEHLOM.
OBa nuueHua go3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby gena n npepaga. CnudHa je copTBEPCKMM
nuueHuama, OgHOCHO NnuEeHLaMa OTBOPEHOr Koaa.
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