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SAZETAK

Boroni¢ne kiseline su spojevi u kojima je trovalentni borov atom povezan s jednom alkilnom
ili arilnom skupinom te dvije hidroksilne skupine. Zanimljive su za istraZzivanje zbog malih
molekulskih masa, termicke stabilnosti, niske toksi¢nosti, blage kiselosti te inertnosti u
doticaju s vodom 1 kisikom. Djeluju kao izvrsni reaktanti, ali pokazuju i jaku bioaktivnost, §to
im je posljednjih godina priskrbilo podosta pozornosti. Boroni¢ne kiseline stvaraju nekoliko

derivata, ¢ija su svojstva, unato¢ povecanom interesu, do danas jos razmjerno neistrazena.

U okviru ove doktorske disertacije provedeno je prvo opsezno usporedno istrazivanje
bioloskih u¢inaka odabranih boroni¢nih kiselina 1 njthovih derivata — fenilboroni¢ne kiseline,
2,4,6-trifluorofenil boroni¢ne kiseline, trimetil boroksina, trimetoksi boroksina i dikalijevog-
trioksohidroksitetrafluortriborata — te validacija njihovog inhibitornog djelovanja na izdvojene
enzime: butirilkolinesterazu, tirozinazu, heksokinazu, laktat-dehidrogenazu 1 piruvat-kinazu.
Citotoksicni 1 antitumorski ucinci ispitani su na tumorskim stani¢nim kulturama 4T1 mi§jeg
adenokarcinoma dojke, B16F10 miSjeg melanoma i SCCVII mi§jeg karcinoma plocastih
stanica koze. Svi ispitivani spojevi, s izuzetkom 2.4,6-trifluorofenil boroni¢ne kiseline,
uzrokovali su znacajno smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica u in vitro testovima, dok su u
in vivo uvjetima znatno usporili njihov rast. U istrazivanjima inhibitornog djelovanja, bolje
ucinke polucili su derivati s boroksinskim prstenom, posebice dikalijevtrioksohidroksi-
tetrafluortriborat 1 trimetoksi boroksin, u odnosu na ispitivane boroni¢ne kiseline.
Antioksidacijska aktivnost ispitana je primjenom tri razli¢ite spektrofotometrijske metode, pri

¢emu su svi ispitivani spojevi pokazali zanemarivu djelotvornost.

Ostvareni rezultati upucuju na zakljucak kako kod ispitivanih boroni¢nih kiselina i njihovih
derivata postoji izvjesni biomedicinski potencijal te predstavljaju temelj za daljnja

istrazivanja.

Kljucne rijeci: boronicne kiseline, boroksini, citotoksicnost, antitumorski ucinci, enzimska

inhibicija, antioksidacijska aktivnost



SUMMARY

Background: Boronic acids are compounds in which trivalent boron atom is connected with
one alkyl or arly and two hydroxil groups. They are interesting due to their low molecular
masses, their thermal stability, low toxicity, mild acidity and inertness to water and oxygen.
The fact that they act as excellent reactants and exhibit strong bioactivity brought them a great
deal of attention in recent years. Boronic acids form several derivates which, despite growing
interest, still remain relatively unexplored. Boroxines are boronic acid anhydrides, consisting
of 6-membered, heterocyclic compounds composed of alternating oxygen and singly
hydrogenated boron atoms. Due to their unique electron configurations, boroxines react
readily with Lewis basis and are potentially selective enzyme inhibitors. They have the ability

to bind to the active sites of enzymes and thus, prevent the catalytic reactions.

Over the past 40 years, boronic acids were studied primarily for their role in the Boron
Neutron Capture Therapy (BNCT). BNCT has been evaluated clinically as an alternative to
conventional radiation therapy in patients with high grade malignant brain tumors (gliomas),
recurrent tumors of the head and neck region and a much smaller number with cutaneous and
extracutaneous melanomas. In 2003, the dipeptide boronic acid bortezomib became the first
clinically approved proteasome inhibitor for treating relapsed multiple myeloma and mantle
cell lymphoma. Bortezomib introduction has sparked a renewed interest in boronic acids as
potential pharmaceutical agents for a wide range of diseases. Nowadays, boronic acids and
their derivates are investigated related to the development of boron-glucose sensors — that
could enable continouos, non-invasive blood sugar level monitoring in diabetes mellitus
patients — and self-regulated insulin delivery systems, tracking changes in dopamine
concentrations in the diagnosis and treatment of Parkinson's diseases and schizophrenia, etc.
The research carried out on diazoborine has shown that boronic acid derivates exhibit broad-
spectrum antimicrobial and antifungal properties. The boron-containing antibiotic, boromycin
was found as an antiviral agent against human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) strain
in in vitro conditions. Also, boronic acid antiviral activity against hepatitis C virus (HCV) has

been indicated previously.

Aim: This doctoral thesis represents the first comprehensive comparative study carried out to
elucidate the biological effects of selected boronic acids and their derivates — phenylboronic
acid, 2.,4,6-trifluorophenyl boronic acid, trimethylboroxine, trimethoxyboroxine and

dipottasium trioxohydroxytetraflourotriborate — and to assess their inhibitory activity on



isolated enzymes: butyrylcholinesterase, tyrosinase, hexokinase, lactate dehydrogenase and
pyruvate kinase. Based on previously published results and own preliminary studies, it is
hypothesized that selected boronic acids and their derivatives, such as dipottasium
trioxohydroxytetrafluorotriborate, posses strong biomedical activity and could be considered

as a promising novel therapeutics for various diseases, particularly malignant.

Methods: The cytotoxic activities of selected compounds at various concentrations were
evaluated on 4T1 mouse mammary adenocarcinoma, B16F10 mouse melanoma, SCCVII
squamous cell carcinoma and L929 mouse dermal fibroblast cell lines. Crystal violet staining
assays were utilized to determine cell growth inhibition rates. Antitumour activity in vivo was
assessed using three different mouse strains: BALB/c syngeneic with 4T1 cells, C57BL/6
syngeneic with B16F10 cells and C3H/H syngeneic with SCCVII cells. All animals,
employed in the experiments, were treated according to the Animal Welfare Regulations.
Each experimental group encompassed seven animals. Mouse tumor models of 4T1 mammary
adenocarcinoma, B16F10 melanoma and SCCVII squamous cell carcinoma were established
by injecting 5 X 10° of tumor cells subcutaneously into the right thigh of syngeneic mice.
Depending on the tumor model, four different application routes were studied: intra-

peritoneal, intra-tumoral, per-oral and topical.

Enzyme inhibitory effects of selected compounds were investigated spectrofotometrically,
following standardized protocols and procedures, reported in literature. Michaelis-Menten
kinetic parameters K,, and V,,, values were calculated using Lineweaver-Burk double
reciprocal plot, whilst inhibitory constant K; values were estimated through use of Dixon

reciprocal plot.

Finally, the antioxidant properties were examined utilizing three well-known assay systems:
ferric-reducing antioxidant power (FRAP), DPPH radical scavenging and Fe?* metal

chelating.

Results: All selected compounds have significantly reduced cell viability in all tested cell
lines at the highest applied concentrations. The only expcetion was 2.4,6-triflurophenyl-
boronic acid that did not demostrate any cytotoxic effects on L929 mouse dermal fibroblast
cell line, regardless of the concentration. The differences in the cell sensitivity were more
pronounced at lower concentrations. Strong growth inhibition of B16F10 mouse melanoma,

SCCVII squamous cell carcinoma and L929 mouse fibroblast cells was caused by low



concentrations of dipottasium trioxohydroxytetraflourotriborate (cell survival rate 20 — 52 %)
and trimethoxy boroxin (cell survival rate 35 — 59 %), whilst at the same concentrations, mild
cytotoxicity against 4T1 cells was observed only in samples treated with trimethoxy boroxin

(cell survival rate 77 %) and trimethyl boroxin (cell survival rate 80 %).

Antitumor activity in vivo was assessed on the same tumor models as in vitro. Phenylboronic
acid administered intra-peritoneally exhibited good to extremely good antitumor activity on
all tested cell lines (34 — 57 %), and similar performance (33 %) was observed on SCCVII
cells when phenylboronic acid was applied perorally. Dipottasium trioxohydroxytetraflouro-
triborate significantly (30 — 42 %) reduced cell growth in all four administration modes. On
the other hand, the only antitumoral activity by 2,4,6-triflurophenylboronic acid was detected
when it was administered intra-tumorally to experimental animals inoculated with 4T1 tumor

cells.

When it comes to enzyme inhibiton, generally boroxine ring-containing compounds
demonstrated better inhibitory effects in comparison with boronic acids. In all assays,
dipottasium trioxohydroxytetraflourotriborate and trimethoxyboroxine were the most
effective in disrupting enzyme activity. With inhibition rate in between 41 and 60 %, at the
highest tested inhibitor concentration, butyrylcholinesterase proved the most susceptible to
action of selected boronic acids and their derivates. On the contrary, lactate-dehydrogenase
was deemed most resilient, showing very mild activity decrease (inhibition rate 24 %), solely
in contact with trimethoxy boroxine. The assays confirmed that all studied compounds display
non-competitive inhibition patterns, which is not surprising knowing that they have no

structural similiraties with the used substrates.

Antioxidant properties of the selected boronic acids and their derivates were evaluated using
three different spectrophotometric methods, in comparison with reference antioxidants. At
tested concentrations (0.1 — 10 mM), all studied compounds exhibited negliable antioxidant
capacity, DPPH free radical scavenging activity and iron chelating ability. No distinctive
differences were observed between boronic acids and boroxine ring-containing compounds.
Among the studied compounds, dipottasium trioxohydroxytetraflourotriborate showed the
most prominent effects, yielding a ferrous sulfate equivalent antioxidant capacity (FEAC)
value of 464 mM. Other selected compounds demonstrated several times lower antioxidant
capacities, ranging between 864 — 3442 mM FEAC. Withal dipottasium

trioxohydroxytetraflourotriborate displayed the strongest ability to scavenge free radicals



(ICso = 21.23 mM), but at the same time it turned out to be the worst chelator of Fe?* ions
(ICso = 414.57 mM), in comparison with other studied compounds. Radical scavenging
activity of 2.,4,6-triflurophenylboronic acid was roughly comparable to that of dipottasium
trioxohydroxytetraflourotriborate (ICs, = 28.79 mM), while the effectiveness of other three
studied compounds was significantly lower (ICs, = 57.08 — 65.61 mM). The experiments
further revealed that phenylboronic acid exerted the most powerful inhibitory effect on

ferozin complex formation, with a IC5, value of 72.51 mM at the highest tested concentration.

Conclusion: In the light of all the studies carried out in this thesis, it can be concluded that
nearly all selected compounds demonstrated good or very good cytotoxic and antitumor
effects. They exhibited good inhibition of the investigated enzymes to some extent; however,
all five of them showed extremely weak antioxidant power. Although antioxidant capacity
assays did not confirm radical scavenging potential through electron transfer mechanism, they
did reveal a certain activity towards free DPPH radical. This fact calls for further research into
possible alternative antioxidant action mechanisms. In addition, to understand exactly how the
boronic acids and their derivatives affect the metabolism and tumor cell growth, it might be
interesting and beneficiary to expand the research onto the specific subtypes of enzymes used

in this study.

Keywords: boronic acids, boroxines, citotoxicity, antitumor effects, enzyme inhibition,

antioxidant activity
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1.UVOD

Posljednjih 20-tak godina raste zanimanje za spojeve bora. Bor ima praznu p-orbitalu Sto ga
¢ini reaktivnim prema nukleofilima budué¢i da moZe posti¢i stabilnu oktetnu konfiguraciju
(Ramachandran, 2013; Scorei, 2011; Scorei 1 Popa, 2010; Bakirdere 1 sur., 2010; Baker i sur.,
2009). S posebnom paznjom istrazuju se boroni¢ne kiseline i njihovi derivati boroksini
(produkti dehidratacije boroni¢nih kiselina), zbog moguce terapijske primjene vezane uz
njihovu zanimljivu biolosku aktivnost. Prvi lijek kao derivat boroni¢ne kiseline generi¢kog
imena bortezomib (Paramore i Frantz, 2003), pojavio se na trziStu 2003. godine a sluzi u
terapiji multiploga mijeloma. Duze vrijeme su boroni¢ne kiseline istraZivane u sklopu bor-
neutron hvatajuce terapije (engl. Boron Neutron Capture Therapy, BNCT). Danas se ova
metoda klini¢ki koristi kao neinvazivna alternativno-konvencionalna terapija zraenjem za
lijeCenje zlo¢udnih tumora mozga (glioma), a u novije vrijeme 1 recidiva lokalno

uznapredovalih tumora glave i vrata.

Istrazivanja primjene boroni¢nih kiselina 1 njihovih derivata danas su fokusirana na razvoj
senzora bor-glukoza vaznih za kontrolu razine krvnog Secera kod Secerne bolesti (lat. diabetes
mellitus) (Egawa 1 sur., 2014) i transport inzulina u ljudskom tijelu te na prac¢enje promjena
koncentracija dopamina kod dijagnosticiranja 1 lijeCenja Parkinsonove bolesti 1 shizofrenije
(Hong 1 sur.,, 2016). IstraZzivanja provedena na diazoborinima pokazala su da derivati
boroni¢nih kiselina imaju antimikrobna i antifugalna svojstva Sirokoga spektra (Trippier 1

McGuigana, 2010).

Rade¢i na sintezi dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;03F,OH]) po
modificiranom postupku (Ryss 1 Slutskaya, 1951), Gali¢ (Gali¢, 2012; Gali¢, 2013) je
slucajno otkrio da taj spoj djeluje na hiperkeratoze na kozi, to jest da tamno obojene izrasline
izlozene djelovanju malih koncentracija  dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata
(K,[B303F,0H]) gube boju i nepovratno otpadaju s povrSine koze. Daljnjim istrazivanjima
utvrdeno je da dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborat (K,[B303F,OH]) pokazuje sporu
degradaciju, da je stabilan i dobro topljiv u vodi §to ga ¢ini primjenjivim u razli¢itim

medicinskim i dermatolosko-kozmeti¢kim formulacijama.



Haveri€ i1 sur. (Haveri¢ 1 sur., 2011) istrazili su antiproliferacijski, citotoksi¢ni i genotoksicni
potencijal dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B303F,OH]) pomocu testa
alamarBlue na bazalnim stanicama karcinoma i limfocitnih kultura mijenjajuci citokineticki
blok - mikrojezgreni postupak. Islamovi¢ 1 suradnici (Islamovi¢ 1 sur., 2014) te Vullo 1
suradnici (Vullo 1 sur., 2014) istrazivali su kineticke parametre i mehanizam inhibicije enzima
katalaze i humanih karbonanhidraza u prisutnosti dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata
(K,[B305F,0H]). Ivankovi¢ i suradnici (Ivankovi¢ i sur., 2014) pokazali su jaku
antitumorsku aktivnost dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;05F,0H]) koja je
usporediva s dobro poznatim antitumorskim lijekom 5-fluorouracilom. Antitumorska
aktivnost ispitivana je in vitro na tumorskim stani¢nim linijama: 4T1 miSji adenokarcinom
dojke, B16F10 mi$ji melanom te SCCVII mi§ji karcinom plocastih stanica koze koje imaju
sposobnost stvaranja solidnih tumora 1 in vivo na singenicnim miSevima s istim tumorskim
stani¢nim linijjama. Premda je studija pokazala veliku osjetljivost stanica raka na ovaj spoj,

mehanizam djelovanja nije rasvijetljen.

U ovom radu istraZzuje se bioloSka aktivnost: antitumorsko, citotoksi¢no 1 antioksidacijsko
djelovanje te inhibitorno djelovanje odabranih boroni¢nih kiselina i njihovih derivata i to
fenilboroni¢ne kiseline (C4H,BO,), 2.4,6-trifluorofenil boroni¢ne kiseline (CqH4BF30,),
trimetil boroksina (C3HgB303), trimetoksi boroksina (C3HoB30g) i dikalijevogtriokso-
hidroksitetrafluortriborata (K,[B;03F,O0H]) na sljedeCe enzime: tirozinazu, heksokinazu,
piruvat kinazu, laktat-dehidrogenazu 1 butirilkolinesterazu, koji su izabrani u skladu s
osobinama istrazivanih tumorskih stanica i teorijom Warburgovog efekta. Glavni motiv
istrazivanja predstavljenog u ovom doktorskom radu bio je utvrditi postoje li bioloski ucinci
odabranih boroni¢nih kiselina 1 njihovih derivata, poput dikalijevogtrioksohidroksi-
tetrafluortriborata (K,[B3;03F,OH]), koji bi predstavljali temelje za propitivanje njihovoga

terapijskoga potencijala, posebice za maligne bolesti.

1.1. Kemija borovih spojeva

1.1.1. Bor

Profesor Artem Oganov sa SveuciliSta u Stony Brooku izjavio je 2007. godine u New York
Times-u: ,,Bor je stvarno jedan shizofreni element. To je element kompletne frustracije. Taj

element doista ne zna Sto zeli od sebe“. Svojom neobi¢nom izjavom profesor Oganov je vrlo
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dobro objasnio svu kompliciranost, ali 1 nevjerojatnu zanimljivost bora kao elementa, kao 1
kemije njegovih spojeva. lako prilicno poznat drevnim civilizacijama, za moderan se svijet
nekako joS uvijek skriva u sjenama neznanja, i ¢eka da bude otkriven. Prvi dokazi o koriStenju
borovih soli postoje iz doba Babilona, gdje su ih Babilonci koristili za topljenje artefakata.
Egipcani su ih koristili za mumificiranje, a Rimljani za pranje krvavih podova arena. Naziv
bor (engl. boron) dolazi od arapske rijeci ,,burag™ §to znaci bijelo, a odnosi se na boraks -
mineral u kojem je tadaSnjoj civilizaciji bor bio dostupan. Arapi su borove soli koristili za
razli¢ite primjene, ukljucujuéi i izradu lijekova. Bor se danas najviSe koristi u proizvodnji

stakla, deterdzenata 1 vatrogasnih aparata.

Od pocetka 20. stoljec¢a kemija borovih spojeva sve se viSe izuCava. Nestabilnost bora na
zraku glavni je uzrok §to je bor prvi put u ¢istom obliku proizveden tek 1909. godine. Bor je
vrlo zanimljiv element. Prvo $to ga €ini jako zanimljivim jest njegov poloZaj u periodnom
sustavu elemenata. S jedne strane okruzen je metalima kao Sto su berilij, aluminij 1 galij, koji
su Cisti metali 1 lako daju svoje vanjske elektrone i stvaraju ionsku vezu. S druge strane nalaze
se nemetali ugljik 1 dusik koji preferiraju podjelu elektrona i stvaranje kovalentne veze. Bor je
polumetal i pokazuje cudno mijeSanje karakteristika metala i nemetala. Ima tri valentna
elektrona tako da bi trebao biti sposoban formirati trostruku kovalentnu vezu. Uspjesno je
potvrdeno medusobno povezivanje borovih atoma u lance, a upravo je takva sposobnost
ugljika osnova cijele organske kemije, i bez nje ne bi bilo molekula deoksiribonukleinske
kiseline (engl. Deoxyribonucleic Acid, DNA), proteina, ugljikohidrata 1 drugih za Zivot

neizmjerno vaznih molekula.

Bor, za razliku od ostalih metala, ima snazan afinitet za elektronima zahvaljujuéi praznoj p-
orbitali. To ¢ini bor i1 njegove spojeve siromasnima (deficijentnima) s obzirom na elektrone,

$to vodi do nastanka neobi¢nih struktura.

Ugljik ima cetiri valentna (vanjska) elektrona, lako stupa u interakciju i stvara veze s drugim
atomima ugljika ili atomima nekog drugog elementa. Ugljikovi spojevi u sebi sadrze
kovalentne veze nastale podjelom parova elektrona Cime se formiraju relativno strogi
prstenovi i landane strukture. Stovise, ugljik se moZe vezati na druge atome i dvostrukim i

trostrukim vezama (Pine, 1994).

Borovi spojevi viSe naginju stvaranju struktura poput ,reSetki“ (engl. cage) 1 ,,grozdova‘“

(engl. cluster) s mnogostrukim geometrijskim varijacijama. Takvi spojevi imaju unikatnu
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raspodjelu naboja koja im omogucava formiranje nekovalentnih veza s aminokiselinama
boc¢nih lanaca enzima, vrlo vaznih za normalno oblikovanje aktivnih mjesta katalize. Bor se
ponaSa poput metala kad stvara okside poput bor (III) oksida (B,03), 1 soli poput borovog
sulfata (B,(SOy4)3). Ali potpuno suprotno od metala, bor formira kiseline poput borne kiseline

(H3BO3). On ¢ak formira i veoma kompleksnu seriju hidrida kao §to to ¢ini 1 ugljik.

Bor je esencijalan za biljke 1 vrlo je vaZzan u antibiotskoj tvari boromicinu kojeg proizvode
streptomicete (Baker i sur., 2009). Novija istrazivanja (Bakirdere i sur., 2010) pokazuju da je
iznimno vaZan za meristemsko tkivo koje je bogato maticnim stanicama, sposobnim da se

diferenciraju u bilo koju vrstu stanica potrebnih za rast i zivot jedne biljke.

Prema istrazivanju njemackog onkologa dr. Paula Gerharda Seegera rak pocinje slabljenjem
staniéne membrane (Seeger i Wolz, 1990). Buduéi da je bor vazan za integritet stanicne
stjenke, moguce je da je on potencijalni inhibitor tumorskog rasta. Bor kao element bitan je
kod reguliranja rada paratiroidne zlijezde, te je iznimno potreban za regulaciju metabolizma
kalcija, magnezija 1 fosfora. Vjeruje se da bor moze utjecati na faktore zgruSavanja krvi, te

utjecati na poboljSanje stanja kod srcanih bolesnika.

Bor u tijelo unosimo putem hrane. Prirodni izvori bogati borom su: jabuke, narance, avokado,

grozde, kruske, §ljive, kivi 1 oraSasti plodovi.

Velike farmaceutske tvrtke danas ulazu znatna sredstva za razvoj lijekova baziranih na
borovim spojevima. Razvoj se temelji na spoznajama iz narodne medicine. Narodna medicina
primjerice, savjetuje uzimanje boraksa (borove soli) za lijeCenje svih oblika kandidaze, te
koriStenje koprive (zbog bogatstva borom) za lijeCenje reume 1 artritisa. Do sada je na trziStu
uspjesno plasirano samo nekoliko preparata ¢ija je aktivnost vezana uz bor. Tako je primjerice
americka Agencija za hranu 1 lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) 2014.
godine odobrila antifugalni lijek generickog naziva tavaborol s borovim spojem kao aktivhom

tvari.

Od 2003. godine dostupan je lijek generiC¢kog naziva bortezomib koji sadrzi borov spoj i
djeluje na proteasom. Borov se atom veze na kataliticko mjesto proteasoma 26S 1 blokira
njegovu aktivnost. Proteasomi su proteinski kompleksi koji se nalaze u jezgri i citosolu svih
eukariotskih stanica, a kojima stanice reguliraju koncentraciju pojedinih proteina i razgraduju

nefunkcionalne ili nepravilno nabrane proteine. U procesu degradacije proteina nastaju peptidi



sa 7-8 aminokiselina, koji se zatim razraduju do aminokiselina, a one se mogu ponovno
koristiti u sintezi novih proteina. Inhibicijom proteasoma 26S pokuSava se sprijeciti
razgradnja pro-apoptickih proteina koji kod pojacane ekspresije nefunkcionalnih ili
nepravilno nabranih proteina aktiviraju mehanizam programirane stani¢ne smrti, odnosno
apoptozu. Pojacana ekspresija nefunkcionalnih ili nepravilno nabranih proteina obiljezje je

stanica raka, posebice multiplog mijeloma (Paramore i1 Frantz, 2003).

Bor ima svojstvo da formira male molekulske spojeve prikladne za ciljanje klju¢nih vezujucih
mjesta na proteinima. Njegova prazna p-orbitala lako se interkonvertira iz neutralne sp2 u
hibridiziranu atomsku sp3 orbitalu Sto stvara ¢vrstu 1 postojanu interakciju izmedu bora 1
proteinskog katalitickog mjesta (Renaud i sur., 2007). Sto se ti¢e lije¢enja tumora, osim
bortezomiba, sve viSe se istrazuje i BNCT terapija (Miyatake 1 sur., 2016; Miyatake 1 sur.,
2018). Rad na ovome zapoceo je prije 30-tak godina, no tek je nedavno dostigao fazu
klinickog ispitivanja. BNCT koristi nuklearnu reakciju koja se zbiva kada borov izotop 10,
inace stabilan, biva ozraen nisko energetskim neutronima. Hvatanjem neutrona prelazi u
helij-4 a Cestice 1 litij-7 jezgru, obje bogate kinetickom energijom. Nuklearna reakcija zbiva
se samo unutar stanica u kojima su akumulirani borovi spojevi, §to je o¢igledno prednost jer
se ne oStecuje okolno tkivo. OtpusStanjem y-zraka dolazi do stvaranja citotoksi¢nog efekta kod
tumorskih stanica, koje zbog nekog razloga bas preferiraju nakupljanje borovih spojeva.
Terapija za sada ima mnogo uspjeha kod tumora vrata, glave 1 mozga, a $to je posebno vazno,

uspjesna je 1 kod recidiva.
1.1.2. Boronic¢ne Kkiseline i njihovi derivati

Boronic¢ne kiseline jesu klasa borovih spojeva koji sadrze trovalentni borov atom povezan na
alkilnu ili arilnu skupinu 1 dvije hidroksilne grupe. Zanimljive su za istrazivanje zbog malih
molekulskih masa, termicke stabilnosti, niskog toksi¢nog profila, blage kiselosti te inertnosti

na vodu 1 kisik. Djeluju kao izvrstan reaktant, a osim toga pokazuju 1 jaku bioaktivnost.

Prve boroni¢ne kiseline spominju se u literaturi od 1860. godine. Prazna borova p-orbitala
utjeCe na to da boroni¢ne kiseline lako stupaju u interakcije s Lewisovim bazama preko
interkonverzije sp2 u sp3 hibridizaciju. U vodenom mediju ova se interkonverzija zbiva
pomocu reakcije s vodom gdje neutralan i trigonalan bor prelazi u tetraedarski anion. Dodatak

razli¢itih substituenata na fenilni prsten omogucava podeSavanje pKa vrijednosti, tako da



polimerne boronic¢ne kiseline mogu biti koristene u fizioloski relevantnom pH podrucju. Jedna
od najvaznijih kemijskih karakteristika je njihova sposobnost da formiraju povratne
kovalentne komplekse s 1,2 ili 1,3-diolima. U prisutnosti 1,2 ili 1,3-diola formiraju se ciklicki
boronatni esteri. Reakcije neutralnih boroni¢nih kiselina s diolima generalno se smatraju
hidroliticki nestabilnima, dok s druge strane reakcija tetraedalnog boronatnog aniona s
diolima vodi do nastanka stabilnih boronatnih estera. Kod polimernih boroni¢nih kiselina ova
tranzicija neutralnog 1 cesto hidrofobnog polimera u hidrofilni polianion omogucuje

prepoznavanje diola.

Koristenje polimera boronicnih kiselina u biotehnologiji ima nekoliko ocitih doprinosa:
e moguce je povecanje aktivnosti lijekova kao posljedica multivalencija;
e moguce je usporeno i kontrolirano otpustanja lijekova sa ciljanom biodistribucijom;

e moguca je priprava makromolekularnih lijekova.

Boroni¢ne kiseline s jedinstvenom reaktivno$¢u imaju ogroman potencijal kao
samozacjeljuju¢i materijali, terapijski agensi, samoregulirani dostavni sustavi za lijekove,
inhibitori enzima, adsorbansi 1 senzori za Secere 1 glikoproteine i antitijela koja oponasaju

polisaharide na stani¢noj povrsini (Yang i sur., 2003).
1.1.2.1 Potencijalne terapijske moguénosti boroni¢nih kiselina

Debljina je u danasSnjem svijetu najrasireniji zdravstveni problem. Lipaze su enzimi odgovorni
za hidrolizu netopljivih hidrofobnih lipida. Lipaze hidroliziraju lipide kako bi omogucili
njihovu apsorpciju preko probavnog trakta. Fenilboroni¢ne kiseline pokazale su se kao
inhibitori enzima hidrolaza (ukljucujuéi lipaze) i proteaza. Inhibitorsko djelovanje posljedica
je prelaska trigonalne boronicne kiseline u negativno nabijen tetraedalni kompleks sa serin
hidroksilnim grupama u aktivnom myjestu lipaza. Afinitet enzima prema boroni¢nim
kiselinama puno je veci nego za tipi¢ne lipidne substrate. Lipazni inhibitori mogu se koristiti
da preveniraju hidrolizu lipida i reduciraju apsorpciju masti. Neprobavljeni trigliceridi 1

digliceridi tada se lako izbacuju iz tijela bez gomilanja u njemu (Trippier i McGuigana, 2010).

Samo u 2009. godini dijagnosticirano je novih 2,6 milijuna ljudi zarazenih virusom humane
imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency Virus, HIV) (Cohen 1 sur.,
2011). Poznata su dva tipa HIV virusa: tip 1 virusa (HIV-1) koji je naj¢es¢i u Europi 1 SAD-u,

i tip 2 virusa (HIV-2). NelijeCene HIV-infekcije uzrokuju bolest sindrom stecene
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imunodeficijencije (engl. Acquired Immunodeficiency Syndrome, AIDS). Opsezna istrazivanja
(Guan 1 Zhang, 2013) pokazala su da boroni¢ne kiseline mogu stvarati hidrogel ukrizeno
povezan reverzibilnom kovalentnom interakcijom sa salicilnom hidroksami¢nom kiselinom
unutar fizioloski vaznog pH podrucja. Visoko ukrizana povezana mreza zaustavlja HIV-1
virione tako da hidrogelovi sluze kao pH-osjetljivi mikrobicidi. Hidrogelovi sprjecavaju
napad HIV-1 vezuju¢i se na gp120 proteine u njegovoj vanjskoj ovojnici, koji su neophodni
za virusnu infekciju jer olakSavaju ulazak HIV-a u stanicu domacina. Benzoboroksoli su
sposobni kompleksirati s manoznim ostatcima na gpl120 proteinima HIV-1 virusa ¢ime ga
deaktiviraju prije nego stigne do CD4+ T-limfocita. Molekula CD4 (CD je kratica od engl.
Cluster of Differentiation odnosno ,,stani¢ni diferencijacijski antigeni*) se nalazi na membrani
T-limfocita 1 monocita. Vazna je za funkcioniranje naseg imunosnog sustava jer sudjeluje u
procesu tzv. antigenskog prepoznavanja, tijekom kojeg na§ imunosni sustav prepoznaje
komponente mikroorganizma (npr. bakterije ili viruse) kojima smo zarazeni i pokusava ih

eliminirati (Trippier 1 McGuigana, 2010).
1.1.2.2 Primjene boroni¢nih kiselina u dijagnostici

Opisano je nekoliko primjena senzora i receptora utemeljenih na boroni¢nim kiselinama
(Cambre 1 Sumerlin, 2011). Uz pomo¢ boroni¢nih kiselina razvija se nekoliko metoda
glukoznog prepoznavanja. Nastali boronatni esteri stupaju u reakciju s katoni¢nim cijanin
bojama pomicuéi apsorpcijske valne duljine prema manjim vrijednostima. Kod optickih
saharidnih senzora promjene u apsorpcijskom spektru povezane su ili sa sterickim efektima
nastalim umetanjem saharida izmedu boroni¢nih kiselina 1 Lewis bazi¢nog duSikovog atoma
ili s gubitkom unutarnje vodikove veze nastale stvaranjem boronatnih estera (Cambre i
Sumerlin, 2011). Postoji odredeni broj senzora baziranih na fluorescenciji. Wang i njegov tim
unaprijedili su konvencionalnu radikalnu polimerizaciju atoma (engl. Atom Transfer Radical
Polimerisation, ATRP) kako bi pripremili fluorescentne polimere koji sadrZzavaju boronicne
dijelove (Yang 1 sur., 2003). Nastali polimeri pokazali su porast fluorescentnog intenziteta pri
dodatku d-fruktoze. Ova metoda pripremanja senzora proSirena je i na druge ugljikohidrate te
kateholamine. Budu¢i da se cijeli sustav bazira na potpuno reverzibilnoj elektrostatickoj
interakciji, sustavi su se pokazali sposobnima kontinuirano detektirati glukozu. Ove osjetljive
komponente imobilizirane su u tanki film poli(2-hidroksietilmetakrilat) hidrogel (Cambre 1
Sumerlin, 2011). Konformacijska promjena kopolimera inducirana saharidima moze se pratiti

pomocu fluorescentne spektroskopije.



Appleton 1 Gibson (Cambre 1 Sumerlin, 2011) sintetizirali su boroni¢ne kiseline obogacene
fotoinduciranim elektron-prijenosnim materijalima. Polimeri s amino, fluorofornim i
boroni¢nim dijelovima u svakom mjerenju pokazuju porast fluorescencije u prisutnosti
saharida. Vjeruje se da povezivanje saharida na boroni¢ni dio povecava kiselo-baznu
interakciju izmedu boronicnog dijela 1 amino skupine, a smanjuje interakciju nesparenog para
duSikovih elektrona s fluoroforom, Sto dovodi do smanjenja fotoinduciranog prijenosa
elektrona, dok se povecava fluorescentna emisija. Ostali senzori saharida oslanjanju se na

promjenu vodljivosti koja se takoder zbiva tijekom interakcije boroni¢nih kiselina i saharida.

Okanova skupina (Cambre i1 Sumerlin, 2011) pripremila je ko-polimere od N,N-
dimetilakrilamida (DMA), 3-metakrilamidofenilboroni¢ne kiseline (MAPBA), 3-dimetil
amino propil akrilamida (DMAPAA) i n-butil metakrilata koji kompleksira s poli (vinil)
alkoholom. Kada se platinska elektroda oblozi ovim spojem, nastaje promjena u interakciji sa
saharidima koja dovodi do porasta ionske difuzije. Takva elektroda pretvara se u receptor,

osjetljiv posebno na prisutnost glukoze.

Ispituje se moguénost dostave inzulina pomocu polimera boroni¢nih kiselina (Cambre i
Sumerlin, 2011). Predmet istrazivanja je sposobnost boroni¢nih kiselina da mijenjanju
hidrofilnost zbog ve¢ spominjane konverzije iz neutralne boroni¢ne kiseline u anionski
boronatni ester. Vecina polimera boroni¢nih kiselina za dostavu inzulina su hidrogelovi koji
ili ,,nati€u” 1 nadimaju se ili kolabiraju kao odgovor na porast hidrofilnosti u prisutnosti
glukoze. Efekt ,,naticanja“ potenciranog promjenom u ravnotezi naboja pokuSava se iskoristiti

za otpuStanje inzulina (Vancoillie 1 Hoogenboom, 2016).

Dopamin je kateholni neurotransmiter vrlo vazan za stvaranje osjeCaja zadovoljstva ali
istovremeno igra vaznu ulogu u regulaciji voljnih pokreta, te se njegove nenormalne razine
povezuju s nastankom neuroloSkih poremecaja, kao $to su shizofrenija, Huntingtonova i
Parkinsonova bolest (Cambre i Sumerlin, 2011; Hong i sur., 2016). Razina dopamina mjeri se
teku¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti (engl. High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC), ionskom kromatografijom i spektrofotometrijom, ali se moze
koristiti 1 elektrokemijska metoda jer je dopamin elektrokemijski aktivni spoj. Prednost
elektrokemijske metode u odnosu na druge metode je Sto se elektrode koje se kod nje koriste
mogu prilagoditi za mjerenje u Zivom organizmu. Detekcija razine dopamina

konvencionalnom elektrokemijskom metodom oslanja se na jednostavnu oksidaciju dopamina



u dopamin-o-kvinone na elektrodama. Preciznost mjerenja smanjuje prisutnost drugih lako
oksidiraju¢ih komponenti, npr. prisutnost askorbinske kiseline u mozdanim fluidima.
PokuSava se iskoristiti boroni¢ne kiseline i njihovu osjetljivost na reakciju s diolima kako bi
se povecala selektivnost mjernih elektroda na dopaminske koncentracije. Za sintezu elektroda
za poboljSanu detekciju dopamina pokuSava se koristiti p-amino benzojeva kiselina (PABA).
Kod ovakvih elektroda dopamin se vezuje na boroni¢ne kiseline na polianilinu, reducirajuci

elektricnu provodljivost $to omogucava njegovu precizniju kvantifikaciju (Ali i sur., 2007).
1.1.2.3 Derivati boroni¢nih kiselina

Diazoborini su prvi derivati boroni¢nih kiselina koji su se ispitivali kao terapeutici 1 koji su
ukazali na potencijal izoelektronske veze bor-dusik (B-N). Istrazivanja provedena na njima
(Baker i sur., 2009) pokazala su da derivati boroni¢nih kiselina imaju antimikrobna svojstva

protiv Sirokog spektra Gram-negativnih bakterija.

Boroksini su takoder derivati boroni¢nih kiselina, koji nastaju njthovom dehidratacijom. To
su Sesteroclani heterocikli¢ki spojevi koji zahvaljuju¢i jedinstvenoj elektronskoj konfiguraciji
mogu reagirati s Lewisovim bazama, i potencijalni su selektivni inhibitori enzima, budu¢i da
mogu reagirati s aktivhim mjestima na enzimima. U teorijskim studijama doSlo se do
zakljucka (Hall, 2005) da bi zamjena vodikovih atoma na boru elektronegativnijim
supstituentima (npr. fluorom) privukla viSe elektrona 1 time pojacala aromatski karakter

molekule.
1.1.2.4 Antitumorsko djelovanje boroni¢nih Kiselina i njihovih derivata

Haveri¢ 1 sur. (Haveri¢ 1 sur., 2011) istrazili su antiproliferacijski, citotoksi¢ni 1 genotoksi¢ni
potencijal dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B305F,0H]) pomoc¢u alamarBlue
testa na bazalnim stanicama karcinoma 1 limfocitnih kultura primjenjuju¢i citokineti¢ki blok -

mikrojezgreni postupak.

Ivankovi¢ 1 suradnici u ranijim istrazivanjima (Ivankovi¢ 1 sur., 2014) pokazali su jaku
antitumorsku aktivnost dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B303;F,0H]) koja je
usporediva s antitumorskim ucinkom 5-fluorouracila. Premda je studija pokazala veliku
osjetljivost stanica raka na dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborat (K,[B;03;F,0H]),

mehanizam djelovanja nije rasvijetljen. Prema Warburgovom efektu, stanice raka trebaju



dosta glukoze 1 metaboliziraju je putem anaerobne glikolize. Opetovana aktivacija anaerobne
glikolize uzrokuje gomilanje mlijene kiseline, koja nastaje kao produkt redukcije piruvata u
laktat. Time se stvara kiselo tumorsko mikrookruzenje. Posljedica svega toga je aktivacija
hipoksijom induciranog faktora (engl. Hypoxia-Inducible Factor-1, HIF-1) (Stubbs i Griffiths,
2010). Inhibicija glikolitickih enzima jedna je od strategija za zaustavljanje ili usporavanje

anaerobne glikolize u tumorskim stanicama (Lopez-Lazaro, 2008).

Islamovi¢ 1 suradnici (Islamovi€ i sur., 2014) istrazivali su kineticke parametre i mehanizam
inhibicije enzima katalaze u prisutnosti dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata
(K,[B3;05F,0H]). Pokazali su da enzim katalaza slijedi Michaelis-Menteni¢inu kinetiku u
odsutnosti 1 prisutnosti inhibitora. Prisutnost inhibitora reducirala je maksimalnu brzinu a
ostavila Michaelis-MenteniCinu konstantu nepromijenjenom, §to dovodi do zakljucka da se
inhibitor podjednako veZe za slobodni oblik enzima, kao i na enzim-H,O, kompleks.

Pokazano je da mM koncentracije inhibitora umanjuju aktivnost katalaze.

Vullo 1 suradnici (Vullo 1 sur., 2014) istrazivali su inhibicije humanih karbonanhidraza u
prisutnosti dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;03F,OH]). Inhibicija raznih
izoformi humanih karbonanhidraza povezuje se s tumorogenezom 1 metastaziranjem tumora.
Gotovo sve izoforme enzima bile su ucinkovito inhibirane. Izoforma hCa VII povezana s
oksidacijskim stresom najucinkovitije je inhibirana. Pretpostavljeno je da je djelovanje
dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata  (K,[B3;03F,OH]) povezano s njegovim
vezivanjem na cinkov ion u aktivnom mjestu enzima. Pored toga, preliminarna istraZivanja
inhibicijskog djelovanja na karbonanhidraze iz bakterija 1 gljivica upucuju na mogucnost

njegovog antimikrobnoga i antimikotickoga djelovanja.
1.1.2.5 Pregled boroni¢nih kiselina i njihovih derivata istrazivanih u ovom radu

U ovom radu istrazivane su bioloske aktivnosti: citotoksi¢no, antitumorsko, i antioksidacijsko
djelovanje te inhibitorno djelovanje na enzime (tirozinazu, heksokinazu, piruvat kinazu,
laktat-dehidrogenazu 1 butirilkolinesterazu), odabranih boroni¢nih kiselina 1 njihovih derivata:
fenilboroni¢ne kiseline (C¢H,BO,), 2.4,6-trifluorofenil boroni¢ne kiseline (C4H,BF50,),
trimetil boroksina (C3HgB303), trimetoksi boroksina (C3HoB30g) i dikalijevogtriokso-
hidroksitetrafluortriborata (K,[B303F,OH]). U Tablici 1 prikazane su formule, strukturne

formule, 3D modeli i osnovne obiljezja istrazivanih spojeva.
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Tablica 1. Formule, strukturne formule, 3D modeli i osnovna obiljezja spojeva koji se
istrazuju u ovom radu. Strukturna formula 1 osnovna obiljezja dikalijevogtrioksohidroksi-
tetrafluortriborata (K,[B3;03F,OH]) preuzeti su iz patenata US8278289 i EP1996514 (Gali¢,
2012; Gali¢, 2013), a strukturne formule 1 osnovna obiljezja ostalih spojeva preuzete su sa
internetskih stranica dobavljaca Sigma-Aldricha. 3D modeli molekula nacrtani su u programu
Avogadro.

Naziv | Formula 3D model Osnovna obiljezja

= Na sobnoj temperaturi bijeli prah, topljiv u
Q) OH ..

Z 2 B .’ vodi i etanolu

% 5 ©/ OH ‘.‘ Molekularna masa: 121,93 g/mol

2 ‘éﬂ Gustoca: 1,14 g/em’

= (.r 1&to. (o]

é C¢H,BO, Taliste: 215°C

= g HO. OH Na sobnoj temperaturi bijeli prah, topljiv u
é 5 B~ € vodi i etanolu

S < F F Molekularna masa: 175,90 g/mol

£ ¢

>z . Gustoca: 1,44 g/em’

= F Taliste:. 228-235°C

& Z

2

<9 CsH,BF;0,

I --

CPHs Na S.(.)bHOJ tem.p.eraturl prozirna tekucina,

L _B. d topljiva u vodi i etanolu

E (;) o0 "L, Molekularna masa: 125,53 g/mol

/B\ /B\ 4 L 3
E % HeC~~0" = CHs o Gus'toca. 0,898 g/cm
= Taliste: -38°C
8
C;HyB;0;
HaC Na sobnoj temperaturi prozirna tekucina,

B 2 0 ‘?‘ topljiva u vodi i etanolu

§ @ (I)’ B\(l) ’.;.’ Molekularna masa: 173,53 g/mol

=9 B B _ Gustoca: 1,24 g/em’

S & HiC~0 >0 " ~0-CHa p

z S ¢ . Taliste: 10°C

= :
= [
C;HyB;06

, Na sobnoj temperaturi bijeli prah, topljiv u
Q OH 2 ? .

2 D | vodi

g = S E o’ B o o : Molekularna masa: 251,50 g/mol

£ § = 3 F\IIB— _é F ® (Spoj nije komercijalno dostupan, pa nema
=2z = 7 Y07 OF dodatnih podataka iz literature)

=

- T S

§ =

a K,[B3;03;F,0H]

Na temelju literaturnih podataka 1 vlastitih rezultata mozZe se pretpostaviti da bi odabrane
boroni¢ne kiseline 1 njihovi derivati, poput dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata
(K,[B305F,0H]), mogli imati razli¢ite i vrlo zanimljive bioloSke aktivnosti te bi mogli biti

razmatrani kao potencijalni lijekovi za razne bolesti.
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1.2. Metabolizam tumora

Tumor je naziv za abnormalnu nakupinu stanica koje pokazuju nepravilan i progresivan rast
(Pecorino, 2012). Prema karakteru i osobinama koje ispoljavaju, tumori se dijele u dvije
osnovne skupine:

e benigni (dobrocudni) i

e maligni (zlocudni).

ZloCudnost ili malignost nekog tumora odnosi se na njegovo svojstvo da invadira i razara
okolno tkivo, te da stvara udaljene metastaze u organizmu (Pecorino, 2012). Metastaziranje je
proces tijekom kojeg se maligne stanice odvajaju od primarnog tumora, te se putem krvi i
limfe raznose u udaljena tkiva i1 organe gdje se od njih formiraju novi, sekundarni tumori.
Maligni tumori metastaziraju Sire¢i se u okolinu 1 infiltriraju¢i se u druga tkiva. Benigni
tumori ne metastaziraju na druge organe, ne infiltriraju se u okolno zdravo tkivo, ve¢ ga samo

potiskuju. Termin rak (engl. cancer), koji se ¢esto upotrebljava, odnosi se na maligne tumore.

Iako postoji vise od 100 razli€itih vrsta tumora, svi oni se prema vrsti tkiva od kojeg su nastali
mogu podijeliti u Cetiri osnovne skupine (Pecorino, 2012):
e karcinomi — tumori koji nastaju od epitelnih stanica (stanice koje pokrivaju tijelo,
oblazu tjelesne Supljine 1 unutra$nje organe 1 formiraju Zlijezde);
e sarkomi — tumori koji nastaju od mezenhimnih stanica (stanice kostanog,
hrskavi¢nog, miSi¢nog, masnog, kao i1 nekog drugog vezivnog ili potpornog tkiva);
e limfomi i leukemije — tumori koji nastaju od stanica krvi;

e neuromi — tumori koji nastaju od stanica nervnog tkiva.

Lijecenje raka jedna je od najkompleksnijih vrsta terapija u medicini. Tri su glavna nacina
lijeCenja raka: kirurSko lijeCenje, lijekovi (kemoterapija, ciljana terapija, imunoterapija,
hormonska terapija) i radioterapija (Pecorino, 2012). Najces¢e se zbog kompleksnosti bolesti,
ali 1 zbog nedostataka 1 ogranienja samo jednog terapijskog protokola, kombinira

istovremeno vise vrsta lijecenja.

Danas koriSteni nacini lijeCenja raka pokazuju vece ili manje nedostatke 1 ograni¢enja, u vidu
ucinkovitosti, neugodnih nuspojava kod pacijenata (mucnina, gubitak kose, ekstremna

nelagoda, slabljenje imunosnog sustava) ili su cjenovno nedostupni za Siru populaciju.
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Zato danas jo$ uvijek traje potraga za novim sigurnijim i ucinkovitijim lijekovima. Da bi se

rak moglo uspjesno lijeciti vazno je shvatiti nacin na koji funkcioniraju stanice raka.
1.2.1. Warburgov efekt

Njemacki biokemicar Otto Heinreich Warburg smatra se jednim od vodecih stani¢nih
biokemicara koji je prvi uocio korelaciju izmedu stanica raka i promjene pH ljudskog
organizma. U svojem djelu ,,Metabolizam tumora u tijelu” (Warburg 1 sur., 1927), Warburg je
pokazao da svi kancerogeni oblici ispunjavaju dva temeljna uvjeta: krvnu kiselost 1 hipoksiju
(pomanjkanje kisika). Stoga prema njemu, karcinom nije niSta drugo nego obrambeni

mehanizam kojeg naSe stanice koriste da bi prezivjele u kiseloj sredini bez prisutnosti kisika.

Warburg kaze: ,,Kancerogena tkiva su kisela dok su zdrava tkiva blago luznata. Pomanjkanje
kisika 1 kiselost su dvije strane iste medalje, ako netko ima jedno, ima i drugo. Oduzmete li
zdravoj stanici 35 % njezinog kisika, moZete je pretvoriti u stanicu raka za samo dva dana.
Sve normalne stanice imaju apsolutnu potrebu za kisikom, ali jedino tumorske stanice mogu

Zivjeti bez njega. To je pravilo bez iznimke”.

Po Warburgu rak je rezultat nepravilnog nacina prehrane (pretezno hranom koja zakiseljuje) i
fizicke neaktivnosti tijela, ¢ime se u tijelu stvara kisela sredina slabo opskrbljena kisikom.
Hrana koja se uzima kako bi se stanice opskrbile energijom razgraduje se do glukoze koja
dalje prolazi metabolicke reakcije sve do formiranja adenozin-trifosfata (ATP). Proces ide
kroz dva koraka: prvi je anaerobni metabolizam u citoplazmi-glikoliza, a drugi je Krebsov
ciklus u mitohondrijima pracen oksidacijskom fosforilacijom (Kadenbach, 2012). Glikoliza
proizvodi ATP brzo, ali za potrebe stanica u zanemarivim koli¢inama, dok aerobni
mehanizam zahtjeva viSe vremena, ali predstavlja efikasniji nacin proizvodnje ATP-a (Nelson

1 Cox, 2005).

U onkoloskom smislu Warburgov efekt (Warburg 1 sur., 1927; Warburg, 1956) odnosi se na
razliku u nacinu korisStenja energetskih izvora kod normalnih zdravih stanica 1 tumorskih

stanica.

Svaka zdrava stanica moze pre¢i na rezervni mehanizam dobivanja energije iz ketonskih tijela
u slucaju nedostatka glukoze, odnosno na anaerobnu glikolizu ukoliko nedostaje kisik, ali s

mogucnoséu povratka na normalni metabolizam ¢im se uvjeti normaliziraju. Tumorska
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stanica ima oSte¢ene mitohondrije (ili im namjerno gasi funkciju kako bi se zastitila od
apoptoze), te na taj nacin svodi izvore dobivanja energije samo na anaerobnu glikolizu, ¢iji je
krajnji produkt laktat (Vander Heiden i sur, 2009). Iz nekog jos uvijek nepoznatog razloga
tumorske se stanice ne vrac¢aju na normalni nacin funkcioniranja. Zato njihovo ,nasilno
Sirenje*, sklonost metastaziranju i sama malignost ovise o njihovoj, neutazivoj gladi prema
glukozi 1 o angiogenezi (ili stvaranju novih krvnih Zila) kako bi uspjesno otele Sto vise
unesene glukoze. Maligne, brzo rastuce stanice trebaju od 8 pa do 200 puta viSe energije od

normalnih zdravih stanica.

Dugogodi$njim istrazivanjem metabolizma kancerogenih stanica (tumorski metabolom)
(Pecorino, 2012; DeBerardinis, 2008), uo€ene su sljede¢e metabolicke promjene kod gotovo
svih oblika tumorskih stanica:
1. visoka aktivnost glikolitickih enzima (heksokinaze, laktat-dehridogenaze, piruvat
kinaze);
2. povecano iskoriStavanje energije iz glukoze za procese sinteze gradivnih materijala
potrebnih za rast stanica (nukleinskih kiselina, aminokiselina 1 fosfolipida);
3. visoka stopa ponovne (de novo) proizvodnje pirimidina i purina;
4. niska stopa pretvorbe ATP 1 guanozin-trifosfata (GTP) u citidin-trifosfat (CTP), te
uridin-trifosfat (UTP);
5. niske razine adenozin-monofosfata;
6. visoka koncentracija glutamine;

7. otpuStanje imunosupresorskih tvari.

Prema Warburgovoj teoriji, u tumorskoj stanici narusena je funkcija mitohondrija, odnosno
pretpostavlja se da je normalna stanica pretrpjela oStec¢enje uslijed kojeg se pretvorila u
tumorsku stanicu, i da prelazi na anaerobnu glikolizu jer je to za nju mehanizam opstanka u
nepovoljnim uvjetima (Monteith i sur., 2012; Weinberg i Chandel, 2015; Scott i sur., 2011).
Tumorska stanica prolazi kroz niz promjena koje je ¢ine otpornom na prirodan proces
samounis$tenja ili apoptoze (Fox i MacFarlane, 2016; Bortner i sur., 2016). Dolazi do kocenja
proizvodnje celularnih obrambenih enzima kao §to je glioksalaza 1, §to za sobom neminovno
vuce promjene djelovanja transkripcijskog faktora HIF-1 (Stubbs i Griffiths, 2010). U
uvjetima niske opskrbe kisikom (hipoksije) to promovira sintetiziranje ATP-sintaze, Sto za
posljedicu kona¢no ima povecanu ekspresiju piruvat-dehidrogenaza-kinaze 1 (PDK1) i

miSi¢ne izoforme piruvat kinaze (M2 PK), koja inace kontrolira korak pretvorbe fosfoenol-
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piruvata (PEP) u piruvat. Jedan od pokazatelja povecanog koriStenja glikolitickog puta
definitivno je porast laktat-dehidrogenaze u krvi oboljelih pacijenata. Laktat-dehidrogenaza
konvertira piruvat u kona¢ni proizvod glikolize - laktat ukoliko nije dostupan kisik. Budu¢i da
prevelike koncentracije laktata negativno reguliraju laktat-dehidrogenazu, znanstvenici u tome

vide mogucnost utjecaja na nastale tumorske stanice (Doherty 1 sur., 2013).
1.2.2. Moderno razumijevanje raka kao bolesti

Od pocetka 20-tog stolje¢a brojna znanstvena istraZivanja tumora, njihovog nastajanja,
razvoja 1 metabolizma dokazala su da tumorske stanice rastu ubrzano, i da za taj razvoj koriste
glukozu kao izvor energije. Naravno, ako im je ona dostupna, a ako nije te stanice
jednostavno umiru. Na ¢injenici da rak gotovo iskljucivo koristi glukozu kao izvor energije
razvila se metoda fluorescentnog oznaCavanja glukoze i mjerenje njenog nakupljanja u
tumorskim  stanicama pomocu  pozitron-emisijske  tomografije (engl.  Positron-
Emission Tomography, PET) §to je znatno pridonijelo ranijem dijagnosticiranju nastanka

malignih oboljenja (Young i sur., 1999).

Moderno razumijevanje raka kao bolesti, uzima u obzir da je za pojavu istoga potrebna
genska predispozicija, te Stetni utjecaji iz okoliSa poput zraCenja, toksina, te sve veceg
ekoloskog onecis¢enja. Ipak, danasnja istraZzivanja ne pobijaju Cinjenicu da je aktivacijom
onkogena ili mutacijom gena tipa p53 moguce do¢i do Warburgovih metabolic¢kih prilagodbi
(Zhang i sur., 2013). Stovise, istrazivanja upucuju da se alternacija u mehanizmu razgradnje
glukoze pojavljuje na pocetku karcinogeneze, te da bi sprjeCavanje Sirenja procesa u toj tocki

uvelike moglo znaciti zaustavljanje malignog procesa.

Sve je viSe zagovornika ideje da se ,izgladnjivanjem* stanica raka moze slikovito re¢eno
pogoditi Ahilova peta tumora, buduéi da njima za rast i progres neophodno treba energija

(Cheong 1 sur., 2012).

Hipoteza o umijeSanosti inzulina u nastanak raka pojavila se 1980-tih godina 1 predstavlja
takoder zanimljiv pristup koji se neminovno nadovezuje na cijelu Warburgovu tezu. Inzulin je
hormon gusterate koji, izmedu ostaloga, poti¢e ulazak glukoze u odredene stanice.
Istrazivanja povezuju inzulin 1 faktor rasta sliCan inzulinu IGF-1 (engl. Insulin-like growth
factor 1) s aktivacijom proteinskog metabolizma povezanog s tumorskim stanicama (Igbal 1

sur., 2013; Burns 1 Manda, 2017). Kod brojnih pacijenata oboljelih od najgorih oblika tumora
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kao Sto su rak gusSterace, pluca 1 debelog crijeva zabiljezene su izrazito poviSene razine
inzulina u tijelu, dok je kod animalnih modela koji su drzani na skromnoj dijeti s minimumom
ugljikohidrata uocena otpornost na razvoj tumorskih oboljenja. Po toj teoriji, rak bi se mogao
prevenirati i lijeiti promjenom nacina prehrane i jaanjem vlastitog imunosnog odgovora na

razine na kojima on ima snage oznaciti 1 unistiti nefunkcionalne stanice.

Otkri¢e Otta Warburga oznacilo je pocetak znacajnog pomaka u detekciji 1 terapiji tumora,
premda je od dvadesetih godina proslog stoljeca trebalo pro¢i puno vremena da bi njegove
teze moderna znanost ponovno stavila u fokus. Razlog za to bio je u razvoju postupaka za
dobivanje tumorskih modela in vitro, te u nacinu dobivanja eksperimentalnog hipotoksi¢nog
okruzja. Veliki broj znanstvenika danas ima podijeljene stavove o Warburg-ovom poimanju
primarnog uzroka raka: ili ta neminovna metabolicka promjena nastaje kao posljedica genske
mutacije ili je alternacija stani¢nog signaliziranja. Ipak svi se slazu da je energetska promjena
vidljiva ve¢ u pocetnim fazama razvoja tumora, te da bi zbog toga djelovanje na nju moglo

znaciti napredak u lijeCenju 1 zaustavljanju razvoja bolesti.
1.2.3. Strategije lijeCenja tumora

U pretklinickim istrazivanjima lijek 6-amino-nikotinamid koji uspjes$no inhibira glukoza-6-
fosfat-dehidrogenazu pokazuje izrazito antitumorsko djelovanje na razlicite tipove leukemije,

glioblastoma te raka pluca.

Ako privremeno zaustavljanje glikolize dovodi do smrti tumorskih stanica, 1 tek privremenog
1 povratnog prelaska normalnih stanica na rezervni mehanizam funkcioniranja, definitivno je
vazno traziti inhibitore glikolitickih enzima, posebice onih koji kontroliraju nepovratne
reakcijske korake, kako bi se inhibicija glikolize iskoristila za razvoj novih kemoterapeutika
(Jang i sur., 2013; Lu i sur., 2013; Munoz-Pinedo i sur., 2012; Zhao i sur., 2013; Hsu i sur.,
2008; Liu 1 sur., 2010). Pretpostavlja se da bi redukcija glikolitickog kapaciteta tumorskih
stanica onemogucila njihovu proliferaciju 1 invaziju u okolna tkiva (Pelicano i sur., 2006).
Stoga se razvoj novih lijekova usmjerava i prema inhibiciji glikolitickog metabolizma u
stanicama raka koriStenjem inzulina, ali i1 inhibiciji glikoliti¢kih enzima (heksokinaze, piruvat
kinaze, laktat-dehidrogenaze) koji kataliziraju ireverzibilne reakcije glikolize i1 predstavljaju
vazna mjesta za njenu kontrolu. Takoder, glikoliticki kapacitet stanice moze se smanyjiti

koriStenjem antioksidansa poput enzima katalaze (Oberley 1 Oberley, 1997).
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Stoga je ovom radu uz istrazivanje citotoksi¢nosti i antitumorskog djelovanja odabranih
boroni¢nih kiselina 1 njihovih derivata, provedeno istrazivanje njihovog inhibitornog
djelovanja na glikoliticke enzime (heksokinazu, piruvat kinazu, laktat-dehidrogenazu), kao 1

istrazivanje njihovih antioksidacijskih svojstava.

1.3. Ispitivanje bioloSke aktivnosti spojeva

Za odredivanje bioloske aktivnosti spojeva provodi se niz istraZivanja na kulturama
zivotinjskih stanica (in vitro) 1 na razli¢itim Zivim organizmima (in vivo). Na temelju rezultata

tih istrazivanja pokuSava se procijeniti ucinak tih spojeva na ljude.
1.3.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti in vitro

In vitro istrazivanja citotoksi¢nosti razvijena su kao alternativa klasicnim in vivo
istrazivanjima na pokusnim zivotinjama 1 ukljuuju ispitivanja na stanicnim frakcijama,
primarnim stani¢nim kulturama, stani¢nim linijjama, dijelovima tkiva, kulturama organa, itd.

(Kniewald 1 sur., 2005).

Razvoj in vitro istrazivanja potaknut je znanstvenim, ekonomskim 1 eti¢kim razlozima. Russel
1 Burch su 1959. godine u svojoj knjizi ,,Principi humanih eksperimentalnih tehnika* (engl.
,»The principles of humane experimental technique®), uveli koncept 3R, koji je postao osnova
humanog koriStenja zivotinja danas. 3R predstavljaju:

e Reduction - smanjenje broja zivotinja u eksperimentima koliko je to god moguce;

e Refine - poboljSanje uvjeta drzanja zivotinja i svodenje bilo kojeg oblika stresa, boli

1 patnje laboratorijskih Zivotinja na najmanju mogucu mjeru i
e Replace - zamijenu in vivo istraZivanja alternativnim metodama, npr. in vitro

metodama, gdje god je to moguce.

In vitro istraZzivanja ne mogu u potpunosti zamijeniti in vivo istraZivanja na laboratorijskim
zivotinjama, budu¢i da ne mogu u potpunosti odgovoriti na pitanja tkivno specificne
toksi¢nosti, adaptivnog odgovora organizma te metaboliCkih promjena koje se zbivaju u
zivom organizmu. Ipak, pokazuje se da su in vitro istraZivanja opravdana, jer je dokazana
podudarnost za oko 80% rezultata istrazivanja toksi¢nosti provedenih primjenom razli¢itih in

vitro 1 in vivo istrazivanja (Fent, 2001).
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Kulturu zivotinjskih stanica definira se kao pojedinacne stanice koje su izdvojene iz tkiva
(tumora), a koje je moguce odrzavati u umjetnom okoliSu, odnosno u in vitro uvjetima. Prvi
korak je uspostavljanje primarne kulture stanica na nacin da se izoliraju stanice iz Zeljenog
tkiva (tumora), nakon Cega slijedi nacjepljivanjei uzgoj stanica u hranjivom mediju u
optimalnim in vitro uvjetima. Budu¢i da ove stanice zadrzavaju veéinu specificnih funkcija 1
svojstva tkiva (tumora) iz kojeg su potekle — Sto znaci da im je broj generacija ogranicen jer s
vremenom umiru — primarna kultura stanica najbolje odrazava in vivo uvjete 1 stoga je

najprikladnija za ispitivanja (Benford, 1992).

PasaZiranjem 1ili subkultiviranjem primarne kulture stanica razvijaju se stani¢ne linije.
Stani¢ne linije podrazumijevaju kulturu koja se sastoji od stanica originalno prisutnih u
primarnoj kulturi. Obzirom na Zzivotni vijek razlikuju se kona¢ne (netransformirane) i
kontinuirane (transformirane) stani¢ne linije (Nema i Khare, 2012). Konac¢ne stani¢ne linije
karakterizirane su ograni¢enim brojem generacija (obi¢no 20-80 generacija), a karakteristike
kontinuirane stani¢ne linije su uspjesna proliferacija, brzi rast i promijenjena morfologija
stanica (Freshney, 2000). U znanstveno-istrazivackom radu ceS¢e se koriste kontinuirane

stani¢ne linije animalnog podrijetla.

Prilikom provodenja in vitro istrazivanja citotoksi¢nosti, najceS¢e se odreduje bazalna
citotoksi¢nost. Bazalna citotoksi¢nost definira se kao ucinak nastao medudjelovanjem
ispitivanog spoja 1/ili procesa neophodnih za prezivljavanje, proliferaciju ili funkcije

zajednicke svim stanicama u organizmu (Ekwall, 1995).

Prednosti in vitro istrazivanja citotoksi¢nosti su niza cijena u odnosu na odgovarajuca in vivo
istrazivanja, visok stupanj standardizacije, reproducibilnost i brzina izvodenja, nastajanje
manje koli¢ine toksi¢nog otpada te svakako dobrobit laboratorijskih Zivotinja. Takoder,
primjenom stani¢nih kultura u kratkom se vremenu moze analizirati veliki broj spojeva, u
Sirokom rasponu koncentracija, $to je svakako dobra preliminarna smjernica za planiranje

nastavka istrazivanja.

Nedostaci primjene in vitro istrazivanja su nepotpuna ili u potpunosti odsutna metabolicka
aktivacija ispitivanog spoja u stanicnim sustavima, buduci da te stanice ipak imaju
izmijenjena svojstva u odnosu na odgovarajuce stanice tkiva (tumora) u Zivom organizmu, te

mogucnost da ispitivani spoj reagira sa sastojcima medija za uzgoj stanica.
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Za in vitro istrazivanja primjenom kultura stanica koriste se razli¢ite metode (Radojci¢
Redovnikovi€ 1 sur., 2016): Crystal Violet metoda, metoda redukcije tetrazolijeve soli (MTT),
Kenacid Blue metoda, Trypan Blue metoda, Neutral Red metoda, metoda otpuStanja laktat
dehidrogenaze, metoda testiranja proliferacije stanica i smanjenje razine ATP-a (Atterwill,

1995; Fent, 2001).

Crystal Violet metoda, koriStena u ovom radu, u osnovi je kolorimetrijska metoda koja se
temelji na promjeni boje uzrokovane strukturnim razlikama ili metabolickim oStecenjima
izmedu Zivih 1 mrtvih stanica. Primjenom ove metode utvrduje se broj prezivjelih stanica za
razli¢ite koncentracije ispitivanog spoja, pri ¢emu je vrijeme izlaganja stanica spoju na

razli¢itim koncentracijama jednako.

Primjenom vise razli€itih in vitro metoda moze se, osim informacije o bazalnoj citotoksi¢nosti
ispitivanog spoja, dobiti ideja 0 moguéem mehanizmu toksi¢nosti, buduéi se metode temelje
na razli¢itim principima, dok koriStenjem razliCitih stani¢nih linija moZemo saznati na koju

vrstu stanica spoj djeluje.

In vitro istraZivanja primjenom kultura stanica imaju Siroku upotrebu, jer osim inhibitornog
djelovanja mogu pokazati i stimulativno djelovanje, odnosno, pozitivan u¢inak na rast stanica
u kulturi. Cilj koriStenja in vitro istrazivanja je ustanoviti relativni stupanj inhibicije rasta ili
citotoksi¢nost za svaku ispitivanu stanicnu liniju, da bi se na temelju rezultata odabrali spojevi

koji imaju potencijal kao antitumorski lijekovi za daljnja in vivo istraZivanja.
1.3.2. Ispitivanje antitumorske aktivnosti in vivo

Da bi se dobila cjelokupna slika o djelovanju nekog spoja u organizmu, saznanja dobivena u
sklopu in vitro istrazivanja bioloske aktivnosti i1 saznanja dobivena kroz istraZivanja
mehanizma funkcioniranja raznim biokemijskim metodama (kao $to su ispitivanje: enzimske
inhibicije, antioksidacijske aktivnosti, antimikrobne 1 antifugalne aktivnosti i dr.) provjeravaju
se eksperimentima na laboratorijskim Zivotinjama in vivo. Obzirom da organizam nije samo
zbroj tkiva 1 organa, in vivo istrazivanja i danas predstavljaju osnovu biomedicinskih

istrazivanja.

Laboratorijske zivotinje koristile su se u proslosti, a koriste se i danas unato¢ nastojanjima da

se njihovo koriStenje smanji na minimum. Prema principu 3R jedan od kljucnih pristupa za
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postizanje smanjenja broja Zivotinja je minimizirati raznolikost koriStenih Zivotinja tako da se
koriste zivotinje koje su medusobno $to sli¢nije, Sto se postize koriStenjem visoko srodnih
sojeva (Galov, 2012). Isto tako vrlo je vazno osigurati zdravlje 1 visoke standarde brige za
Zivotinje, jer bolesne Zivotinje i one pod stresom (koji je uzrokovan boli i patnjom)

povecavaju varijaciju eksperimentalnih rezultata.

U biomedicinskim istrazivanjima najc¢es¢e se kao laboratorijske Zivotinje koriste miSevi, jer
kao animalni modeli, posjeduju brojne dobre zajednicke karakteristike: kratko gestacijsko
vrijeme, rano dostizanje spolne zrelosti, veliki broj potomaka te dostupnost velikog broja
normalnih, mutantnih i singeni¢nih sojeva (Hranilovi¢, 2012). Prema procjeni Britanskog
udruzenja za aboliciju vivisekcije (engl. British Union for the Abolition of Vivisection,
BUAV) danas se godisnje vrSe pokusi na oko 100 milijuna kraljeznjaka, od ¢ega 90% otpada

na laboratorijske Stakore 1 miSeve (Erhardt, 2012).

Laboratorijske zivotinje najceS¢e predstavljaju standardizirane sojeve (OrSoli¢, 2012) 1 to:
Ciste sojeve Zivotinja, Zivotinje s posebnim genskim obiljezjima te imunodeficijentne
zivotinje. Cisti sojevi ukljuéuju visokosrodene Zivotinje, koje se dobivaju sparivanjem brace i
sestara iz istog legla kroz najmanje 20 generacija, a dijele se na:

e Singenicne Zivotinje (pojam singeni¢an dolazi od grcke rijeci sungeneia koja znaci
srodnik) - jedinke koje su genetski identi¢ne, ili dovoljno genetski srodne i
imunoloski kompatibilne kako bi se omogucilo transplantaciju tumora pod priblizno
istim uvjetima;

¢ Kongenicne Zivotinje - jedinke koje se razlikuju samo u jednom kromosomskom

lokusu ili regiji, pa predstavljaju dragocjen model za proucavanje upravo tog gena.
U ovom radu koriSteni su singeni¢ni sojevi miSeva: BALB/c, C57BL/ 6 i C3H/H.

U cilju $to boljeg shvacanja rasta i metastaziranja tumora te pronalaska odgovarajuce terapije
koriste se razliCiti animalni modeli. S obzirom na nastanak, tumori kod laboratorijskih miseva

mogu biti (OrSoli¢, 2012) spontani ili transplantabilni.

Transplantabilni tumori razlikuju se po svojim metastatskim znacajkama. Neki modeli su
»spontano* metastatski i formiraju primarne tumore na mjestu transplatacije, a Sire se i na
udaljena tkiva u organizmu. Drugi transplantabilni tumori rastu samo na mjestu pocetne

transplatacije tumorskih stanica 1 ne daju spontane metastaze. Za istrazivanja u ovom radu
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koriStene su tumorske stani¢ne linije koje stvaraju solidne tumore na mjestu pocetne

transplatacije 1 koje ne stvaraju spontane metastaze.

Terapija ispitivanim spojevima pocinje nekoliko dana nakon Sto se tumorske stanice
transplatiraju u laboratorijskog miSa te nakon Sto transplatirani tumor dosegne odredenu
veliCinu. Ispitivani spojevi mogu se aplicirati u vidu otopina: oralno, intratumoralno,
intradermalno, supkutano, intramuskularno, intravenski i intraperitonealno, ili pak topikalno
primjenom kreme koja sadrzi ispitivani spoj. Kod miSeva istraZzivanje se prekida kada
volumen tumora prijede veli¢inu od 2000 mm”, ili kada promjer tumora u bilo kojem smjeru
postane veci od 1,5 cm, kako je preporuceno u smjernicama za dobrobit 1 uporabu Zivotinja u

istrazivanju raka iz 2010. godine (Workman i sur., 2010).

Istrazivanja 1 rad sa zivotinjama moraju se provesti u skladu s vaze¢im etickim principima u
Republici Hrvatskoj (Pravilnik o uvjetima drzanja pokusnih Zivotinja, posebnim uvjetima za
nastambe 1 vrstama pokusa, Narodne Novine br. 19/1999; Zakon o zastiti zivotinja, Narodne
novine br. 135/06) i prema Vodicu za drzanje i koriStenje laboratorijskih Zivotinja (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS Publ. (NIH) # 86-23 1985). Prema ¢lanku
32. Zakona o zaStiti Zivotinja pokuse na Zivotinjama, postupke pri proizvodnji bioloskih
pripravaka 1 kirurS8ke zahvate na Zivotinjama mogu obavljati samo veterinari, lijecnici,
farmaceuti, medicinski biokemicari, stomatolozi, agronomi stocari ili biolozi, ako imaju

polozen ispit za rad sa Zivotinjama.

1.4. Biokemija enzima

1.4.1. Enzimi i kataliza

Jedno od vaznih podrucja interesa i istrazivanja u polju kemije su enzimski katalizirane
reakcije. Enzimi su bioloski polimeri koji kataliziraju kemijske reakcije koje Cine zivot
mogucim (Stryer, 1991). U ljudskim stanicama postoji oko 40 000 razli¢itih enzima
(LaBerge, 2008), koji kao katalizatori sudjeluju u jednoj ili viSe razli¢itih kemijskih reakcija.
Analiziraju¢i biomedicinsko znacenje enzima, vazno je naglasiti njihovu nuZznost za Zivot,
budu¢i da bi bez njih mnoge reakcije koje se odvijaju u stanicama bile prespore ili bi vodile
do drugacijih produkata u organizmu. Enzimi su ucinkoviti i visoko specifi¢ni katalizatori

velike molekulske mase, koji zbog svoje velike kataliticke mo¢i, ubrzavaju kemijske reakcije
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od 100 do 10000 puta. Uz izuzetak male skupine molekula kataliti¢kih ribonukleinskih
kiselina (engl. Ribonucleic Acid, RNA), enzimi su po prirodi prosti ili sloZeni proteini. Buduci
da ubrzavaju kemijske reakcije kod bioloskih sustava nazivaju se i biokatalizatorima. Poput
svih katalizatora, ne troSe se sudjelovanjem u reakciji, niti se trajno mijenjaju, a svoju
aktivnost gube u uvjetima ekstremnih temperatura, pH, ionske aktivnosti ili u prisutnosti
razli¢itih inhibitora. Kataliza se objaSnjava na nacin da se izmedu katalizatora i tvari koje
reagiraju stvaraju nestabilni meduproizvodi koji nastavljaju reagirati u procesu, s time da se

katalizator oslobada neizmijenjen.

Enzime kao katalizatore obiljezava specifi¢nost prema supstratu, $to je iznimno vazna

¢injenica za funkcioniranje zivih bica.

Kataliticke pojave se definiraju ili kroz promjenu brzine kemijske reakcije, ili kroz pokretanje
kemijske reakcije opcenito, ili kroz usmjeravanje odredenim putem kada djeluju samo na
odredenu reakciju (Straus i sur., 1997). Obi¢no se o katalizi govori kad se proces ubrzava
(pozitivna kataliza), ali postoje 1 negativne katalize (inhibicije) kada se koriste negativni

katalizatori u svrhu usporenja ili zaustavljanja kemijske reakcije.

Kataliza se op¢enito, pa tako 1 enzimska kataliza, odvija u tri koraka:
1. enzimi vezuju supstrat i dovode molekule supstrata u najpovoljniji polozaj za daljnju
reakciju;
2. enzimi sudjeluju kod formiranja i1 raskidanja veza neophodnih za nastanak produkta;

3. produkt koji je nastao se oslobada, a enzim se vra¢a u svoje pocetno stanje.

Enzimi se Cesto za potpunu funkcionalnost vezuju za odredene kofaktore (metalne ione,
prosteti¢ne grupe ili koenzime) (Berg i sur., 2015; Straus i sur., 1997). Veéina kofaktora se s
enzimima ne povezuju kovalentno. Postoje kofaktori koji mogu biti povezani s enzimom
kovalentnim vezama, i takvi se kofaktori nazivaju prosteti¢ne grupe. Enzim najcesce sadrzi
jedno ili viSe aktivnih mjesta gdje se odvija reakcija sa supstratima. U katalizi enzima
sudjeluju funkcionalne skupine aktivnog mjesta enzima, a njega ¢ine aminokiselinski ostaci
polipeptidnog lanca 1/ili kofaktora. Aktivho mjesto moZe obuhvacati samo nekoliko
aminokiselinskih ostataka, dok ostatak proteina sluzi za odrzavanje potrebne
trodimenzionalne strukture. Mnogi enzimi pokazuju izrazitu stereospecificnost prema kojoj

kataliziraju reakcije jednog konformera, ali ne 1 drugog.
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1890. godine Hermann Emil Fischer (1852.-1919.) je predlozio tzv. model klju¢-brava (Slika
1.) kojim je pokuSao objasniti visoku specificnost kojom enzim prepoznaje svoj supstrat
prilikom stvaranja enzim-supstrat (ES) kompleksa. Aktivho mjesto enzima zbog svoje Cvrste
strukture usporedio je s bravom, dok supstratna molekula funkcionira poput kljuca (Koshland,
1995). Ova teorija dozZivjela je tokom godina sitne modifikacije. Novija saznanja dokazala su
da vezivanje supstrata na enzim uzrokuje prelazak supstrata u konformaciju prijelaznog

stanja, dok sam enzim prolazi kroz sitne izmjene oblika kako bi se prilagodio supstratu.

@ Supstrat

=

Enzim

Slika 1. Model klju¢-brava

U sljedecoj relaciji prikazana je jednostavna enzimska reakcija u kojoj jedan supstrat S uz
prisutnost enzima E prelazi u produkt P, stvaraju¢i u medukoraku kompleks enzim-supstrat

ES:

E+S—ES —EP —~E+P (D)

Kada se supstrat veZe na aktivno mjesto enzima, nastaje aktiviran enzim ili enzim-supstrat
kompleks ES, koji ima puno manju energiju aktivacije ili Gibbsovu energiju, ¢ime se ubrzava

prijelaz supstrata u produkt. Brzina enzimske reakcije definira enzimsku kinetiku.
1.4.2. Enzimska kinetika i metode mjerenja

Enzimska kinetika je podru¢je biokemije koje se bavi proucavanjem brzine enzimski
kataliziranih reakcija, kao i kvantitativnim mjerenjem tih brzina (Stryer, 1991; Leskovac,
2003; Marangoni, 2003; Straus, 1997). Ona daje informaciju o brzini enzimski katalizirane
reakcije, mjeri afinitet enzima prema supstratu ili inhibitoru, te pruza uvid u reakcijski
mehanizam kako bi se mogao odrediti red reakcije. Pritom je za odredivanje reda reakcije
najznacajnija koncentracija supstrata [S], s time da prilikom prelaska u produkt dolazi do

promjene koncentracije supstrata.
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Reakcija moze biti nultog reda u odredenim uvjetima i1 tada brzina reakcije ne ovisi o
koncentraciji reaktanta (supstrata). Reakcije kod kojih je brzina izravno proporcionalna
koncentraciji reaktanta nazivaju se reakcijama prvog reda, dok se biokemijske reakcije koje

ukljucuju dva reaktanta, nazivaju reakcijama drugog reda (De Cock i sur., 2004).

Metode odredivanja enzimske kinetike standardizirani su laboratorijski postupci za mjerenje
brzine kojom dodani enzim katalizira pretvorbu supstrata u produkt. Metodama se mjeri
koncentracija produkta ili supstrata u odabranom trenutku nakon pocetka reakcije. Za razlicite
enzime primjenjuju se razli¢ite metode koje ovise i o tipu katalizirane reakcije, o prirodi
supstrata, produkta ili koenzima (§traus, 1997; Straus i sur., 2009), 1 to:
e spektrofotometrijske metode mjerenja:
¢ vidljiva i ultraljubicasta spektrofotometrija;
¢ flourescentna spektrofotometrija - Pojedine molekule nakon $to se osvijetle
vidljivom ili ultraljubi¢astom svjetlosti emitiraju zracenja vec¢ih valnih duljina
Sto se naziva florescencija. Intenzitet ovog zracenja ovisi o koli¢ini molekula
koje emitiraju zracenja. Ako se supstrat 1 produkt razlikuju po valnim duljinama
emitirane svjetlosti, moze se primijeniti fluorimetrija za odredivanje brzine
reakcije. Nedostaci metode su da ne postoji izravna veza izmedu ocitane
florescencije 1 koncentracije, te da je fluorescencija jako osjetljiva na promjene
temperature 1 rasprSivanje svjetlosti po uzorku.

e metoda uzorkovanja - U realnom vremenu izdvajaju se uzorci enzimske reakcije
(supstrata ili produkta) i nastavlja se procjena tih uzoraka odgovaraju¢im drugim
kemijskim metodama.

e elektrodna metoda - Koristi se za prac¢enje reakcija kod kojih kao produkti nastaju
kiseline. Upotrebljava se staklena ili platinasta elektroda. Kod ove metode koriste se
pH uredaji za mjerenje promjene koncentracije H' iona za vrijeme enzimske
reakcije, odnosno mjeri se promjena pH kako reakcija napreduje.

e manometarska metoda - Kao mjerni uredaj koristi se manometar. Ova metoda je
prikladna 1 precizna za reakcije u kojima je jedna od komponenti plin. Koristi se za
proucavanja oksidacija (reakcije sa kisikom) ili redukcija pri kojima se izdvaja COx.

e polarimetrijska metoda - Kao mjerni uredaj koristi se polarimetar. Ova metoda se

koristi kod izomernih reakcija, pri ¢emu se jedan izomer pretvara u drugi, iz opticki
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aktivnog u neaktivni ili obratno. Metoda se moze koristiti kod enzimskih reakcija,
ako su 1 supstrat 1 produkt opticki aktivni, ali drugacijih specifi¢nih rotacija.

e radiometrijska metoda - Kao mjerni uredaj koristi se radiometrijski pH metar, a
tijekom mjerenja iznos pH se odrzava konstantnim dodavanjem kiselina ili luzina.
Uredaji su automatizirani i1 krivulja napredovanja kemijske reakcije dobiva se

automatski.

U vecini slucajeva aktivna molarna koncentracija enzima nije poznata. Koli¢ina enzima se
mjeri pomocu njegove aktivnosti 1 izraZzava se ,,enzimskim jedinicama® i oznacava sa U (engl.

Unit of rate) (Straus, 2009).
1.4.2.1 Vidljiva i ultraljubicasta spektrofotometrija

Zbog niza prednosti, u ovom doktorskom radu je koriStena vidljiva 1 ultraljubicasta

spektrofotometrijska metoda za ispitivanje enzimske aktivnosti /ili inhibicije.

Mnogi supstrati 1 produkti enzimskih reakcija apsorbiraju svjetlost u vidljivom dijelu ili u
ultraljubicastom dijelu spektra. Uglavnom supstrati 1 produkti ne apsorbiraju pri istim valnim
duljinama. Za vrijeme pretvorbe supstrata u produkt dogada se znacCajna promjena apsorpcije
svjetlosti odredene valne duljine, te se mjerenjem te promjene moze proces reakcije pratiti

kvantitativno. Na Slici 2. prikazano je shematski kako radi spektrofotometar.

Enzim nesmetano reagira sa supstratom, a njegovo djelovanje ne utjeCe na

spektrofotometrijsko pracenje opadanja koncentracije supstrata i1 porast koncentracije

produkta.
Intenzitet Intenzitet
ulaznog propustenog
EM zralenja EM zracenja
I ]
Detektor
Monokromator
Izvor svjetlosti
odnosno Kiveta duljine puta /
lzvor elektromagnetskog koja sadrZi uzorak
zraéenja odredene koncentracije
(EM zracenja) [mol/L]

Slika 2. Shematski prikaz rada spektrofotometra
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Prednosti vidljive 1 ultraljubicaste spektrofotometrijske metode su:
e lako je provediva;
e mjerenje je jednostavno;
e osjetljiva je na male promjene koncentracije supstrata/produkta;
e dovoljni su mali uzorci,

e promjene unutar reakcije mogu se kvantitativno izraziti.
1.4.2.2 Analiza utjecaja okoline na mjerenja
1.4.2.2.1 Temperatura

Enzimske su reakcije osjetljive na promjene temperature. Brzina enzimske reakcije se
povecava povisenjem temperature. Promjena temperature od 10° C moze uzrokovati promjenu

kataliticke aktivnosti enzima i do 10% (Straus i sur., 1997).

PoviSenjem temperature brzina enzimske reakcije se povecava do odredenog maksimuma, a
dalje se pri viSim temperaturama smanjuje zbog inhibicije uzrokovane denaturacijom
enzimskog proteina (Straus i sur., 1997; Straus, 2009). Temperaturna inaktivacija enzima

ovisi o trajanju poviSene temperature, o koncentraciji supstrata, o pH 1 o vrsti pufera.

Stoga je iznimno vazno mjerenja enzimske aktivnosti vrSiti pri konstantnoj temperaturi, ali 1

to¢no znati koja je to temperatura.

Medunarodna unija za biokemiju 1 molekularnu biologiju (engl. International Union of
Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB) je 1961. godine preporucila da se mjerenja
enzimske aktivnosti vrse pri 25° C, te je ta temperatura opéeprihvaéena standardna
temperatura u kemiji. Pokazalo se da je ovu temperaturu teSko odrzavati u usko propisanim
granicama. Stoga je unija 1964. godine predlozila kao radnu temperaturu 30° C, $to je
temperatura koja je u Hrvatskoj prihvacena kao standard za mjerenja enzimskih reakcija

(Straus i sur., 1997).
1.4.2.2.2 pH i pufer

Kataliticka aktivnost enzima ovisi o pH sredine u kojoj se zbiva reakcija (Marangoni, 2003;
Straus i sur., 1997; Straus, 2009). Svaki enzim ima svoj pH optimum kod kojeg je aktivnost

najveca. Optimalni pH ovisi o vrsti 1 ionskoj aktivnosti pufera, o temperaturi, a Cesto i o
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koncentraciji supstrata. Obi¢no su pH optimumi raznih enzima izmedu 4 1 8, ali ima enzima s

ekstremno niskim pH (1,5) ili ekstremno visokim pH (10).
1.4.2.2.3 Aktivatori i inhibitori

Aktivatori 1 inhibitori utjeCu na enzimsku aktivnost (Straus i sur., 1997; Straus, 2009).

-----

potreban kao aktivator ion CI, a za alkalnu fosfatazu ioni Mg”" i Zn*", a za arginazu Co”" i sl.

Za mjerenje pune kataliticke aktivnosti enzima potrebno je da reakcijska smjesa sadrzi

potrebne aktivatore, ali je potrebno i sprijeciti djelovanje eventualnih inhibitora.
1.4.3. Enzimska kinetika - matematicko modeliranje

Svrha matematickog modeliranja opcenito jest da se stvarna dogadanja pokuSaju opisati
matematickim relacijama ¢iji se parametri odreduju pomocu odgovaraju¢ih mjerenja, a na
temelju matematickih modela trebali bi se prognozirati neki budu¢i dogadaji (Wong 1 sur.,
2015). U slucaju enzimskih reakcija, matematicki modeli 1 mjerenja in vitro trebaju omoguciti
pripremu za ciljana mjerenja in vivo. Kako se radi o procjenama buducih stanja ljudskog
organizma, matematicki modeli koji se koriste kod istraZzivanja enzima su od iznimne

vaznosti.

Brzina enzimske reakcije ili enzimska kinetika izrazava se pomocu opadanja koncentracije
supstrata [S] u jedinici vremena, a moZe se iskazati i promatranjem promjene koncentracije

nastalog produkta [P] u jedinici vremena, ili opéenito

v = = - )

U praksi se brzina enzimske reakcije mjeri nakon pocetnog mijeSanja enzima i supstrata
(pocCetna brzina reakcije vy) kako bi se minimizirale reverzibilne reakcije, te kod ustaljenog

stanja ili nakon dostizanja stalne koncentracije ES kompleksa.

Promjena koncentracije supstrata odvija se sve dok ne dode do zasi¢enja gdje su sve molekule
enzima povezane na supstrat (odnosno sve molekule enzima povezane su u ES kompleks) 1

brzina postaje konstantna, maksimalna brzina reakcije Vg, (Straus i sur., 1997; Straus, 2009).
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Veza izmedu brzine i1 koncentracije supstrata uz uvedene pretpostavke ima izgled krivulje na

Slici 3.

Vmax

»

0 [S]
Slika 3. Graficki prikaz ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji supstrata [S]

Opéenito, enzimska reakcija se odvija u tri faze do uspostavljanja ravnoteze (Straus i sur.,
1997; Straus, 2009; Marangoni, 2003) (Slika 4.):

1. Predustaljeno stanje (gdje raste koncentracija ES kompleksa)

2. Ustaljeno stanje (gdje je konstantna koncentracija ES kompleksa)

3. Postustaljeno stanje (gdje opada koncentracija ES kompleksa)

b

r
[So] Ustaljeno stanje, % =0
1 \s] _[P]
3 -
S
S
5
=
3
s [ES]
]
x (E]
b ca— *

Predustaljeno vrijemet —>

stanje

Slika 4. Vremenski tijek enzimski katalizirane reakcije

U svrhu odredivanja kinetickih parametara enzima prakti¢no je brzinu enzimske reakcije
mjeriti upravo u ustaljenom 1ili stacionarnom stanju, kojeg karakterizira nepromjenjivost

koncentracije enzim-supstrat ES kompleksa.
1.4.4. Michaelis-Mentenicina jednadzba

Brzina enzimski katalizirane reakcije ovisi o koncentraciji supstrata, te se matematicki

najcesc¢e predstavlja Michaelis-Menteni¢inom jednadzbom (Michaelis i Menten, 1913; Stryer,
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1991). Prema Michaelis-Menteni¢inoj teoriji pretpostavljen je matematicki model za brzinu
enzimske reakcije, 1 taj je model odreden odnosom izmedu pocetne brzine v, 1 koncentracije

supstrata prema slijede¢em izrazu,

Vmax [S]

Y0 K + 8]

3)
gdje Vp,qx predstavlja maksimalnu brzinu reakcije 1 K,,, predstavlja Michaelis-Menteni¢inu
konstantu. Michaelis-Menteni¢in matematicki model vrijedi samo za enzimske reakcije s

jednim supstratom.
1.4.4.1 Ostali graficki prikazi enzimske kinetike

Michaelis-Menteni¢in model nije prikladan za precizno odredivanje V., 1 K, te su
Lineweaver 1 Burk predlozili prikaz dvostrukog reciprocnog oblika Michaelis-Menteni¢ine
jednadzbe (Straus i sur., 1997; Straus, 2009), poznat kao Lineweaver-Burkov grafi¢ki prikaz

(Slika 5.), ili

S —+ 4
vO Vmax [S] Vmax ( )
gdje je prikazana veza:
1 1 +p
v 8] ®
a gdje su:
K
a = 6
Vmax ( )
1
B = ()

Vm ax

Vrijednosti za V4, 1 K;,, 0€itavaju se iz nagiba pravca i odsjecka apscisa i ordinata grafickog
prikaza (Straus i sur., 1997; Straus, 2009). Premda se udestalo koristi Lineweaver-Burkov
graficki prikaz (Slika 5.), on ima nedostatak jer su mjerenja neprecizna za povecane
koncentracije supstrata $to komprimira izmjerene podatke za viSe koncentracije supstrata u

malo podrugje, istaknuvsi niZze koncentracije, na kojima su mjerenja najceS¢e manje precizna.
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=

1 , K
nagib =
Vinax Vimax
/ﬂ‘
1 1
X 5]

Slika 5. Lineweaver-Burkov graficki prikaz

Stoga se koriste 1 drugi oblici grafickog prikaza izvedeni iz Lineweaver-Burkovog (Yang 1

sur., 2012) i to:

1.4.5.

Edie-Hofstee prikaz - izveden mnozenjem Lineweaver-Burk jednandzbe s

produktom (vg - Vipgy) 1li

Vo
Vo = —Kp, E + Vinax (8)

Vo

[s]

Hanes-Voolf prikaz - izveden mnoZenjem Lineweaver-Burk jednandzbe s [S] ili

Na apscisu se nanose vrijednosti —, a na ordinatu v,

—= + 5] )

. .. . . [S]
Na apscisu se nanose vrijednosti [S], a na ordinatu —.
0

Inhibicija enzimske aktivnosti

Inhibitori su tvari (obi¢no male molekule) koje se vezuju za enzim ili enzim-supstrat

kompleks 1 smanjuju brzinu enzimski katalizirane reakcije. Pojedini su inhibitori nespecifi¢ni

tj. djeluju inhibitorno na razne enzime, dok su drugi specifi¢ni 1 inhibiraju samo neke, ili ¢ak

samo jedan enzim. Mehanizam inhibicije moZe biti razli€it, ali se u pravilu inhibitor veze s

enzimom. Uc¢inkovitost inhibitora mjeri se konstantom brzine reakcije inhibitora s enzimom

(Sharma, 2012).
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Aktivnost pojedinih enzima regulirana je povratnim mehanizmom po kojem zavr$ni produkt
inhibira enzimsku aktivnost. Glikoliza je dobar primjer takvog povratnog mehanizma.

Djelovanje inhibitora na enzim moZe se opisati kao reverzibilno ili ireverzibilno.

Kod reverzibilne inhibicije uspostavlja se ravnoteza izmedu inhibitora I i enzima E:
E+I1=EI (10)

Inhibitor formira nekovalentne veze s enzimom ili enzim-supstrat kompleksom kao §to je
vodikova veza i elektrostatska privlaénost (Straus i sur., 1997). Jagina vezivanja izmedu
enzima 1/ili ES kompleksa 1 reverzibilnog inhibitora definirana je konstantom inhibicije K;.
Sto je ova konstanta manja, jaca je interakcija izmedu enzima, ES kompleksa i inhibitora t;.
inhibicija je veéa. K; predstavlja vrlo vaZan parametar za procjenu potentnosti inhibitora 1
cesto se opisuje kao koncentracija inhibitora potrebna da se postigne polovina maksimalne

inhibicije.

U sluéaju reverzibilne inhibicije razlikuju se tri glavna tipa inhibicije (Straus i sur., 1997;
Straus, 2009):

e kompeticijska inhibicija,

e nekompeticijska inhibicija,

e akompeticijska inhibicija.
1.4.5.1 Kompeticijska inhibicija

Ovaj tip inhibicije je posljedica djelovanja inhibitora koji ima sli¢énu kemijsku strukturu kao
supstrat, pa se takav inhibitor veZe za aktivno mjesto enzima (Berg i sur., 2015; Straus i sur.,

1997) (Slika 6.). Zbog toga se ne stvara kompleks enzim-supstrat, pa se ne stvara ni produkt.
Kod kompeticijske inhibicije i supstrat S 1 inhibitor I se natjecu za isto aktivno mjesto.

U slucaju kompeticijske inhibicije Michaelis-Mentenic¢ina jednadzba ima oblik (Berg i sur.,

2015; Straus i sur., 1997):

Vinax [S]
K,, (1 ﬂ) + 18] (b

UO=
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El

Slika 6. Kod kompeticijske inhibicije inhibitor i supstrat se natjecu za isto aktivho mjesto
enzima

Ako se za slucaj kompeticijske inhibicije izvede Lineweaver-Burkov graficki prikaz (Slika
7.), moze se uocCiti da se 1 s inhibitorom 1 bez njega pravci sijeku u istoj tocki, ali imaju razlicit
nagib 1 odsje¢ak na horizontalnoj osi. To znaci da V,,, ostaje ista, a da se konstanta K,
povecava 1 da nagib pravca raste povecanjem koncentracije inhibitora (Berg i sur., 2015;

Straus i sur., 1997). Poveéanjem koncentracije supstrata moZe se smanjiti djelovanje ove vrste

inhibicije.
l A [I ]
A 2
[ [l
o l= e
i
o
0 ib

5]

Slika 7. Lineweaver-Burkov graficki prikaz kompeticijske inhibicije za razli¢ite koncentracije
inhibitora

1.4.5.2 Nekompeticijska inhibicija

Ovaj tip inhibicije predstavlja enzimsku reakciju s jednim supstratom koja rezultira
interferencijom pri razgradnji ES kompleksa. Nekompeticijski se inhibitor veze za neko
mjesto enzimske molekule izvan aktivhog mjesta 1 na taj se nacin mijenja konformacija
enzimske molekule (Berg i sur., 2015; Straus i sur., 1997). Takva enzimska molekula veze

supstrat budu¢i da joj je aktivno mjesto enzima slobodno, ali enzim u prisustvu inhibitora, ne
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moze katalizirati reakciju pa ne nastaje produkt (Slika 8.). Zbog stvaranja kompleksa enzim-

inhibitor-supstrat EIS preostaje manje slobodnog aktivnog enzima i smanjuje se V-

e @@
S b s

El <> S| >< %@\

—

Slika 8. Kod nekompeticijske inhibicije inhibitor se veze za drugo mjesto na enzimu, i
mijenja konformaciju enzima, te sprjeava nastajanje produkta

Moze se izvesti Michaelis-Menteni¢ina jednadzba za ovakav tip inhibicije (Berg 1 sur., 2015;

Straus i sur., 1997) :

Vmax [S]

(K + [SD (1 + %—]) (12)

UO=

Kod Lineweaver-Burkovog grafickog prikaza (Slika 9.) ovaj tip inhibicije rezultirao bi

povecanjem odsjecka uz nepromijenjen —Ki, pa je nagib pravca strmiji nego kod

max
kompetitivne inhibicije buduéi da se mijenja V,,q,. Ky, Ostaje ista (Berg i sur., 2015; Straus i
sur., 1997). Pove¢anjem koncentracije supstrata ne moze se otkloniti ovaj tip inhibicije, jer on

ovisi samo o koncentraciji inhibitora [I].

Slika 9. Lineweaver-Burkov graficki prikaz nekompeticijske inhibicije za razlicite
koncentracije inhibitora
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1.4.5.3 Akompeticijska inhibicija

Akompeticijska inhibicija nastaje kada se inhibitor veze za ve¢ stvoreni enzim-supstrat
kompleks, pa je onemoguceno razdvajanje tog kompleksa na produkt i enzim (Berg i sur.,

2015; Straus i sur., 1997) (Slika 10.).

s
E<>ES — E+P

ESI ><

Slika 10. Kod akompeticijske inhibicije inhibitor se veze za ve¢ stvoreni enzim-supstrat
kompleks, pa je onemogucéeno razdvajanje tog kompleksa na produkt i enzim.

Michaelis-Menteni¢ina jednadZba za ovaj sluéaj je (Berg i sur., 2015; Straus i sur., 1997):

Vmax [S]

1
(1 + K-)
K. (13)

T

Kod Lineweaver-Burkovog grafickog prikaza (Slika 11.) ovaj tip inhibicije bi rezultirao

e

UO=

. - . .1
promjenom odsjecka horizontalne osi —

. .y . . 1
5 UZ promjenu odsjecka na vertikalnoj osi —, §to
0

rezultira pove¢anjem K,,, i smanjenjem V4, (Berg i sur., 2015; Straus i sur., 1997).

Slika 11. Lineweaver-Burkov grafi¢ki prikaz akompeticijske inhibicije
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1.4.5.4 Odredivanje tipa inhibicije i konstante inhibicije K;

Za odredivanje tipa inhibicije enzima i konstante inhibicije K; za kompleks enzim-inhibitor
koristi se Dixonov graficki prikaz (Butterworth, 1973). U¢inak inhibitora na brzinu enzimske

reakcije v, odreduje se za dvije ili viSe koncentracija supstrata, s razli¢itim koncentracijama

inhibitora [I]. Na grafikonu ovisnosti recipro¢ne vrijednosti brzine —~ 0 koncentraciji
0

inhibitora [I], podaci za svaku koncentraciju supstrata ¢ine pravce koji presjecaju koordinatne

osi u to¢kama [I] = —K; i Ui = (kod kompetitivne inhibicije) ili presjecaju horizontalnu
0 max

os u to¢ki [I] = —K; (kod nekompetitivne inhibicije). Kod akompetitivne inhibicije pravci su

paralelni.

Za enzime kao biokatalizatore vazno je da rade ispravno, tj. da rade kada je to potrebno i u
opsegu koliko je to potrebno za organizam. Pojedina patoloSka stanja karakterizira upravo to
odstupanje od normalne funkcionalnosti, pa je potraga za inhibitorima 1 aktivatorima

enzimske aktivnosti uvijek interesantna.
1.4.6. Enzimi znacajni za ciljeve istraZivanja u ovom radu

Budu¢i da jo$ nije poznat mehanizam antitumorskog djelovanja boroni¢nih kiselina 1 njithovih
derivata koji su istrazivani u ovom radu, ispitano je kako navedeni spojevi inhibiraju odabrane
enzime c¢ija je ekspresija u tumorskim stanicama povecana, i to enzime: butirilkolinesterazu
(EC 3.1.1.8), tirozinazu (EC 1.14.18.1.), piruvat kinazu (EC 2.7.1.40.), laktat-dehidrogenazu
(EC 1.1.1.27.) 1 heksokinazu (EC 2.7.1.1.)

1.4.6.1 Butirilkolinesteraza (EC 3.1.1.8)

Animalne kolinesteraze su S$iroko raSireni enzimski sustavi prisutni u kolinergi¢nim i
nekolinergi¢nim tkivima, u plazmi i1 ostalim tjelesnim fluidima. Predstavljaju grupu enzima
koji kataliziraju hidrolizu acetilkolina 1 ostalih kolinskih estera. Dijele se u dva razlicita
razreda ovisno o specifi¢nosti prema supstratu, ponasanju u odsutnosti supstrata te prema
osjetljivosti na inhibitore (Chatonnet i Lockridge, 1989). Prvi razred Cine acetilkolinesteraze
takozvane ,,prave kolinesteraze®, dok drugi razred ¢ine butirilkolinesteraze ili nespecifi¢ne
pseudokolinesteraze (serum kolinesteraze). Prave kolinesteraze - acetilkolinesteraze

pronadene su manje-viSe u svim tkivima, ali je njihova ekspresija povecana u centralnom 1
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perifernom Ziv€anom tkivu, miSi¢ima 1 eritrocitima. Opcenito su to enzimi s velikim
prometnim brojem koji pokazuju visoki afinitet prema acetilkolinu, a mali afinitet prema
nekolinskim esterima, dok ih povecana koncentracija kolinskih estera inhibira (Patocka 1 sur,

2004).

Butirilkolinesteraze su a-glikoproteini sa polu Zivotom oko 12 dana, koji se nalaze takoder u
manje-viSe svim tkivima, ali je njihova ekspresija povecana u srediSnjem i perifernom
Ziv€anom sustavu, jetri, crijevima, bubrezima, srcu 1 plu¢ima. Butirilkolinesteraze se nalaze i
u serumu gdje sa svojim kapacitetom za hidrolizu estera imaju vaznu ulogu u detoksikaciji.
Butirilkolinesteraze primarno kataliziraju reakciju pretvorbe butirilkolina, ali se kao supstrat
moze koristiti 1 acetilkolin. U odnosu na acetilkolinesteraze, butirilkolinesteraze imaju nizi
afinitet za acetilkolin, 1 ne inhibiraju ih visoke koncentracije acetilkolina (Patocka i sur,

2004).

Nedavno provedena istrazivanja na raku dojke (Bernardi i sur., 2010) pokazala su jako
snizenu razinu butirilkolinesteraze u plazmi ljudi oboljelih od raka. Zasada se smatra da bi to
mogla biti posljedica sekundarne anoreksije nastale zbog tumorske metabolicke prilagodbe,

no potrebna su daljnja istrazivanja da bi se mogli donijeti ¢vrs¢i zakljucci.

Homologija slijeda aminokiselina za acetilkolinesterazu 1 butirilkolinesterazu iznosi 65 %.
Ovi enzimi imaju slicne molekulske strukturne oblike 1 slicne strukture aktivnog myjesta,
unato¢ Cinjenici da su produkti razli¢itih gena (Greig i sur., 2002). Monomerni oblik
enzimskog sustava kod kolinesteraza uglavnom je sastavljen od oko 574 aminokiseline koje
sadrze nekoliko ugljikohidratnih lanaca vezanih na asparagin (Pohanka, 2011). Uz to sadrze
tri medulanCana disulfidna mosta koji pomazu da se dobije specifican trodimenzionalni
kuglasti oblik. Disulfidni mostovi dobivaju na znacaju pri stvaranju dimera koje disulfidna
prisutnost stabilizira (Patotka i sur, 2004; Pohanka, 2011). Sest od 14 aromatskih
aminokiselinskih ostataka stvaraju aktivno mjesto acetilkolinesteraze, dok su te iste
aromati¢ne aminokiseline zamijenjene alifatskim ostacima kod butirilkolinesteraze, Sto
dovodi do toga da je aktivno mjesto butirilkolinesteraze volumenski ve¢e od aktivnog mjesta
acetilkolinesteraze, te su enzimi razliito osjetljivi prema inhibitorima (Patocka 1 sur, 2004;

Chatonnet 1 Lockridge, 1989)
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Aromatske tvari (npr. aflatoksini) posjeduju veci afinitet prema acetilkolinesterazi nego prema
butirilkolinesterazi. Karbamat inhibitori vezuju se na aktivno mjesto obaju kolinesteraza, ali
kovalentna veza nije uvijek postojana i nakon odredenog vremena dolazi do njihove hidrolize
(Groner i sur., 2007). Osim njih, oba enzima mogu biti inhibirana djelovanjem brojnih
sekundarnih biljnih metabolita ili metabolita gljiva. Kao primjer mogu se navesti galantamin,
huperzin, a-kakonin, a-solanin, tomatin, berberin, palmatin i jatrorizin koji su svi odreda

biljni alkaloidi (Pohanka, 2014).

Acetilkolinesteraza nosi epitet jednog od najbrzih poznatih humanih enzima, $to je razumljivo
s obzirom na njegovu funkciju brze hidrolize neuroprijenosnika acetilkolina na sinapsama,
dok je djelovanje enzimskog sustava butirilkolinesteraza Cvrsto povezano sa kolinergi¢nim
protuupalnim putem, dominanto lociranim u krvi i miSi¢ima. Taj put predstavlja poveznicu
izmedu terminalnog Ziv€anog tkiva i makrofaga, te utjee na ekspresiju a7 nikotin acetilkolin

receptora (a/nAChR) na njihovoj povrSini (Pohanka, 2014).

Povecana aktivnost butirilkolinesteraze uocena je kod oboljelih od debljine, Se¢erne bolesti,
uremije, hipertireoizma 1 hiperlipidemije. Zanimljiva Cinjenica je da koli€ine
butirilkolinesteraze drasti¢no opadaju u krvnoj plazmi pri akutnim ili kroni¢nim oS$tecenjima
jetre, ciroze ili metastaza jetre, te se donekle koristi kao biomarker organskih oStec¢enja
(Pohanka, 2014). Niske razine butirilkolinesteraze zabiljeZene su 1 kod ljudi sa slabom
proteinskom prehranom, tijekom stresnih razdoblja i kroni¢nih ili akutnih upalnih procesa, a
dodatna istrazivanja uspjela su enzim dovesti u korelaciju s razinom kolesterola i triglicerida

u krvi (Haghnazari i sur., 2016).

Danas se oba enzima, 1 acetilkolinesteraza i butirilkolinesteraza, najes¢e ipak spominju u
kontekstu lijecenja 1 dijagnosticiranja Alzheimerove bolesti. Alzheimerova bolest je kroni¢na
1 progresivna neurodegenerativna bolest koju karakterizira degeneracija kolinergi¢nih neurona
u podru¢jima mozga, posebno vezanih za funkcije pamcenja 1 svjesnosti samog sebe 1
okoline. Moze se re¢i da B-amiloidni plakovi 1 neurofibrilna klupka ¢ine patoloske biljege
razvoja Alzheimerove bolesti. Evidentne su 1 reducirane razine acetilkolina zbog bitno
smanjene funkcije acetilkolinesteraze, dok je paralelno uofen porast aktivnosti sustava
butirilkolinesteraze (Patocka i sur, 2004). Ispitivanjima na ,,knockout* miSevima zaklju¢eno
je da pojacavanjem sustava butirilkolinesteraze organizam pokuSava nadoknaditi odsutnost

acetilkolinesteraze, moglo bi se rec¢i da ,,pokre¢e* rezervni mehanizam. Iako tijelo pokuSava
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popraviti nastalu situaciju, dugoro¢no gledano djelovanjem butirilkolinesteraze dolazi do
razvoja 1 progresije bolesti. Butirilkolinesteraza cijepa amiloidne proteinske prekursore, kojih
u normalno funkcionirajuéem mozgu ima u izobilju u B-amiloidne proteine. Potom ti isti
proteini stvaraju neZeljene plakove. Stoga se danas znanstvenici trude pronaci efikasne

inhibitore butirilkolinesteraze (Patocka 1 sur, 2004; Greig 1 sur., 2002).

Poznati su sintetski lijekovi generickih naziva donepezil 1 tacrin (1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-
amin). Tacrin je puno poznatiji jer lakSe prelazi mozdanu barijeru i uspjeSno aktivira
zaustavljenu acetilkolinesterazu, a malo manje, ali jo§ uvijek dovoljno inhibira pojacanu
butirilkolinesterazu. Ipak, nakon nekog vremena klini¢kog koristenja povucen je iz upotrebe
zbog popratne hepatotoksi¢nosti. I drugi predstavnici ove grupe lijekova takoder pokazuju
nepozeljne nuspojave pa zato potraga za odgovarajuim aktivatorom acetilkolinesteraze i

inhibitorom butirilkolinesteraze, sa manje nuspojava i dalje traje (Dronfield i sur., 2000).
1.4.6.2 Tirozinaza (EC 1.14.18.1)

Tirozinaza je metaloenzim koji spada u grupu oksidoreduktaza. Humana tirozinaza je
transmembranski protein uvrSten u melanosome (Hearing 1 sur., 1987), to jest aktivnho mjesto
enzima se nalazi u melanosomima, dok se mali kataliti¢ki neesencijalan dio molekule proteZe
u citoplazmu melanocita. Dva iona bakra u aktivnom mjestu enzima vrSe interakciju sa
dikisikom, kako bi formirali visoko reaktivan intermedijer, koji ¢e potpomoci oksidaciju

supstrata.

Ovaj enzim pronaden je gotovo u svim tipovima stanica biljnog, gljivicnog i zivotinjskog
svijeta. Zanimljiv je, jer mu supstrat nije specifican, ve¢ katalizira reakcije viSe razli¢itih
supstrata. Uglavnom se radi o oksidacijama razli¢itih fenolnih ostataka. Svoje ime duguje
aminokiselini tirozinu. Dugo vremena smatralo se da je tirozinazi u Zivotinjskom svijetu
jedini supstrat tirozin, pa joj je tako formirano ime koje se kasnije nije mijenjalo. U
biokemijsko-medicinskom svijetu poznata je 1 pod sljede¢im nazivima: monofenol

monooksidaza, fenolaza, monofenol oksidaza i krezolaza (Chang, 2012).

Funkcija tirozinaze u stanicama najizrazenija je kod tvorbe pigmenta melanina iz tirozina.
Enzim tirozinaza katalizira prve dvije reakcije u sintezi melanina: oksidaciju tirozina i nakon
toga oksidaciju L-3,4-dihidroksifenilalanina (L-DOPA). Sinteza melanina iz tirozina

prikazana je sljede¢im reakcijama:
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tirozin + %2 O, — L-DOPA

2 L-DOPA + O, — 2 Dopakvinon + 2H,0

Dopakvinon— Leukodopakrom (14)
Leukodopakrom + Dopakvinon — Dopakrom + L-DOPA

Dopakrom — melanin

Melanin je pigment u koZi koji je odgovoran prvenstveno za njenu boju, a potom i zastitu od
Stete nanesene ultraljubicastim (engl. UltraViolet, UV) zrafenjem. Reakcija biosinteze
melanina ne bi bila moguc¢a bez enzima tirozinaze. Tirozinaza katalizira hidroksilaciju L-
tirozina u L-DOPA-u koja se potom oksidira u dopakvinon, te postepeno prelazi u dopakrom
(narancasto-crveni pigment). Kona¢no dopakrom prelazi u crno-smedi melanin (Chang,

2012).

Aktivnost enzima moze se pratiti pojavom dopakroma na 475 nm valne duljine, §to naravno
omogucava primjenu standardnih spektrofotometrijskih metoda. Osim nastajanja dopakroma,
moze se pratiti 1 nestajanje L-DOPA-e, tirozina ili kisika, te proizvodnja ugljicnog dioksida.
Prednost je Sto reakcije u kojim sudjeluje tirozinaza slijede Michaelis-Menteni¢inu kinetiku

(Winder 1 Harris, 1991).

U znanstvenim istraZivanjima Cesto se koristi tirozinaza ekstrahirana iz gljiva Sampinjona
Agaricus bisporus jer je taj oblik enzima prilicno homologan Zivotinjskom, te je dugo

vremena bio jedini komercijalno dostupni oblik tirozinaze (Chang, 2012).

Kod ljudi enzim tirozinaza kodiran je pomocu TYR gena, 1 ako se dogodi mutacija nastaje
oboljenje poznato kao albinizam, Sto se Cesto pojavljuje kao nasljedna bolest 1 zahvaca u

prosjeku jednu osobu na svakih 17000 stanovnika (Song i sur., 2017).

Pojacana aktivnost tirozinaze dovodi do pojacane sinteze melanina, Sto se nazalost dovodi u
korelaciju (Ali 1 sur., 2016; An 1 sur., 2009; Balcos 1 sur., 2014) s nastankom jednog od danas
najzloc¢udnijih tumora-melanomom. Smanjivanje aktivnosti tirozinaze (inhibicija tirozinaze)
glavna je meta prevencije hiperpigmentacije koZe poznate kao melazma i staracke pjege

(Uchida i sur., 2014).

U literaturi se spominju sljede¢i tipovi inhibitora tirozinaze (Chang, 2012):
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¢ reducirajuci agensi (kao Sto je askorbinska kiselina koji uzrokuju kemijsku redukciju
dopakroma);

e dopakvinon hvataci (komponente koje sadrze tiol 1 reagiraju s dopakvinonom
stvarajuc¢i obezbojene produkte);

e alternativni fenolni supstrati;

e nespecifi¢ni enzimski inaktivatori (poput baza i kiselina);

e specificni enzimski inaktivatori (poput katehola, nazvani 1 “samoubilacki” inhibitori,
jer stvaraju kovalentne veze s enzimom i utjecu na ireverzibilnu inaktivaciju enzima

tijekom katalizirane reakcije).

Posljednje dvije vrste inhibitora nazivaju se pravim inhibitorima, jer se doista vezuju na
enzim 1 tako ometaju njegovu aktivnost. Ostali inhibitori su tzv. ,,zabunom nazvani
inhibitori®, §to je po nazivu doista ¢udna kategorija, ali zapravo znaci da ti inhibitori nemaju
snaznu inhibiciju 1 da njihovo vezivanje na aktivho mjesto enzima uglavnom nije

favorizirano, te se dogada samo pod odredenim okolnostima (Chang, 2009).

Tirozinazu inhibiraju tvari koje ¢ine komplekse s bakrom kao Sto su benzojeva kiselina 1
cijanid. Jedan od najpoznatijih tirozinaza inhibitora definitivno je mjeSoviti tip inhibitora
koji¢na kiselina (C¢Hg0,), koja je zapravo metabolit raznih gljiva. Trenutno se intenzivno
koristi u kozmeticke svrhe posvjetljivanja koze, ali i kao aditiv hrani da se sprije¢i njeno
posmedivanje. U literaturi se zbog svoje aktivnosti, ali 1 dostupnosti, najceS¢e koristi kao

pozitivna kontrola pri odredivanju aktivnosti tirozinaze.

Zbog uloge inhibitora u sprjeavanju vidljivog starenja koze (Chang, 2012), zadnjih pet
godina lista poznatih inhibitora tirozinaze znatno je proSirena na:

e polifenolne spojeve;

e Dbenzaldehid;

e Dbenzoat derivate;

e dugolancane lipide 1 steroide.

Nakon S§to je Gali¢ (Gali¢, 2012; Gali¢, 2013) pokazao da dikalijevtrioksohidroksi-
tetrafluortriborat (K,[B3;05F,0H]) djeluje na hiperkeratoze na kozi, to jest da tamno obojene
izrasline izlozene njegovom djelovanju gube boju i nepovratno otpadaju s povrSine koze, te

nakon ispitivanja njegovog citotoksi¢nog 1 antitumorskog djelovanja u kojem je primije¢en
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njegov pojacani u¢inak na stanice tumora koze i melanoma (Ivankovi¢ 1 sur., 2014), enzim
tirozinaza naSao se u fokusu istraZzivanja moguceg mehanizma djelovanja odabranih

boroni¢nih kiselina i njihovih derivata, koje je provedeno u ovom radu.
1.4.6.3 Piruvat kinaza (EC 2.7.1.40.)

Piruvat kinaza iako pripada razredu beta proteina, u svojoj sekundarnoj strukturi ima
kombinaciju i alfa-heliksa 1 beta-nabranih ploha (Engstrom 1 sur., 1987). U ljudskom tijelu,
ovaj enzim je tetrameran sa mjestom vezivanja za metalne ione na sve cetiri domene. Piruvat
kinaza je treci glikoliticki regulatorni enzim na kojeg utjecu alostericki efektori 1 kovalentne
modifikacije. Aktivira se pomocu fruktoza-6-fosfata. Piruvat kinaza katalizira krajnju reakciju
glikolitickog procesa u kojem nastaje piruvat potreban za daljnju pretvorbu u mitohondrijima.
Za ovu reakciju nasugno je potreban jedan K ion i dva Mg*" iona. U prvom koraku, B-fosforil
kisikov atom iz molekule adenozin-difosfata (ADP) nukleofilno napada fosforni atom PEP-a,
pri ¢emu dolazi do formiranja enolpiruvatne molekule i ATP-a, dok se u drugom koraku
enolpiruvat tautomerizira u piruvat. Formiranje visoko-energetskog intermedijera pomocu
enolaza u devetom glikolitickom koraku omogucava sintezu molekule ATP-a (Voet i sur.,

2011).

Brojne studije pokazale su da piruvat kinazu inhibira PEP (supstrat koji utjeCe na enzimsku
aktivnost na nacin da se povecavanjem koncentracije supstrata uspori reakcija), te ATP
molekule, piruvat i alanin, koji su negativni alostericki modulatori (Xu i sur., 2012). Osim
alosterickih modulacija mogucée je na Kkataliticku aktivnost piruvat kinaze djelovati
kovalentnim vezivanjima, ili fosforilacijom (Jurica 1 sur., 1998). Ako nema dovoljno kisika
dolazi do aktiviranja laktat-dehidrogenaze koja koristi nikotinamid-adenin-dinukleotid
(NADH), nastao u reakciji kataliziranoj gliceraldehid-fosfat-dehidrogenazom da bi reducirala

piruvat u laktat (Ramos i sur., 2004).

Kataliticka reakcija piruvat kinaze je ireverzibilna, 1 stoga je njenim ometanjem moguce

utjecati na glikoliticki ciklus, jer ona predstavlja zavrSni korak glikolize.

Postoje Cetiri tipa tkivno specificnih izomera:
e jetrena izoforma piruvat kinaze L (L PK) - pojavljuje se u jetri 1 bubrezima;

e izoforma piruvat kinaze R (R PK) - pojavljuje se u crvenim krvnim stanicama;
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e miSi¢na izoforma piruvat kinaze M1 (M1 PK) - pojavljuje se u svim ljudskim
tkivima, dominantno u misi¢ima, srcu i mozgu;

e izoforma piruvat kinaze M2 (M2 PK) - pojavljuje se u ranom fetusnom tkivu.

L PK - jetreni oblik piruvat kinaze indirektno se regulira pomocu epinefrina i glukagona
djelovanjem protein kinaze A, koja vr$i ranije spomenutu fosforilaciju 1 time deaktivira
enzim. Pojava epinefrina 1/ili glukagona je naznaka stanja ,,gladovanja®. Zanimljivo je da isti
mehanizam ne djeluje kod izoforme M1 PK, tako da glikoliza za vrijeme gladovanja (odnosno
u periodu kada nema unosa glukoze) biva zaustavljena u jetri, ali ne 1 u misi¢ima. PoviSene
razine Secera u krvi dovode do luc¢enja inzulina koji aktivira enzim fosfoprotein fosfatazu 1,

Sto posljedicno dovodi do defosforilacije i aktivacije piruvat kinaze (Kim 1 sur., 2016).

Mutacije u genu za piruvat kinazu dovode do stanja poznatog pod nazivom piruvat kinazna
deficijencija, karakteristiénog po usporenoj glikolizi. Piruvat kinazna deficijencija posebno
pogada stanice koje nemaju mitohondrije (ili imaju greSku u njihovoj funkeiji). Eritrociti su
primjer zdravih stanica bez mitohondrija koje u slucaju da izostane djelovanje piruvat kinaze,
brzo osjete nedostatak ATP-a 1 dogodi im se hemoliza. Posljedica piruvat kinazne

deficijencije u tom slucaju je razvoj hemoliticke anemije (Twomey i sur., 1967).

S druge strane piruvat kinaza je vazan regulatorni enzim za glukoneogenezu, odnosno

biokemijski put kojim jetra generira glukozu iz piruvata 1 ostalih supstrata.

Brojna mjerenja prisutnosti izoformi piruvat kinaze M1 PK i M2 PK pomoc¢u masene
spektrometrije dovela su do obecavaju¢ih spoznaja, da je povecana ekspresija M2 PK,
naznaka transformacije zdravih stanica u maligne (Chen 1 sur., 2011; Christofk 1 sur., 2008),
Sto moze biti biljeg poCetka nastanka tumora, te time pridonijeti brzem otkrivanju tumora i

primjeni odgovarajuce terapije.

Predominacija M2 PK u stanicama raka izravno uskracuje proizvodnju piruvata, i vodi do
porasta metabolickih glikolitickih intermedijera, Sto s vremenom dovodi do pokretanja
biosinteze nukleotida, kolesterola te masnih kiselina potrebnih za stani¢nu proliferaciju 1

podjelu preko puta pentoza fosfata (Huang i sur., 2016).

Smatra se da se u tumorskim stanicama M2 PK pojavljuje u dimerskom obliku, gotovo

potpuno kataliti¢ki neaktivnom. Kada je piruvat kinaza u svom manje aktivnom ili potpuno
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neaktivnom dimerickom obliku (Chen 1 sur., 2015), stanica proizvodi energiju degradacijom
aminokiseline glutamina u aspartat, piruvat ili laktat (glutaminoliza), ¢ime ponovno dolazimo
do Warburgovog efekta (Yang 1 sur., 2012) koji navodi da tumorske stanice imaju povecanu

proizvodnju laktata ¢ak i u prisutnosti kisika.
1.4.6.4 Laktat-dehidrogenaza (EC 1.1.1.27.)

Enzim laktat-dehidrogenaza pripada Sirokoj grupi  2-ketokiselina-NADP-ovisnih
dehidrogenaza, te Kkatalizira reverzibilnu reakciju konverzije 2-hidroksikiselina u
odgovaraju¢e 2-ketokiseline (Holbrook i sur., 1975). Laktat-dehidrogenaza je aktivna u
posljednjem koraku anaerobne glikolize 1 jedan je od danas najproucavanijih enzima. Njena
enzimska aktivnost, slicno kao i kod heksokinaze, obuhvaca konformacijske prilagodbe u
strukturi kako bi uspje$no katalizirala transfer hidridnog iona s NADH na C2 atom u molekuli
piruvata. Kristalografske analize strukture pokazale su da je tercijarna struktura laktat-
dehidrogenaze prilicno slicna malat dehidrogenazi (MalDH), a kasnija mutagena testiranja
dokazala su da supstitucijom jedne amino kiseline u kataliticki aktivhom dijelu, laktat-
dehidrogenaza prelazi u MalDH (Madern i sur., 2001), koja ima puno manju aktivnosti od

laktat-dehidrogenaze.

Laktat-dehidrogenaza je zastupljena u gotovo svim Zzivim bi¢ima (Zivotinjama, biljkama i
prokariotima) i dominantno katalizira reakcije pretvorbe piruvata u laktat i unatrag, uz
pretvorbu NADH u oksidiranu formu nikotinamid-adenin-dinukleotida NAD+ i unatrag (Berg
isur., 2015).

Ovaj enzim strukturno je tetramer ¢ija je tercijarna struktura dominantno sastavljena od dvije
podjedinice: podjedinica laktat-dehidrogenaze A (LDHA, LDHM ili LDHS) 1 podjedinica
laktat-dehidrogenaze B (LDHB, LDHH ili LDH1). Primjetna razlika izmedu ove dvije
podjedinice je zamjena alanina (u LDHA lancu) s glutaminom (u LDHB lancu), dok im je
aktivno mjesto strukturno iste grade. Vjeruje se da je ta sitna, ali znacajna zamjena razlog Sto
se LDHB brze vezuje, Sto je aktivnost LDHB podjedinice smanjena pet puta u odnosu na
aktivnost LDHA podjedinice, te Sto se kataliticka aktivnost LDHA podjedinice ne smanjuje
kada se podvrgava istim uvjetima kao LDHB podjedinica (Eventoff i sur., 1977).

Ovisno o obliku 1 supstratu prema kojem enzim pokazuje afinitet moguce su razlicite

kombinacije ovih podjedinica, pa se laktat-dehidrogenaza pojavljuje u vise izoformi i to:

43



e izoforma laktat-dehidrogenaze 1 (LDH-1), L-laktat dehidrogenaza ovisna o NADP -
sadrzi ¢etiri LDHB podjedinice;

e izoforma laktat-dehidrogenaze 2 (LDH-2), L-laktat dehidrogenaza ovisna o
citokromu c - sadrzi tri LDHB 1 jednu LDHA podjedinicu;

e izoforma laktat-dehidrogenaze 3 (LDH-3), D-laktat dehidrogenaza ovisna o D-
laktatu 1 citokromu ¢ — sadrzi dvije LDHB 1 dvije LDHA podjedinice;

e izoforma laktat-dehidrogenaze 4 (LDH-4), D-laktat dehidrogenaza ovisna o D-
laktatu— sadrzi tri LDHA 1 jednu LDHB podjedinicu,

e izoforma laktat-dehidrogenaze 5 (LDH-5), sadrzi Cetiri LDHA podjedinice.

Sve izoforme laktat-dehidrogenaze pokazuju slicnu enzimsku aktivnost, ali nisu jednako

zastupljene u svim tkivima.

Laktat-dehidrogenaze s predominantnim udjelom LDHA podjedinica nalaze se u skeletnim
miSi¢ima, te ostalim tkivima koja su visoko glikoliticki aktivna. Sukladno tome, ove izoforme
pokazuju ve¢i afinitet prema piruvatu 1 ve¢u maksimalnu brzinu reakcije piruvat redukcije.
One dakle kataboliziraju piruvat u laktat i stvaraju NAD+ nasu$no potreban za aktivnost
drugih enzimskih sustava (kao S$to je npr. enzim gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza

(Doherty i Cleveland, 2013)).

Laktat-dehidrogenaze s predominantnim udjelom LDHB podjedinica zastupljene su u cijelom
organizmu, ali dominiraju u sréanom misicu, jetri i bubrezima. Ove forme konvertiraju laktat
u piruvat, ¢ime koriste¢i laktat kao nutritient omogucavaju stanicama da nastave proces
oksidacijske fosforilacije (srce 1 neuroni) i/ili za glukoneogenezu (jetra i bubrezi). Ekspresija
ovih izoformi laktat-dehidrogenaze od medicinske je vaznosti jer je proucavanjem opazeno
njihovo otpustanje tijekom tkivnih povreda. Smatraju se biomarkerom za sr€ana oboljenja

(Doherty i Cleveland, 2013).

Piruvat je u normalnim stani¢nim uvjetima produkt posljednjeg koraka glikolize, a u laktat
prelazi u trenucima pomanjkanja kisika ili kada je kisika premalo dostupno. Medutim u
zdravim funkcionalnim stanicama visoke koncentracije laktata vrSe inhibiciju same laktat-
dehidrogenaze, §to dovodi do opadanja konverzije piruvata u laktat (Wilkinson, 1970).
Laktat-dehidrogenaza nije specificno selektivna, ve¢ djeluje na viSe razli€itih supstrata,

pokazujuéi znacajnu aktivnost prema nekoliko a-keto kiselina, premda su one puno slabiji
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supstrati od laktata. a-ketobutirat jedan je od takvih supstrata, endogeni strukturni analog
piruvata koji se reducira uz prisutnost laktat-dehidrogenaze, pri cemu kao nusprodukt nastaje

2-hidroksibutirat (Von Morze i sur., 2015).

Laktat-dehidrogenaza postaje puno aktivnija u periodima ekstremne miSiéne aktivnosti,
sukladno porastu koliina supstrata potrebnih za kataliziranu reakciju. Kada se od misic¢a trazi
da proizvedu vecu energiju, povecana potraznja za ATP molekulama dovodi do
nagomilavanja ADP-a, adenozin-monofosfata (AMP) 1 molekula fosfata. U takvim uvjetima
laktat-dehidrogenaza predstavlja prirodnu zaStitu miSica, jer pokretanjem svoje reakcije
generira u citosolu NAD+ koji pokrece gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu da bi se odrzao
citosolni redukcijski potencijal 1 promovirao protok supstrata kroz drugu fazu glikolize, pri
¢emu se pokre¢e proizvodnja ATP-a. Proizvodnja i1 uklanjanje laktata iz stanica, takoder
uklanja i protone nagomilane u reakciji s laktat-dehidrogenazom, $to na neki nacin djeluje kao

puferski sustav za miSi¢nu acidozu (Spriet 1 Heigenhauser, 2000).

Nekancerogena stanja koja mogu uzrokovati povecanu ekspresiju laktat-dehidrogenaze
obuhvacaju sréane probleme, hipotireozu, anemije, meningitise, encefalitis, akutne

pankreatitise, HIV, te pluéna i jetrena oboljenja (Berg i sur., 2015).

Nazalost brojna istrazivanja pokazuju da je u kancerogenim stanicama povecana ekspresija
ovog enzima (Talaiezadeh 1 sur., 2015), tako da se njegova pojacana ekspresija moze koristiti
kao bioloski marker za nastanak tumora, premda se to ne vezuje uz neki specifi¢an oblik
tumora. Medicinsko pracenje razine laktat-dehidrogenaze stoga bi moglo biti jako korisno za

ranu detekciju kancerogenih stanja.

Laktat-dehidrogenaza umijeSana je u nastajanje tumora 1 njegov daljnji metabolizam, buduci
da se oboljele stanice oslanjaju na anaerobnu respiraciju za potrebe konverzije glukoze u
laktat, ¢ak 1 u prisutnosti kisika (Warburgov efekt). Ovaj mehanizam omogucava
kancerogenim stanicama da vecinu svojih zaliha glukoze pretvaraju u laktat, ¢ak 1 kada se
normaliziraju uvjeti sa opskrbom kisikom, prebacujuci jednostavan izvor energije - glukozu u
sluzbu drugih funkcija stani¢nog rasta i proliferacije. Iz ovih razloga deaktivacija laktat-
dehidrogenaze (Shi i Pinto, 2014), pogotovo njenih LDHA podjedinica, predstavlja vaznu

metu u buduéim istrazivanjima lije€enja kancerogenih oboljenja.

45



Dosadasnja kemijska inhibicija LDHA demonstrirala je zapaZzene metabolicke promjene, te
smanjeno prezivljavanje oboljelih stanica (Allison 1 sur., 2014). Oksamat je dokazani citosolni
inhibitor LDHA 1 dovodi do znacajnog smanjivanja produkcije ATP-a u tumorskim
stanicama, 1 povecavanja proizvodnje slobodnih radikalnih oblika u istim stanicama.
Reaktivne Cestice kisika aktiviraju kinaze §to posljedi¢no dovodi do smanjivanja faktora rasta.
Konacno, nakupljeni oksidacijski stres dovodi do oSte¢enja DNA 1 odumiranja tumorskih

stanica (Cooper 1 sur., 2010).

Povezanost LDHB podjedinice s tumorskim oboljenjima puno je kompleksnija od prethodno
opisanog. Znanstvenici koriste termin da je LDHB ,,ugaSen* pojacanom metilacijom kod
nekih tipova tumora, ali je povecana njihova ekspresija kod pluénih karcinoma (Drent i sur.,

1996), adenokarcinoma s poznatom KRAS mutacijom, te u raku testisa.

Neki od dosad ispitivanih inhibitora laktat-dehidrogenaze su :

e gosipol (AT-101, prirodan proizvod u sjemenkama pamuka), neselektivni inhibitor
laktat-dehidrogenaze koji djeluje tako da blokira vezivanje NADH (Lee i sur., 1982);

e galoflavin - inhibira obje podjedinice laktat-dehidrogenaze te inducira apoptozu
hepatocelularnih karcinom stani¢nih linija i naruSava proliferaciju tumorskih stanica
raka dojke pri visokim koncentracijama od 250 uM (Talaiezadeh i1 sur., 2015;
Farabegoli i sur., 2012);

e N-hidroksiindol blokira viSe aktivnost LDHA nego LDHB te zaustavlja proliferaciju
tumorskih stanic¢nih linija i primarnih tumorskih kultura sa mikormolarnom ICs

aktivnosti (Granchi i sur., 2011).
Aktivnost laktat-dehidrogenaze mjeri se pomocu kolorimetrijskog testa.
1.4.6.5 Heksokinaza (EC 2.7.1.1.)

Heksokinaza je enzim koji je pronaden u dosad svim testiranim organizmima, od bakterija
preko kvasaca, biljnih vrsta, animalnih vrsta i ljudi. Heksokinaza se klasificira kao aktivni
protein, koji sadrzi C-terminalnu kataliticku domenu 1 N-terminalnu regulatornu domenu

povezanu sa alfa uzvojnicom (Ardehali 1 sur., 1999).
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U tkivima sisavaca postoje Cetiri izoformna oblika heksokinaze koja se medusobno razlikuju
po kinetickim 1 regulatornim svojstvima, zastupljenosti u tkivima i koriStenju razli¢itih
kofaktora (Wyatt i sur, 2010; Wilson, 1997; Wilson, 2003), 1 to:

e izoforma heksokinaze I (HK-I) - pronadena je u svim tkivima 1 smatra se da je enzim
na koji ne utjecu fizioloSke, hormonalne i metaboli¢ke promjene;

e izoforma heksokinaze II (HK-II) - koja ¢ini osnovni regulatorni oblik izoformnog
enzima prisutan u mnogim tkivima, dominantno u misi¢ima i srcu. Zabiljezena je
povecana aktivnost ove izoforme heksokinaze u mnogim oblicima tumorskih
oboljenja;

e izoforma heksokinaze III (HK-III) - izoforma o ¢ijoj se regulatornoj karakteristici
nedovoljno zasada zna, uz izuzetak da je supstratno inhibirana ukoliko koncentracija
glukoze premasi fizioloSku koncentraciju;

e izoforma heksokinaze IV (HK-IV, glukokinaza) — ova izoforma heksokinaze
specijalizirana je za kataliticku konverziju glukoznih molekula u jetri 1 guSteraci.
Njezin jedini heksozni supstrat je iskljucivo glukoza. Zanimljivo je da ovaj oblik nije

alostericki inhibiran produktom, odnosno glukoza-6-fosfatom.

HK-I 1 HK-II nazivamo i1 mitohondrijskim heksokinazama jer se vezuju na membrane
mitohondrija, te kataliziraju prvi korak metabolizma glukoze izravno spajajuci citosolnu
glikolizu s mitohondrijskom oksidacijskom fosforilacijom (Robey i Hay, 2006). HK-I 1 HK-II
nalaze se u svim tkivima gdje se odvija stani¢ni metabolizam, uz iznimku [-stanica gusterace.
Ovi enzimi su aktivni kada je koli¢ina dostupne glukoze relativno stabilna ili niska. Aktivnost
ovih izoformi heksokinaze slijedi Michaelis-Menteni¢in kineticki model pri fizioloskim
koncentracijama supstrata, 1 poznate su kao izoforme niskih K, vrijednosti zbog velikog
afiniteta prema glukozi, ¢ak 1 pri njezinim niskim koncentracijama (Wilson, 1997).
Maksimalna brzina reakcije vp,,, ovih heksokinaza je takoder vrlo niska, zbog Cega nije
pogodna za brzu pretvorbu glukoze u energiju. HK-I i HK-II prolaze kroz konformacijska
prilagodavanja nakon vezivanja glukoze 1 time se sprjeCava hidroliza ATP-a. Enzim se
alostericki zako¢i pomocu fizioloske koncentracije produkta glukoza-6-fosfata (Wilson,
2003). Na ovaj nacin ulazak novih molekula supstrata u glikoliticki metaboli¢ki put biva

zaustavljen do nove potrebe za njima, odnosno do opadanja koncentracije nastalog produkta.
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HK-IV odnosno glukokinaza se nalazi u stanicama jetre i 3-stanicama gusSterace ljudi i vecine
drugih kraljeznjaka. Afinitet glukokinaze prema glukozi je nizak, S$to znaci da se aktivira
samo kada poraste koli¢ina raspoloZive glukoze (nakon velikog obroka ili priliva
ugljikohidrata u organizam). Maksimalna brzina reakcije v,,4, glukokinaze je prili€no visoka,
Sto rezultira brzim pretvaranjem glukoze u iskoristivu energiju. Nizak afinitet za glukozu,
velika brzina reakcije 1 odsutnost alostericke regulacije glukoza-6-fosfatom ¢ine glukokinazu
kljuénim regulatorom potro$nje glukoze. Zbog toga je nekoliko autora razmatralo
glukokinazu kao senzor glukoze u B-stanicama gusSterace (Matschinsky, 2002; Zelent 1 sur.,
2005). Opisana je pozitivna korelacija izmedu funkcionalnosti glukokinaze i sposobnosti
stanica guSteraCe da reagiraju na povecane razine glukoze u krvi povecanjem proizvodnje i
izlu€ivanja inzulina. Na sli¢an nacin glukokinaza djeluje 1 na kontrolu glukagona u A-
stanicama guSterace. Glukokinaza u [-stanicama guSterace inducirana je ili aktivirana
glukozom za razliku od glukokinaze u jetri, koja je regulirana koli¢inom inzulina. Tkivno
specificna regulacija odgovara opazanjima da su glukokinaza u [-stanicama gusterace i1 u
stanicama jetre strukturno razliite. Smatra se da glukokinaza ima ulogu senzora glukoze u
hepatocitima, gdje sudjeluje u odgovoru na promjene koncentracije glukoze preko povecanja
ili reduciranja sinteze glikogena. Takoder se smatra da neki oblici Se¢erne bolesti mogu biti
posljedica nedostatka glukokinaze u B-stanicama gusSterace, hepatocita ili 1 u jednima i
drugima istovremeno. Novija istraZivanja (Sanz i sur., 2011) pokazuju da glukokinaza slicnu
ulogu ima 1 u odabranim endokrinim enterocitima, hepatocitima 1 specijaliziranim neuronima
hipotalamusa, ¢ime se sugerira postojanje integralne senzorsko-signalizacijske mreZze vezane

uz promjenu razine glukoze u organizmu.

Heksokinaza u stanicama sisavaca katalizira ATP-ovisnu fosforilaciju aldo 1 keto heksoza u
heksoza-6-fosfat, s tim da joj je dominantni supstrat ipak glukoza. Fosforilacija glukoze u
glukoza-6-fosfat predstavlja prvi korak u nizu metabolickih reakcija razgradnje glukoze u
stanicama, poznatih pod nazivom glikoliza. U tom prvom koraku glikolize, y-fosforilna
skupina ATP-a prebacuje se na kisikov atom na C6 atomu glukoze. Kofaktor su ioni
magnezija budu¢i da ATP tek u kompleksu s njima prelazi u aktivni oblik. Ovaj korak
predstavlja direktni nukleofilni napad hidroksilne grupe na terminalnu fosforilnu skupinu
ATP-a, Sto dovodi do nastanka gore ve¢ spomenutog glukoza-6-fosfata i molekule ADP-a

(Colowick, 1973).

48



KazZe se da je heksokinaza prije vezivanja glukoze otvorene konformacije. Mjesto vezivanja
ATP-a relativno je udaljeno od mjesta vezivanja glukoze i usmjereno u drugom smjeru.
Nakon vezivanja glukoze dolazi do konformacijske promjene koja utjeCe na zatvaranje dva
velika reznja enzimske strukture, dok ugljikohidratni supstrat ostaje zarobljen u sredistu. Sve
to rezultira stvaranjem novih vodikovih veza u samom enzimu, ali i izmedu enzima i supstrata

(Aleshin 1 sur., 1998).

Brojna istrazivanja provedena na heksokinazi dovela su u korelaciju promjene u aktivnosti
heksokinaze s nastupanjem odredenih malignih oboljenja. Klju¢ postojanja mnogih tumorskih
oblika jest u pove¢anom metabolizmu glukoze kao posljedica velike potrebe za energijom,
uslijed nekontrolirane proliferacije stanica (Ma i sur., 2016; Gershon 1 sur., 2013; Abu-Hamad
1 sur., 2008). U razli¢itim oblicima ljudskih tumora zabiljezena je povecana ekspresija enzima
heksokinaze, te je ta promjena u ekspresiji dovedena u vezu s procesom metastaziranja
tumora. Jedan od boljih primjera su mitohondrijske heksokinaze, ¢ija je aktivnost jako
povecana 1 do 200 puta izraZenija u tumorskim stanicama nego u normalnim stanicama,
osobito kod agresivnih oblika tumora (Robey 1 Hay, 2006). Model ponasanja heksokinaze u
promijenjenim stani¢nim uvjetima unutar tumorske stanice, uklapa se u teoriju Warburgovog
efekta, pa se pretpostavlja da bi rana detekcija navedenih promjena ekspresije mogla pomoci

u brzoj dijagnozi nastanka tumora.

Aktivnost heksokinaze odreduje se pomocu nekoliko enzimski kataliziranih kemijskih
reakcija. Najprije se vrSi pretvorba glukoze u glukoza-6-fosfat preko posredovanja
heksokinaze, a zatim se pomocu glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze reakcijom oksidacije dobiva
NADH. Nastanak NADH-a podrazumijeva promjenu boje iz prozirne u obojeni produkt koji
apsorbira na 450 nm, i izmjerena apsorbancija moze se dovesti u direktnu vezu sa aktivnosti

heksokinaze (Meryerhof, 1935; Colowick 1 Kalckar, 1945; Racker, 1947).

1.5. Antioksidacijska aktivnost u Zivim organizmima

Oksidacijski stres je stanje organizma u kojem dolazi do povecanog stvaranja izuzetno
reaktivnih, slobodnih ¢estica kisika. Takve Cestice nazivamo ,reaktivne Cestice kisika® ili
skrac¢eno ROS (engl. Reactive Oxygen Species) odnosno na njih se odnosi $iri pojam slobodni
radikali. Opcenito, slobodna reaktivna Cestica ili slobodni radikal je atom ili molekula koja

sadrzi nespareni elektron u valentnoj ljusci, a moze biti neutralna, pozitivno ili negativno
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nabijena. Nespareni elektroni nisu stabilni pa su takve Cestice vrlo reaktivne, te stoga mogu
uzrokovati ,,izgaranje* (oksidativno oStecenje) drugih molekula. Vrlo Cesto takvi elektroni
»povuku“ vodikov atom druge molekule i uzrokuju nastanak novog radikala, ¢ime pokrecu

lan¢anu reakciju (Bhattacharya, 2015; Straus, 2009).

Najvec¢i dio slobodnih radikala nastaje u mitohondrijima, tako da su naj¢e$¢a mitohondrijska

oStecenja 1 to na membranama i mitohondrijskoj DNA molekuli (De Gray, 1999).

Ljudski organizam posjeduje mehanizme i sustave koji omogucéuju uspjesnu eliminaciju ROS-
a. Ako pak mehanizam obrane zakaze ili djeluje slabijim intenzitetom, u stanicama dolazi do
prekomjernog nakupljanja ROS-a $to uzrokuje njihovo oStecenje. OStecene stanice tada vise

ne mogu normalno funkcionirati (Bhattacharya, 2015; Straus, 2009).

Nekontrolirano nastajanje slobodnih radikala (bez odgovaraju¢eg odgovora organizma)
dovodi se u vezu sa stimuliraju¢im djelovanjem inflamatornog citokina ili skra¢eno TNF-a

(engl. Tumor necrosis factor alpha) (Ferlat 1 Favier, 1993).

Stanica napadnuta Stanica sa

Normalna stanica R o R
slobodnim radikalima oksidacijskim stresom

Slika 12. Oksidacijsko ostecenje stanice (oksidacijski stres).
Preuzeto 1 prilagodeno iz (BWell, 2017)

Stani¢ne strukture vrlo su osjetljive na oSte¢enja slobodnim radikalima, osobito lipidi,
bjelancevine 1 nukleinske kiseline. Npr. znanstvena istrazivanja pokazuju da oStecenja
kolesterola niske gustoe (engl. Low-Density Lipoprotein, LDL), koja se dovode u vezu s
pojavom ateroskleroze, nastaju zbog djelovanja slobodnih radikala (Niki, 2010). Takoder,
postoje naznake da slobodni radikali poti¢u nastanak razli¢itih tipova tumora (Dreher i Junod,
1996), Alzheimerove bolesti (Pimentel i sur., 2012) te razli¢itih upalnih procesa. Isto tako,

pod utjecajem slobodnih radikala ubrzava se proces ljudskog starenja (De Grey, 2006).
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Razlozi zbog koji dolazi do nakupljanja slobodnih radikala u tijelu mogu biti razliciti:
izlozenost UV zracenju ili drugom obliku radijacije, izlozenost zagadenom zraku i
duhanskom dimu, unos velikih koli¢ina alkohola, toksina ili ¢ak i1 nekih lijekova, visoke
razine glukoze u krvnoj plazmi, ali slobodni radikali mogu nastajati i kao posljedica raznih
reakcija u tijelu pri kojima slobodni radikali nastaju slucajno ili namjerno, primjerice kod
enzimskih sustava katalize univalentne redukcije molekularnog kisika u superoksidni radikal
(ksantin-oksidaza, aldehid-oksidaza, flavin-dehidrogenaza, peroksidaza), kod razlicitih
neenzimskih sustava prijenosa elektrona, kod razlicitih reakcija autooksidacije, stvaranjem
slobodnih radikala u mitohondrijskom elektron-transportnom sustavu, aktivacijom neutrofila

itd. (Bhattacharya, 2015; Straus, 2009).

Najveci dio slobodnih radikala u bio-sustavima su derivati ROS-a, premda je moguca pojava i
duSi¢nih radikala. Slobodni radikali mogu se klasificirati prema redukcijskim potencijalima
jednog elektrona izrazenim u mV pri pH 7. Kako je vidljivo u dolje prikazanoj tablici (Tablica
2) hidroksilni radikal ima najveci potencijal 1 stoga pripada medu najdestruktivnije slobodne

radikale u bioloskim sustavima.

Tablica 2. Redukcijski potencijal pojedinih slobodnih radikala (Erickson, 2002; Diplock 1
Symons, 1991; Warren 1 Mayer, 2010)

Radikal Redukcijski potencijal
elektrona

[mV]
Hidroksil +2300
Alkoksil +1600
Peroksil +1000
Glutation +920
Urat +590
Katehol +530
Tokoferol +500
Askorbat +282
Fe - EDTA +120

Ipak, bez slobodnih radikala Zivot ne bi bio mogu¢. Oni su normalni nusprodukti razli¢itih
metabolickih reakcija. Tijelo ih koristi pri odgovoru imunoloSkog sustava na napad 1 infekcije

razli¢itim vrstama bakterija. Uravnotezen odnos antioksidansa i slobodnih radikala u tijelu
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nuzan je uvjet koji mora biti zadovoljen da bi organizam kao bio-cjelina funkcionirao bez

oste¢ivanja makromolekula i tkiva (Straus, 2009).

Antioksidativna zastita jest fizioloski proces koji u zdravom organizmu djeluje neprekidno i

ima za cilj da sprijeci Stetno djelovanje prooksidativnih faktora.

Antioksidansi su skupina kemijski aktivnih spojeva prirodnog ili sintetickog porijekla koji
razli¢itim mehanizmima S§tite stanice vlastitog organizma od Stetnog djelovanja oksidacijskog
stresa ili slobodnih radikala. Oni sprjecavaju oksidaciju biomolekula koja bi se neizbjezno
dogodila posredstvom generiranih slobodnih radikala u stani¢énim mitohondrijima, pojacavaju
djelovanje imunosnog sustava, popravljaju oSte¢enja nastala oksidacijom, eliminiraju
oStecene molekule 1 djeluju preventivho na moguc¢i nastanak mutacija. Antioksidansi su
prisutni u malim koncentracijama u odnosu na supstrat koji oksidira, a zna¢ajno usporavaju ili

u potpunosti sprje¢avaju oksidaciju tog supstrata (Straus, 2009).

Po kemijskom sastavu antioksidansi mogu biti enzimi koje proizvodi sam organizam.
Enzimski antioksidansi djeluju tako Sto razgraduju 1 uklanjaju slobodne radikale na nacin da
ih pretvaraju u vodikov peroksid (H,O,), a zatim u vodu, u viSestupanjskom procesu u
prisutnosti kofaktora kao §to su bakar, cink, mangan i Zeljezo. No antioksidansi nisu samo
enzimi, ve¢ to mogu biti 1 polifenoli 1 organske molekule koje se sastoje od jednog ili vise
aromatskih prstenova na koje je vezana jedna ili viSe hidrofilnih skupina, koje se stvaraju u
organizmu ili se u organizam unose hranom. Takve antioksidanse nazivamo neenzimskim
antioksidansima. Oni djeluju tako Sto prekidaju lancane reakcije slobodnih radikala.
Najpoznatiji primjeri neenzimskih antioksidansa su vitamin C, vitamin E, biljni polifenoli,
karotenoidi 1 glutation. Neenzimski antioksidansi ¢ine jednu od najbrojnijih skupina spojeva u

biljkama, kojoj pripada viSe od 8000 razli¢itih spojeva (Nimse i1 Pal, 2015).

Tijekom antioksidacijskog procesa (Badarinath i sur., 2010), molekule antioksidansa
neutraliziraju slobodne radikale prihvac¢ajuéi njihove ili doniraju¢i im elektrone cime
eliminiraju nesparene elektrone u slobodnim radikalima koji ih c¢ine nestabilnima 1
reaktivnima. Uglavnom, to znac¢i da molekula antioksidansa postaje novi slobodni radikal, no
antioksidativni radikal uvijek je slabo reaktivan te obicno biva ,,ugaSen* djelovanjem drugog
antioksidansa ili nekom sebi svojstvenom reakcijom terminacije radikalnog stanja.
Antioksidacijske molekule koje u svojoj strukturi posjeduju slabo vezan vodikov atom

najcesce vrse neutralizaciju radikalne jedinke donacijom vodika koji se u tom slu¢aju naziva
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reduciraju¢im ekvivalentom. Tako na primjer djeluje askorbinska kiselina (vitamin C).
Donacijom vodika radikalu sama askorbinska kiselina prelazi u svoj askorbat radikalni oblik,
koji je stabilan zbog svoje rezonantne strukture. Sam oblik radikal askorbata regenerira se
posredovanjem reduktaza ovisnih o reduciranim koenzimima NADH i nikotinamid-adenin-

dinukleotid-fosfat (NADPH) (Badarinath i sur., 2010).

Uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta putem antioksidacijskih molekula pomaze u

prevladavanju oksidacijskoga stresa.

U ljudskom organizmu postoji viSe razli¢itih enzima kojima je osnovna uloga da sudjeluju u
antioksidacijskoj obrani tijela, a najpoznatiji su: superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza,
glutation-reduktaza, tioredoksin-reduktaza, hemoksigenaza, metionin-sulfoksid-reduktaza,
biliverdin-reduktaza te katalaza. U smislu antioksidacijske obrane tijelo sintetizira glutation 1
koenzim Q, dok se iz hrane uzima vitamin C (askorbinsku kiselinu), vitamin E (tokoferol) 1

karotenoidne tvari (Pisoschi 1 Negulescu, 2012).
1.5.1. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti nekog spoja generalno imaju problem S§to
molekule antioksidansa ne djeluju sve na isti nacin. Ako se mjerenjem jednom metodom
utvrdi da ne postoji antioksidacijska aktivnost, to ne znaci da takva aktivnost uistinu ne
postoji 1 da ispitivani spoj ne djeluje antioksidacijski nekim drugim mehanizmom (Apak i

sur., 2013).

Antioksidansi mogu iskazivati svoju aktivnost na razli¢ite nacine. Mogu djelovati prema
slobodnim radikalima ili kao donatori ili kao primatelji. Pri tome mogu donirati ili primati u

. v - - . v - . + .
nekim slucajevima elektrone, a u drugim sluc¢ajevima H' ion.

Gruba podjela dijeli antioksidacijske metode na dvije velike skupine prema mehanizmu
reakcije 1izmedu antioksidansa 1 supstrata koji prolazi kroz oksidaciju (Alam i sur., 2013;
Badarinath i sur., 2010), 1 to na:
e HAT metode (engl. Hydrogen Atom Transfer) ili metode koje se temelje na
reakcijama s H-atomom,
e ET metode (engl. Electron Transfer) ili metode koje se temelje na redukcijama sa

oksidansima, a koje se mogu mjeriti.
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HAT metodama kvantitativno se odreduje sposobnost antioksidansa da ,hvata® slobodne
radikale doniraju¢i im vodikov atom putem protonom-pracenog prijenosa elektrona (engl.
Proton-Coupled Electron Transfer, PCET). HAT metode uglavnom se temelje na pracenju
kinetike reakcija. U HAT reakciji, molekula slobodnog radikala se gasi reakcijom prijenosa
atoma vodika pri ¢emu nastaje radikal antioksidansa koji je manje reaktivan, a cijela reakcija
obi¢no se manifestira stvaranjem obojenog produkta (Apak i sur., 2007). Najpoznatije HAT
metode su:
e ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity).
Metoda se temelji na stvaranju slobodnih radikala upotrebom AAPH (2,2-azobis 2-
amidopropan dihidroklorida) i mjerenjem smanjenja fluorescencije u prisutstvu
antioksidansa.
e TRAP metoda (engl. Total Radical Trapping Antioxidant Parameter).
Metoda biljezi sposobnost antioksidansa da ometa reakciju izmedu peroksidnog
radikala i ciljane fluorescentne probe, pri ¢emu se mijenja obojenje otopine.
e metoda B-karoten - linolenska Kiselina.
Metoda se temelji na nacelu da linolenska kiselina, koja je nezasi¢ena masna
kiselina, oksidira u kontaktu sa ROS. Nastali produkt potice oksidaciju B-karotena,

Sto rezultira slabljenjem inteziteta obojenja.

ET metode zasnivaju se na jednostavnoj redoks reakciji u kojoj antioksidans reducira
slobodni radikal, a pri tom sam oksidira. Kod ovih metoda mjerenja se provode
spektrofotometrijski pracenjem kolorimetrijske promjene u jazicama pri karakteristicnim
valnim duljinama. Nastajanje ili nestajanje obojenja direktno je proporcionalno
antioksidacijskoj aktivnosti ispitivanih molekula (Apak i sur., 2007). Najpoznatije ET metode
su:
e DPPH metoda (engl. 4, &- Diphenyl-a- picrylhydrazyl).
Koristi se stabilni radikal difenilpikrilhidrazil DPPH ¢ija je otopina tamno ljubicaste
boje a dodatkom antioksidansa blijedi jer se slobodni radikal reducira u svijetlo-zuti
difenilpikrilhidrazin.
e FRAP metoda (engl. Ferric lon Reduction Potential(Power)).
U prisutnosti antioksidansa u kiselom mediju dolazi do redukcije Zuto obojenog
kompleksa Fe**-TPTZ u plavo obojeni Fe* -TPTZ (gdje je TPTZ kratica za spoj
2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin).
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e Keliranje.
Koristi sposobnost stvaranja kompleksa izmedu kelatirajuceg sredstva (npr. ferozina
ili spojeva iz ispitivanog uzorka) i metalnog iona (npr. Zeljeza Fe*"). Npr. ferozin
koji sluzi kao sredstvo za indiciranje keliranja natjece se za prisutne slobodne ione
zeljeza u prisutnosti drugog kelatora (ispitivanog uzorka), pri ¢emu se mijenja
obojenje otopine.

e CUPRAC (engl. Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity).
Koristi se redukcija Cu” iona u prisutnosti antioksidansa pri pH 7, pri ¢emu dolazi
do promjena obojenja otopine.

e TEAC metoda (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).
Koristi otopinu plavo-zeleno obojenog radikala 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonsku kiselinu ABTS?) &ija boja uz prisutstvo antioksidansa blijedi.

e DMPD metoda (engl. N,N-dimetil-p-fenilenediamine).
U prisutstvu antioksidansa radikal N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) prelazi u
kinonski DMPD *" pri ¢emu se mijenja obojenje otopine.

e FC metoda (ukupna fenolna aktivnost po Folin-Ciocalteu).
FC reagens u alkalnom mediju oksidira fenolne spojeve, pri cemu se prisutne kiseline

u reagensu reduciraju u okside koji su plavo obojeni.

Za istrazivanja antioksidacijskih aktivnosti spojeva u ovom radu koristene su metode: DPPH,

FRAP i keliranje.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Cilj i hipoteze doktorskog rada

Cilj predlozenoga doktorskoga rada jest istraZivanje bioloskih aktivnosti: citotoksi¢no,
antitumorsko 1 antioksidacijsko djelovanje, te inhibitorno djelovanje na enzime (tirozinazu,
heksokinazu, piruvat kinazu, laktat-dehidrogenazu 1 butirilkolinesterazu), odabranih
boroni¢nih kiselina i njihovih derivata (fenilboroni¢na kiselina (C¢H,BO,), 2.4,6-
trifluorofenil boroni¢na kiselina (C4H,BF50,), trimetil boroksin (C3HgB303), trimetoksi
boroksin (C3HgB30¢) i dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborat (K,[B305F,O0H])). Na
temelju dosadasnjih objavljenih rezultata i vlastitih preliminarnih istraZivanja pretpostavka je
da odabrane boroni¢ne kiseline i1 njihovi derivati, poput dikalijevogtrioksohidroksitetrafluor-
triborata (K,[B303F,0H]), mogu imati jake bioloske aktivnosti te bi mogli biti razmatrani

kao potencijalni lijekovi za razne bolesti.

2.2. Ocekivani znanstveni doprinos

Ocekuje se doprinos u vidu potpunog profiliranja bioloSkih aktivnosti: citotoksicno,
antitumorsko 1 antioksidacijsko djelovanje odabranih boroni¢nih kiselina i njihovih derivata
(fenilboroni¢na kiselina (C¢H,BO,), 2,4,6-trifluorofenil boroni¢na kiselina (CgH4BF30,),
trimetil boroksin (C3H¢B303), trimetoksi boroksin (C3HgB304) i dikalijevtrioksohidroksi-
tetrafluortriborat (K,[B303F,O0H]). Takode se ocekuje da se profilira sposobnost odabranih
boroni¢nih kiselina 1 njithovih derivata da inhibiraju odabrane enzime (tirozinazu,
heksokinazu, piruvat kinazu, laktat-dehidrogenazu i butirilkolinesterazu). Uz preliminarne
studije koje su nedvojbeno pokazale da dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborat
(K;[B305F,0H]) ima antitumorsku aktivnost, te da inhibira enzime Kkatalazu i
karbonanhidrazu, daljnja istraZivanja 1 rezultati ovog istrazivanja pridonijet ¢e boljem
razumijevanju njegovih antioksidacijskih 1 inhibitorskih svojstava. Takoder se ocekuje
utvrdivanje antioksidacijskih 1 inhibicijskih svojstava ostalih navedenih boroni¢nih kiselina i
njihovih derivata na odabrane enzime §to bi impliciralo njihovo mogucée antitumorsko

djelovanje.
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3. MATERIJALI I METODE

Sve kemikalije koriStene u eksperimentima kupljene su kod tvrtke Biovit (Zagreb, Hrvatska)
zastupnika tvrtke Sigma-Aldrich za Republiku Hrvatsku. Jedino je dikalijevtrioksohidroksi-
tetrafluortriborat (K,[B3;03F,OH]) sintetiziran na Odsjeku za hemiju, Prirodoslovno-
matematiCkog fakulteta SveuciliSta u Sarajevu, prema izmijenjenoj metodi prethodno opisanoj
u literaturi (Ryss 1 Slutskaya, 1951). Pri provedbi eksperimenata na Kemijsko-tehnoloskom
fakultetu Sveucilista u Splitu koriStena je digitalna vaga (Kern ALS 120-4) i spektrofotometar

Tecan Sunrise.

3.1. Priprema otopina uzoraka odabranih derivata boronicnih

Kiselina

U svrhu odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom, DPPH metodom 1
metodom keliranja te ispitivanja sposobnosti inhibiranja pet (5) razliCitih enzima
(butirilkolinesteraze, tirozinaze, piruvat-kinaze, laktat-dehidrogenaze 1 heksokinaze)
pripravljene su 1 M mati¢ne otopine uzoraka svih odabranih spojeva. Mati¢ne otopine
pripremljene su otapanjem pocetnih odvaga uzoraka odabranih boroni¢nih kiselina 1 njihovih
derivata, prikazanih u tablici 3, u 10 mL odabranog otapala. KoriStenjem spomenutih
mati¢nih otopina nadalje su pripravljena serijska razrjedenja u omjerima 1:10, 1:100, 1:200,
1:500, 1:1000, 1:2000 1 1:10000, kako bi se dobile otopine manjih koncentracija. Budu¢i da
su fenilboronicna kiselina (C¢H,BO,, P2009), 2.4,6-trifluorofenilboroni¢na kiselina
(CeH4BF30,, 524700), trimetil boroksin (C3HgB303, 323135) i trimetoksi boroksin
(C3HgB304, T70203) dobro topljivi u jednostavnim alkoholima, za pripremu otopina
navedenih spojeva kao otapalo je koristen metanol (CH;OH), dok je dikalijevtrioksohidroksi-

tetrafluortriborat (K,[B305F,0H]) otapan u destiliranoj vodi.

Sve pripremljene otopine su bistre, prozirne, stabilne tekuéine neosjetljive na svjetlost, te su u
pauzama mjerenja cuvane u hladnjaku pri temperaturi od 4°C. lako su metanolne otopine
pokazale izrazitu stabilnost, za svaku metodu mjerenja uvijek su pripravljane nove, svjeze

otopine.
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Tablica 3. Pocetne odvage uzoraka odabranih derivata boroni¢nih kiselina upotrjebljene za

pripravu 1 M mati¢nih otopina.

Spoj Odvaga [g]
fenilboronic¢na kiselina 1,22
2,4,6- trifluorofenil boroni¢na kiselina 1,79
trimetil boroksin 1,26
trimetoksi boroksin 1,74
dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborat 2,51

3.2. Ispitivanje bioloSke aktivnosti

3.2.1. Odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti in vitro

Za odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih spojeva koriStene su tumorske stani¢ne
linije 4T1 miSjeg adenokarcinoma dojke, B16F10 miSjeg melanoma te SCCVII, miSjeg
karcinoma plocastih stanica koZe. Stani¢ne linije 4T1 miSjeg adenokarcinoma dojke 1 B16F10
mi$jeg melanoma nabavljene su od udruge American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA), a stani¢na linija SCCVII mi§jeg karcinoma plocastih stanica koze dobivena je
iz Centra za istrazivanje raka kanadske pokrajine British Columbije (BC Cancer Researh
Center, Vancouver, Kanada). Pored nabrojanih, citotoksi¢na aktivnost izdvojenih boroni¢nih
kiselina i njihovih derivata ispitana je i na normalnim stanicama L929-miSjeg fibroblasta.
Stanice su uzgajane u RPMI 1640 mediju (Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska) uz dodatak 10
% FCS (Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska), u vlaznoj atmosferi od 5 % CO, u zraku pri

temperaturi od 37°C.

Za provedbu ispitivanja pripremljene su mati¢ne otopine odabranih spojeva njihovim
otapanjem u fosfatnom puferu (Fisher Chemical, Wien, Austrija). U svaku jaZicu
mikrotitarske plogice s 96 jaZica stavljeno je 10* (ne)tumorskih stanica na 250 pL RPMI
medija. Nakon prva 24 sata, kada je doSlo do udruzivanja stanica, stari medij zamijenjen je
novim, svjeZim medijem te su kulturama dodani ispitivani spojevi u razli¢itim
koncentracijama. Fenilboroni¢na kiselina (C4H,BO,), 2,4,6-trifluorofenil boroni¢na kiselina

(CgH4BF30,), trimetil boroksin (C3HgB303) i trimetoksi boroksin (C3HgB304) dodavani su
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u koncentracijama od 0,1, 1,0 1 10,0 mg/le, dok je dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborat
(K;[B3;03F,0H]) dodavan u koncentracijama od 0,125, 0,25, 0,5 i 1 mg/mL. Kontrolne
stanice inkubirane su u ¢istom mediju, bez dodavanja ispitivanih spojeva. Nakon dodavanja
spojeva, stanice su kultivirane sljede¢a 24h, nakon cega je proveden test citotoksi¢nosti
primjenom Crystal violet metode za mjerenje brzine inhibicije rasta stanica. Stanice su 15
minuta fiksirane dodavanjem 3-postotne otopine formalina, te su potom isprane
deioniziranom vodom i osuSene na zraku. Tijekom sljede¢ih 20 minuta, stanice su obojene
dodavanjem 0,1-postotne Crystal violet otopine, a zatim su ponovno dobro isprane
deioniziranom vodom 1 ostavljene da se suSe preko noci. Sljedeceg jutra, iz stanica je
ekstrahirana boja pomoc¢u 10-postotne otopine octene kiseline, nakon cega je, koriStenjem
spektrofotometarskog ¢ita¢a mikroplocica, izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 540
nm, koja je pribliZzno proporcionalna broju prezivjelih stanica. Svaki eksperiment ponovljen je
Cetiri puta. Inhibicija rasta stanica (IRS) u odnosu na stanice kontrole racunata je prema

formuli:

IRS (%) = — 100 (15)

gdje je T srednja apsorbancija tretiranih stanica, a C srednja apsorbancija kontrolnih

(netretiranih) stanica.
3.2.2. Procjena antitumorske aktivnosti in vivo

In vivo istrazivanja antitumorskog djelovanja na eksperimentalnim Zivotinjama provedena su
samo za spojeve fenilboroni¢ne (CqH,BO,) i 2,4,6-trifluorofenil boroni¢ne Kkiseline
(CcH4BF50,) te dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;03F,OH]). Spojevi
trimetil (C3H¢B303) i trimetoksi boroksin (C3HgB30g) nisu bili ukljuéeni u daljnja
ispitivanja antitumorske aktivnosti, buduc¢i da su nestabilni u vodenom mediju, a produkt
njihove biorazgradnje je metanol (CH30H), koji je toksian za Zive organizme (Santa Cruz
Biotechnology, 2009a; Santa Cruz Biotechnology, 2009b). In vivo istraZivanja vr§ena su na
Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu te su u njima koristeni

miSevi iz uzgojne kolonije Instituta. Upotrijebljena su tri soja miSeva: BALB/c singeni¢ni s

! Koncentracije svih spojeva izrazene su u mg/mL, buduéi da iako K,[B;O;F;OH] ima boroksinski prsten kao
»cikliéni anhidrid®, nije do kraja razjasnjeno kako se hidratizira (n H,O).
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4T1 stanicama, C57BL/ 6 singeni¢ni s B16F10 stanicama 1 C3H/H singeni¢ni sa SCCVII
stanicama. Zivotinje su bile stare oko 3 mjeseca, teske izmedu 20-23 grama. Osigurana im je
standardna dijeta (Mucedola, Italija) i voda iz slavine ad libitum. Zivotinje su drzane u
uobicajenim uvjetima: izmjene svjetlo/tama po 12/12 sati, pri temperaturi od 22°C 1 vlaznosti
zraka od 55 %. Zivotinje su tretirane u skladu s Pravilnikom o dobrobiti Zivotinja. Svaka
eksperimentalna skupina sastojala se od sedam zivotinja. Razvoj solidnih (¢vrsto formiranih)
tumora 4T1 mi§jeg adenokarcinoma dojke, BI6F10 misjeg melanoma i SCCVII mi§jeg
karcinoma plogastih stanica koZe postignut je ubrizgavanjem 5 X 10° tumorskih stanica

supkutano u desno bedro singeni¢nih miseva.

Svi eksperimentalni postupci izvedeni su u skladu s trenutno vaZzeéim smjernicama za skrb o
laboratorijskim Zivotinjama, ukljucuju¢i uporabu 3R postupaka. Eksperimenti su prekinuti
prije nego Sto je prosjecni promjer tumora premasio 15 mm, kako je preporuceno u
smjernicama za dobrobit 1 uporabu Zivotinja u istrazivanju raka iz 2010. godine (Workman i

sur., 2010).

Tretman otopinama izdvojenih spojeva zapocet je nekoliko dana (7-12) nakon transplantacije
tumorskih stanica, kada su volumeni tumora dosegnuli veli¢ine od oko 250-300 mm’. Za
miSeve s injektiranim 4T1 adenokarcinomom dojke istraZzena su dva razli¢ita nacina primjene
ispitivanih spojeva, 1 to: intraperitonealni 1 intratumoralni. MiSevima sa SCCVII karcinomom
plocastih stanica koze ispitivani spojevi davani su ili intraperitonealno, ili peroralno, dok su
miSevi s B16F10 melanomom ispitivane spojeve primali intraperitonealno i topikalno.
Preliminarnim istrazivanjima utvrdeno je da su zarazene Zivotinje dobro podnijele
jednostruku dozu od 50 mg/kg dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;05F,O0H])
primijenjenu intratumoralno; drugim rijeima, zivotinje su bile dobrog opceg stanja te kod
njih nije primijecen znacajni gubitak teZine. Medutim, kad su jednaku dozu spomenutog spoja
primile intraperitonealno, vise od 50 % miSeva je uginulo, zbog ¢ega je ona razdijeljena u 5
doza po 10 mg/kg, koje su davane u uzastopnim danima. Doze od 50 mg/kg dikalijevog-
trioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B;05F,OH]) primijenjene peroralno, unosom pomoc¢u
sonde za hranjenje direktno u Zeludac, devet dana uzastopno od pocetka tretmana, nisu se
pokazale smrtonosnima za misSeve. Za intraperitonealnu primjenu, navedena doza otopljena je
u 300 pL fizioloske otopine, dok je za intratumoralnu i peroralnu primjenu volumen
upotrijebljene fizioloSke otopine iznosio 100 pL, odnosno 500 pL. Usporedbe radi, pokusi

koji uklju€uju subdermalne nacine primjene (intraperitonealno i intratumoralno) ponovljeni su
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na zasebnim skupinama miSeva s injektiranim 4T1 adenokarcinomom dojke, odnosno
SCCVII karcinomom plocastih stanica koze, na nain da je umjesto ispitivanoga derivata,
tretman proveden standardnim citostatikom 5-fluorouracilom? (5-FU), primijenjenom u
jednakom vremenskom trajanju 1 jednakim terapijskim dozama, kao i spoj dikalijevog-
trioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;03F,OH]). Kod zdravih miSeva (bez tumora)
smrtonosna doza 5-FU za jednokratnu primjenu iznosi 190 mg/kg (Martin 1 sur., 1982), dok
se kod viSestrukih tretmana toksi¢ni efekt postiZze uzastopnim davanjem 130 mg/kg po tjednu
(Stolfi 1 sur., 1983). 5-FU otopina za injekcije (250 mg/5 ml) nabavljena je od tvrtke Pliva
d.o.o. (Zagreb, Hrvatska).

Prema dostupnoj literaturi (Soriano-Ursua 1 sur., 2014), kiseline koje u svojoj strukturi sadrze
atome bora imaju vrlo nisku toksi¢nost. Sukladno tome, kod miSeva su utvrdene vrlo visoke
vrijednosti akutne oralne toksi¢nosti (LDg,) za fenilboroni¢nu (C¢H,BO,) i 2.4,6-
trifluorofenil boroni¢nu kiselinu (C4H,BF30,), u iznosu od 900 mg/kg, dok su u samim
ispitivanjima koriStene devet puta manje doze navedenih spojeva (100 mg/kg) u odnosu na
utvrdene LDg, vrijednosti. Neovisno o nacinu primjene (intraperitonealni, intratumoralni ili
peroralni), spomenute doze bile su otopljene u 300 pL fizioloSke otopine i davane jednom
dnevno tijekom devet uzastopnih dana, tako da je ukupna primljena doza za svaki od nacina

primjene bila 900 mg/kg.

Topikalni nac¢in primjene, neovisno o ispitivanom spoju, sastojao se od lokalnog nanoSenja
kreme, koja sadrzi 5-postotnu otopinu ispitivanog spoja, na kozu preko tumora, jednom
dnevno u razdoblju od devet uzastopnih dana. U svim provedenim pokusima, miSevi u
kontrolnim skupinama primali su na iste nacine odgovarajue volumene ciste fizioloske

otopine, bez dodatka ispitivanih spojeva.

Rast tumora pracen je tako da se Sestarom myjerilo tri ortogonalna promjera tumora (A, B, C),

a ukupni volumen tumora odreden je po formuli:

ABCm
V=

2 (16)

Inhibicija rasta tumora (IRT) utvrdena je po formuli:

* Antitumorsko djelovanje spoja 5-fluorouracila nije ispitivano na miSevima zarazenim B16F10 tumorskim
stanicama, zato §to taj spoj nije indiciran kao antimelanomski citostatik.
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C-T
IRT (%) = T-mo (17)

gdje C oznacava srednji volumen tumora kontrolne (netretirane) skupine, a T je srednji

volumen tumora tretiranih skupina.

3.3. Ispitivanje enzimske kinetike

3.3.1. Ispitivanje inhibicije enzima butirilkolinesteraze

Kao izvor enzima koriStena je butirilkolinesteraza (BuChE, C1057 SIGMA) iz konjskog
seruma. Aktivnost enzima ispitana je prilagodenom spektrofotometrijskom metodom,
opisanom u literaturi (Ellman i sur., 1961; Worek i sur., 1999). Kao supstrat koriSten je
butiriltiokolin jodid (BuTChl, 20780 SIGMA), a da bi reakcija bila kolorimetrijska, u
reakcijsku otopinu dodaje se DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina, D218200
ALDRICH). Enzimskom hidrolizom supstrata nastaje tiokolin koji reagira s DTNB-om, pri

¢emu se oslobada Zuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline.

Za potrebe mjerenja, pripremljene su otopina butirilkolinesteraze jakosti 20 U, otopine
butiriltiokolin jodida koncentracija 0,1, 0,2, 0,5, 1 1 2 mM 1 otopina DTNB-a koncentracije
6,6 mM u 50 mM fosfatnom puferu (pH 8,0). Reakcijska smjesa za ispitivanje aktivnosti
enzima sastojala se od 170 pL fosfatnog pufera, 10 pL otopine enzima i 10 pL otopine
DTNB-a. Reakcija je pokrenuta dodatkom 10 pL otopine supstrata i nakon pocetne zadrSke
od 30 sekundi mjerena je promjena apsorbancije pri 412 nm, svakih 10 sekundi tijekom 10
minuta, uz kontrolu raspada supstrata kao slijepu probu priredenu ispuStanjem enzima iz
reakcijske smjese, kako bi se odredila moguca neenzimska hidroliza butiriltiokolin jodida.
Aktivnost enzima butirilkolinesteraze odredena je iz nagiba linearnog dijela krivulje, te
izrazena u enzimskim jedinicama (U), pri ¢emu je jedna enzimska jedinica (U) definirana kao
promjena apsorbancije za 0,001 mM u minuti. Vrijednosti kinetickih parametara K, 1 Vpqy
izraCunate su koriStenjem dvostrukog recipro¢nog dijagrama (1/v naprama 1/[S]) —
poznatijeg kao Lineweaver-Burkov dijagram — gdje v oznaCava brzinu reakcije, a S

predstavlja koncentraciju substrata.
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Volumen 1 sastav reakcijske smjese za ispitivanje inhibicije enzima bio je isti kao 1 za
neinhibiranu reakciju, s tom razlikom §to je volumen dodanog fosfatnog pufera, umanjivan za
volumen (10 pL) dodanog inhibitora. Inhibicijski u€inak ispitivanih spojeva pri razli¢itim
koncentracijama inhibitora u reakcijskoj smjesi (0,5, 1, 2 1 5 mM) odreden je koriStenjem

Dixonovog dijagrama.
3.3.2. Ispitivanje inhibicije enzima tirozinaze

Tirozinaza je enzim koji katalizira reakcije oksidacije s raznim fenolnim supstratima. Topljiva
je (2 mg/mL) u 50 mM fosfatnom puferu pri pH 6,5, pri ¢emu se otopina oboji u blago smedu
boju. Skladisti se pri temperaturi od -20 °C. Prilikom mjerenja, kao izvor enzima, koriStena je
tirozinaza (13824 SIGMA) iz gljive Agaricus bisporus, koja je komercijalno dostupan
preparat. Kao supstrat, u ovom slucaju, koristena je L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin,

333786 ALDRICH).

Otopina enzima jakosti 104,17 U/mL, pripravljena je otapanjem 1 mg tirozinaze u 50 mM
fosfatnom puferu, u omjeru 1:30, pri pH 6,5, te je ¢uvana u ledu prije koriStenja. Osim
spomenute otopine enzima, pripremljene su i otopine supstrata L-DOPE koncentracija 0,1,
0,2, 0,5, 1 1 2 mM. Reakcijska smjesa za ispitivanje aktivnosti enzima nacinjena je
mijeSanjem 150 pL fosfatnog pufera 1 120 pL otopine enzima. Sama reakcija pokrenuta je
dodavanjem 30 pL otopine supstrata te je mjerena promjena apsorbancije pri valnoj duljini od
475 nm, svakih 10 sekundi tijekom 3 minute, uz kontrolu raspada supstrata kao slijepu probu
priredenu ispusStanjem enzima iz reakcijske smjese. Volumen i sastav reakcijskih smjesa za
ispitivanje inhibicije enzima bio je isti kao 1 za neinhibiranu reakciju, s tom razlikom $to je
volumen fosfatnog pufera umanjivan za volumen (15 pL) dodanog inhibitora razli¢itih

koncentracija.

Aktivnost enzima te vrijednosti kinetickih parametara K,, i vp4y, 1 ovdje su racunati
primjenom Lineweaver-Burkovog dijagrama, sukladno postupku koji je opisan u prethodnom
potpoglavlju, dok je za odredivanja tipa inhibicije 1 vrijednosti inhibicijske konstante K;

koriSten Dixonov dijagram.
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3.3.3. Ispitivanje inhibicije enzima heksokinaze

Aktivnost enzima heksokinaze odreduje se putem povezane enzimske reakcije, gdje se u
prvom koraku, uz posredovanje enzima heksokinaze, vr$i pretvorba glukoze u glukoza-6-
fosfat, koji se potom u drugom koraku reakcijom oksidacije prevodi u NADH, uz
posredovanje enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze. Kao krajnji rezultat dobiva se Zuto
obojena otopina NADH, ¢iji je intezitet obojenja proporcionalan aktivnosti koriStenog enzima

heksokinaze. Pri provedbi mjerenja, kao izvor enzima, koriStena je heksokinaza iz tkiva

sisavaca.

Postupak mjerenja zapoc€inje aktivacijom lipofilizirane smjese NADH standarda, dodavanjem
400 pL ultra ciste vode, za pripremu osnovne otopine 1,25 mM NADH. Za odredivanje
NADH standardne krivulje, jazice mikrotitarske plo¢ice pune se redom s 0, 2, 4, 6, 8 1 10 uL
spomenute otopine NADH, te ih se nadopuni do ukupnog volumena od 50 pL s otopinom
pufera (0,05M TRIS-HCl + 13,3 mM MgCl,, pH 8). Reakcijska smjesa za ispitivanje
aktivnosti enzima pripremljena je mijeSanjem 34 pL pufera, 2 pl mjeSavine enzima
heksokinaze i glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, 2 uL koenzima (16,6 mM ATP) te 2 pL
razvijaca boje. Reakcija je pokrenuta dodavanjem 10 pL 0,67 M glukoze, koja sluzi kao
supstrat. Nakon petominutne inkubacije na tamnom mjestu, pri sobnoj temperaturi, zapoc¢inje
se s mjerenjima apsorbancije na valnoj duljini od 450 nm. Ocitavanja apsorbancije vrse se u
petominutnim razmacima, uz kontrolu raspada supstrata kao slijepu probu priredenu
ispustanjem mjeSavine enzima iz reakcijske smjese, sve dok vrijednost apsorbancije
najaktivnijeg uzorka ne prijede najvecu vrijednost apsorbancije NADH standarda. U tom
trenutku, vrijednost apsorbancije najaktivnijeg uzorka nalazi se vrlo blizu ili ¢ak izvan granica
linearnog dijela standardne krivulje. Sastav reakcijskih smjesa za ispitivanje inhibicije enzima
bio je isti kao 1 za neinhibiranu reakciju, uz dodavanje 50 pL pojedinih inhibitora razli¢itih

koncentracija.

Pri proracunu aktivnosti enzima, izraCunava se razlika ocitanih apsorbancija izmedu zavrSnog
1 poCetnog trenutka mjerenja (AA,s) te se za tako odredenu vrijednost razlike apsorbancija, iz
standardne krivulje ocita odgovaraju¢a koncentracija NADH. Aktivnost enzima zatim se

racuna po formuli:
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B XF

Akti t HK = 18
ivnos .y (18)

gdje je B ocitana koncentracija NADH, F je faktor razrijedenja uzorka, t je reakcijsko
vrijeme, a I/ ukupni volumen reakcijske smjese. Vrijednosti kineti¢kih parametara K, 1 Vjnqx»
jo§ jednom su racunate primjenom Lineweaver-Burkovog dijagrama, sukladno postupku koji
je opisan u prethodnim potpoglavljima, dok je za odredivanja tipa inhibicije 1 vrijednosti

inhibicijske konstante K; koriSten Dixonov dijagram.
3.3.4. Ispitivanje inhibicije enzima laktat-dehidrogenaze

Laktat-dehidrogenaza katalizira medupretvorbu piruvata i laktata te reducira NAD* u NADH,
Sto rezultira Zutim obojenjem otopine, €iji je intenzitet proporcionalan aktivnosti koriStenog
enzima laktat-dehidrogenaze. Pri provedbi mjerenja, kao izvor enzima, koriStena je laktat-

dehidrogenaza iz stanica sisavaca.

Postupak mjerenja 1 ovdje zapocinje aktivacijom lipofilizirane smjese NADH standarda,
dodavanjem 400 pL ultra ¢iste vode, za pripremu osnovne otopine 1,25 mM NADH. Za
odredivanje NADH standardne krivulje, jazice mikrotitarske plo¢ice pune se redom s 0, 2, 4,
6, 8 1 10 uL spomenute otopine NADH, te ih se nadopuni do ukupnog volumena od 50 pL s
otopinom pufera (0,2M TRIS-HCI, pH 7,3). Reakcijska smjesa za ispitivanje aktivnosti
enzima nacinjena je mijeSanjem 38 pL pufera i 2 pL otopine enzima laktat-dehidrogenaze.
Reakcija je pokrenuta dodavanjem 10 pL 30 mM natrijevog piruvata, koja ima ulogu
supstrata. Nakon nekoliko minuta inkubacije na tamnom mjestu, pri temperaturi od 37°C,
zapocinje se s mjerenjima apsorbancije na valnoj duljini od 450 nm. Ocitavanja apsorbancije
vr$e se u petominutnim razmacima, uz kontrolu raspada supstrata kao slijepu probu priredenu
ispustanjem mjeSavine enzima iz reakcijske smjese, sve dok vrijednost apsorbancije
najaktivnijeg uzorka ne prijede najvecu vrijednost apsorbancije NADH standarda. U tom
trenutku, vrijednost apsorbancije najaktivnijeg uzorka nalazi se vrlo blizu ili ¢ak izvan granica
linearnog dijela standardne krivulje. Sastav reakcijskih smjesa za ispitivanje inhibicije enzima
jednak je onome za neinhibiranu reakciju, uz dodavanje 50 pL pojedinih inhibitora razlicitih

koncentracija.
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Pri proracunu aktivnosti enzima, izraCunava se razlika ocitanih apsorbancija izmedu zavrSnog
1 pocetnog trenutka mjerenja (AAd,s50) te se za tako odredenu vrijednost razlike apsorbancija, iz
standardne krivulje ocita odgovaraju¢a koncentracija NADH. Aktivnost enzima laktat-

dehidrogenaze racuna se po formuli (18), na isti na¢in kao za enzim heksokinazu.

Vrijednosti kinetickih parametara K, 1 vp,4y, 1ZraCunavaju se primjenom Lineweaver-
Burkovog dijagrama, sukladno postupku koji je opisan u prethodnim potpoglavljima, dok je
za odredivanja tipa inhibicije 1 vrijednosti inhibicijske konstante K; koriSten Dixonov

dijagram.
3.3.5. Ispitivanje inhibicije enzima piruvat-kinaze

Piruvat-kinaza je enzim koji katalizira posljednji korak reakcije glikolize, prijenos fosfatne
skupine PEP-a na ADP, pri ¢emu nastaje jedna molekula piruvata i jedna molekula ATP-a.
Aktivnost enzima piruvat-kinaze odreduje se putem povezane enzimske reakcije, tijekom koje

nastaje obojeni produkt, ¢iji je intezitet obojenja proporcionalan aktivnosti koriStenog enzima

piruvat kinaze.

Postupak mjerenja zapocinje razrjedivanjem 10 pL otopine piruvat standarda koncentracije
100 nmol/ pL, s 990 uL otopine pufera (0,05 M IMIDAZOL-HCI + 0,12 M KCl + 0,067 M
MgSO,, pH 7,6), pri ¢emu nastaje standardna otopina koncentracije 1 nmol/ pL. U svrhu
odredivanja standardne krivulje, jaZice mikrotitarske plocice pune se redom s 0, 2, 4, 6, 8 1 10
uL spomenute standardne otopine te ih se nadopuni do ukupnog volumena od 50 pL s
otopinom pufera. Reakcijska smjesa za ispitivanje aktivnosti enzima nacinjena je mijeSanjem
46 pL pufera 1 2 pL mjeSavine enzima. Reakcija je pokrenuta dodavanjem 2 uL mjeSavine
supstrata (45 mM ADP + 45 mM PEP). Nakon nekoliko minuta inkubacije na tamnom
mjestu, pri sobnoj temperaturi, zapo€inje se s mjerenjima apsorbancije na valnoj duljini od
570 nm. Oc¢itavanja apsorbancije vrSe se u petominutnim razmacima, uz kontrolu raspada
supstrata kao slijepu probu priredenu ispustanjem mjeSavine enzima iz reakcijske smjese, sve
dok vrijednost apsorbancije najaktivnijeg uzorka ne prijede najvecu vrijednost apsorbancije
piruvat standarda. U tom trenutku, vrijednost apsorbancije najaktivnijeg uzorka nalazi se vrlo
blizu ili ¢ak izvan granica linearnog dijela standardne krivulje. Sastav reakcijskih smjesa za
ispitivanje inhibicije enzima jednak je onome za neinhibiranu reakciju, uz dodavanje 50 uL

pojedinih inhibitora razlicitih koncentracija.
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Pri proracunu aktivnosti enzima, izracunava se razlika o€itanih apsorbancija izmedu zavrSnog
1 poCetnog trenutka mjerenja (AAs;q) te se za tako odredenu vrijednost razlike apsorbancija, iz
standardne krivulje oc€ita odgovaraju¢a koncentracija piruvat standarda. Aktivnost enzima
piruvat-kinaze racuna se po formuli (18), gdje u ovom slucaju B predstavlja ocitanu

koncentraciju piruvat standarda.

Vrijednosti kinetiCkih parametara K, 1 vp4,, 1zraCunavaju se primjenom Lineweaver-
Burkovog dijagrama, sukladno postupku koji je opisan u prethodnim potpoglavljima, dok je
za odredivanja tipa inhibicije 1 vrijednosti inhibicijske konstante K; koriSten Dixonov

dijagram.

3.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

3.4.1. FRAP metoda

FRAP metoda mjeri ukupni redukcijski potencijal neke otopine, koji predstavlja neizravnu
otpornost sustava na oksidativni stres. Radi se o kolorimetrijskoj metodi, koja se Cesto koristi
za mjerenje antioksidacijskog karaktera hrane, pi¢a i nutritivnih dodataka koji sadrze
polifenole (Benzie i Strain 1999; Prior i sur., 2005; Rabeta i Nur Faraniza, 2013). Metoda se
temelji na sposobnosti tvari da reduciraju Fe** ione u Fe** ione u otopini TPTZ-a, pri ¢emu

nastaje plavoljubicasto obojani produkt.
Fe*’(TPTZ), + ArOH > Fe* (TPTZ), + ArO + H (19)

Reakcija se odvija u kiselom mediju, pri pH 3,6, kako bi se zadrzala dobra topljivost Zeljeza.
Pri nizim pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos
elektrona, a ujedno se povecava redoks potencijal, koji dodatno omogucuje pomak reakcije u
smjeru prijenosa elektrona. Redoks potencijal reakcije Fe3t/Fe?* iznosi 0,77 V i svi spojevi s
nizim redoks potencijalom, ulaze u reakciju redukcije Zeljeza te tako doprinose kona¢nom

rezultatu antioksidacijskog kapaciteta (Benzie 1 Strain, 1996; Benzie 1 Strain, 1999).

Redukciju kompleksa Fe3*(TPTZ), u Fe?*(TPTZ), moze se pratiti spektrofotometrijski,
biljezeci promjenu apsorbancije otopine pri 593 nm. Promjena apsorbancije se unosi i1 oCitava
s kalibracijske krivulje te pokazuje visoku linearnost za Siroki raspon koncentracija, bilo da se

radi o antioksidansima u teku¢em ili ¢vrstom stanju.
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Mjerenje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom u ovom radu obavljeno je prema
proceduri koju su osmislili Benzie i1 Strain (1996), uz odredene prilagodbe. Za potrebe
mjerenja pripremljene su sljede¢e mati¢ne otopine:

e 40 mM otopina klorovodi¢ne kiseline (HCI);

e 300 mM acetatnog pufera, pH 3,6;

e 10 mM otopina TPTZ-a dobivena otapanjem 159,4 mg TPTZ u 50 mL 40 mM otopine

klorovodi¢ne kiseline (HCI); te
e 20 mM otopina Zeljezovog (IIT)-klorida (FeCl; x 6H,0), dobivena otapanjem 551,6

mg spomenutog spoja u 100 mL destilirane vode.

Sve navedene otopine uvijek su pripremane svjeze, na sam dan mjerenja. FRAP reagens
prireden je mijeSanjem acetatnog pufera, otopine TPTZ-a i otopine Zeljezovog(Ill)-klorida
(FeCl; x 6H,0) u omjeru 10:1:1. Za pripremu reakcijskih otopina, u jazice mikrotitarske
plocice stavljan je volumen od 0,225 mL FRAP reagensa, kojemu je dodano 0,075 mL
otopina uzoraka pojedinih spojeva razli¢itih koncentracija te je sve zajedno dobro
promijeSano. Za svaku koncentraciju otopine uzoraka napravljena su tri mjerenja te su
izraCunate srednje vrijednosti. Oc¢itanja apsorbancije radena su na valnoj duljini od 595 nm u
trenutku t = 0 te nakon 30 minuta inkubacije u tami pri sobnoj temperaturi. Za izradu
kalibracijske krivulje nac¢injene su standardne otopine zeljezovog(Il)-sulfata (FeSO4x 7H,0),
u koncentracijskom rasponu od 100 do 1000 uM. Primijenjen je isti postupak mjerenja kao 1
za reakcijske otopine uzoraka, samo $to su kod njihove priprave, umjesto uzoraka ispitivanih
spojeva, dodavane priredene koncentracije otopina zeljezovog(Il)-sulfata (FeSO,x 7H,0).
Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancija, pomocu racunala, nacrtana je kalibracijska
krivulja tako $to su na apscisu nanesene koncentracije standardne otopine Zeljezovog(Il)-
sulfata (FeSO,Xx 7H,0), izrazene u mM, a na ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancija pri
valnoj duljini od 595 nm. FRAP vrijednosti izrazene su u obliku koncentracija spoja koje
imaju sposobnost redukcije Zeljeza ekvivalentnu onoj 1 mM zeljezovog(Il)-sulfata (FeSO,).

Kao kontrola, koristen je Cisti FRAP reagens, bez dodanih otopina uzoraka.
3.4.2. DPPH metoda

DPPH metoda je pouzdana, brza i jednostavna metoda odredivanja sposobnosti molekulskih
sustava da djeluju kao ,hvataci slobodnih radikala ili donori vodika. Isprva se najvise

primjenjivala za vrednovanje antioksidacijske aktivnosti hrane, ali danas se sve viSe koristi za
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kvantifikaciju antioksidansa u kompleksnim bioloSkim sustavima, te Cvrstim 1 tekuéim
uzorcima (Prior 1 sur., 2005; Huang 1 sur., 2005; Villafio 1 sur., 2007). Ovu metodu razvio je
Blois 1958. godine polazec¢i od pretpostavke da se antioksidacijska aktivnost nekog spoja
moze odrediti koriStenjem slobodnog radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH,
CigHi3NsOg, M = 394,32 gmol™!). DPPH se karakterizira kao stabilni radikal zbog
postojanja delokaliziranih elektrona koji nisu koncentrirani na jednom mjestu, ve¢ se njihov
utjecaj osjeca preko cijele molekule zbog ¢ega ne dolazi do dimerizacije. Ovaj sustav radikala
ima tamno ljubicasto obojenje 1 jako apsorbira u vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra,
pri 515-520 nm. Nakon mijeSanja radikala s donorom protona (antioksidans koji hvata
slobodne radikale) dolazi do obezbojenja otopine §to je posljedica redukcije DPPH radikala iz
hidrazil oblika u hidrazin oblik do koje dolazi uslijed doniranja vodikovog atoma nesparenim
elektronima dusika u DPPH molekuli. Nastala promjena u boji otopine DPPH radikala moze
se pratiti spektrofotometrijski, mjerenjem promjene apsorpcije svjetlosti na odredenoj valnoj
duljini. I dok DPPH-radikal lako prihvaca elektron ili proton te prelazi u stabilnu,

dijamagneti¢nu molekulu, njegova oksidacija ide jako tesko i1 predstavlja nepovratnu reakciju.
DPPH®° + AH — DPPHH + A° (20)

DPPH metoda jedinstvena je 1 zbog ¢injenice da se reakcija s uzorkom odvija u metanol/voda
DPPH otopini, $to pojednostavljuje ekstrakciju antioksidacijske tvari iz ispitivanog uzorka, a
dobivene vrijednosti usporedive su sa rezultatima drugih metoda. Prednost ove metode je ta
Sto DPPH radikal reagira sa cijelim ispitivanim molekulskim sustavom. DPPH radikal moze
reagirati 1 sa slabijim antioksidansima, u polarnim i1 nepolarnim organskim otapalima, pa se
moze vrsiti detekcija hidrofilnih 1 lipofilnih antioksidansa uz vidnu kolorimetrijsku promjenu
nakon svega 15-20 minuta trajanja reakcije u zatamnjenom prostoru (Molyneux, 2004).
Antioksidacijska sposobnost mjeri se pri sobnoj temperaturi §to smanjuje opasnost od
termalne degradacije ispitivane molekule. Ipak, ova metoda ima i odredenih ogranic¢enja koja
se oCituju u reaktivnosti DPPH radikala spram drugih radikala zbog ¢ega se gubi linearnost
standardne krivulje pri razli¢itim omjerima antioksidans/DPPH. DPPH radikal osjetljiv je na
prisutnost kisika 1 nekih Lewisovih baza u otopini (lonita, 2005), a njegova apsorbancija
opada na svijetlu u metanolnim 1 acetonskim otopinama. Jednako tako, metoda nije pouzdana
za emulzijske sustave, te se ne moze primijeniti kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti

plazme zbog svih proteina koji se precipitiraju u alkoholnom mediju.
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Mjerenje sposobnosti ,,gasenja“ aktivnosti DPPH radikala ispitivanih spojeva provedeno je
prema metodologiji koju su razvili Brand-Williams 1 suradnici (1995). Za potrebe mjerenja
pripremljena je otopina DPPH radikala na¢injena otapanjem 4 mg DPPH u 100 mL ultra-Ciste
vode. Spomenuta otopina uvijek je pripremana svjeza te ju se razrjedivalo s vodom, sve dok
ocitanja apsorbancije ne poprime vrijednosti iz raspona 0,8 - 1,0. JaZice mikrotitarske plocice
punjene su s 200 uL otopine DPPH radikala i 10 pL otopine uzorka ispitivanog spoja
razli¢itih koncentracija. Pripremljene otopine dobro su promijeSane u spektrofotometru i
ostavljene da odstoje u tami, na sobnoj temperaturi, u trajanju od sat vremena. Nakon toga je

svakoj otopini izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini 520 nm, te se za svaki uzorak i svaku
koncentraciju ra¢unao postotak preostalog DPPH® prema formuli:
. o Ak - Au
Preostali DPPH® (%) = — 100 (21)
K

gdje A; oznacava apsorbanciju kontrole, a A, apsorbanciju uzorka odredene koncentracije.
Kao kontrola koriStena je Cista otopina DPPH radikala, bez dodavanja otopina uzoraka. 1z
rezultata koji su dobiveni, nacrtana je ovisnost koncentracije uzoraka u otopini ¢ (mmol/mL)
o preostaloj koli¢ini DPPH® (%). Iz jednadZbe pravca izradunata je koncentracija uzorka
(mmol/mL) koja je potrebna da se pocetna koncentracija DPPH® smanji za 50 % (ICsg).

Antiradikalni kapacitet ispitivanog spoja je to veci §to je dobivena vrijednost /C5y manja.
3.4.3. Kelirajuca aktivnost

Sposobnost kelacije predstavlja sposobnost tvari da stvara kemijske veze s metalnim ionima
smanjuju¢i njihovu reaktivnost. Organski ligand naziva se kelatorom ili keliraju¢im
sredstvom, dok se metalni kompleks naziva kelatom. Povezivanjem kelatora s metalom dolazi
do stabilizacije prstena, $to se objasnjava povecanjem entropije sustava koja obi¢no prati

reakciju keliranja (Lehman, 1963).

U ljudskom tijelu dokazano brojni radikali nastaju posredstvom Zeljezovih iona. Zeljezo je
redoksaktivan metal koji sudjeluje u oksidativno-redukcijskim reakcijama te u regulaciji
diferencijacije 1 rasta stanica. Osim toga, ono je integralni dio mnogih proteina i enzima.
Zeljezo katalizira razgradnju vodikova peroksida u tzv. Fentovoj reakciji, pri ¢emu nastaju

reaktivni kisikovi radikali skloni oSte¢ivanju biomolekula. Vezivanje zeljeza s kelatorom
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preko dusika, kisika ili sumpora blokira njegovu sposobnost da katalizira nastanak slobodnih

radikala (Jomova i Valko, 2011).

Sposobnost keliranje zeljeza predstavlja ucinkoviti terapeutski pristup (Gumienna-Kontecka i
sur., 2014; Nufiez i Chana-Cuevas, 2018) te ujedno otvara moguénost dokazivanja drugacijeg
mehanizma antioksidacijske aktivnosti od onog koji se ispituje DPPH 1 FRAP metodama.
Postupak odredivanja keliraju¢eg u€inka zasniva se na reakciji izmedu ferozina i metalnih
iona Zeljeza Fe?*, pri ¢emu nastaje intenzivno crveno obojeni kompleks. Uslijed prisutnosti
drugog keliraju¢eg agensa u otopini smanjuje se koli¢ina nastalog kompleksa, Sto dovodi do
promjene obojenja otopine, koju je moguce mjeriti biljezenjem promjene apsorbancije pri

valnoj duljini od 562 nm.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti metodom keliranja izvrSeno je prema prilagodenoj
proceduri koju su predlozili Yen 1 suradnici (2000). Otapanjem 24 mg ferozina (97 %-tni 3-
(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,3-triazin-p,p'-disulfoni¢na  kiselina mononatrijeva sol hidrat),
odnosno 2,5 mg zeljezovog(Il) klorida (FeCl,) u 10 mL destilirane vode, za potrebe mjerenja,
najprije su pripremljene vodene otopine navedenih spojeva, u koncentracijama od 5 mmol/L

(ferozin), odnosno 2 mmol/L (FeCl,).

Sposobnost keliranja Fe?* iona ispitana je pomocu spektrofotometra, tako da je u kivetu
mikrotitarske ploCice sa 96 jaZica otpipetirano 100 pL otopina uzoraka ispitivanih spojeva
razli¢itih koncentracija i 50 pL otopine zeljezovog(Il)-klorida (FeCl,). Reakcija je pokrenuta
dodavanjem 50 pL otopine ferozina te je sve dobro promijeSano. Nakon deset minuta stajanja
na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 562
nm. Negativna kontrola sadrzavala je sve, osim otopine uzorka, umjesto kojeg je dodano 100
pL  askorbinske kiseline. Kao pozitivna kontrola koriStena je otopina EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina, C;pH{4N,Og) u DMSO (dimetil sulfoksid, C,H¢OS),
koncentracije 10 mg/mL. Sva mjerenja izvedena su u triplikatu. Kelirajuéa aktivnost (KA)
izrazena je u postotcima inhibicije prema formuli:

KA(%) = u 100 (22)

Ay

gdje je Aj srednja apsorbancija negativne kontrole, a A, srednja apsorbancija u prisutnosti

uzorka.
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3.5. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka dobivenih mjerenjima obavljena je primjenom programskog
paketa Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Seattle, SAD). U ovisnosti o vrsti ispitivanja i
koriStenim metodama, s izuzetkom in vivo ispitivanja antitumorskih ucinaka, sva mjerenja
vrSena su u triplikatu ili ¢etveroplikatu. Analizom normalnosti razdiobe mjerenih podataka
Kolmogorov-Smirnovljevim testom utvrdeno je kako se svi dobiveni rezultati podvrgavaju
normalnoj razdiobi. Rezultati svih ispitivanja izrazeni su kao srednje vrijednosti sa
standardnim devijacijama aritmeticke sredine, pri ¢emu su rezultati in vitro 1 in vivo
ispitivanja citotoksi¢nosti prikazani kao postotne vrijednosti u odnosu na pripadajuce
kontrolne skupine. Koncentracije uzoraka koje ostvaruju 50 postotni ucinak (ICsy) u
ispitivanjima antiradikalne aktivnosti i sposobnosti kelacije odredene su metodom
interpolacije na osnovu linearne regresijske analize odnosa koncentracije 1 ucinka, dok su
koncentracije uzoraka na kojima postotak prezivljavanja stanica u odnosu na kontrolu iznosi
50 % (LCsp) u ispitivanjima citotoksi¢nih ucinaka izracunate koriStenjem probit analize

(Finney, 1952; Islamovi¢ i sur., 2014).

Za ocjenu znacajnosti promjena izmedu tretiranih skupina Zivotinja u in vivo ispitivanjima te
medusobnu usporedbu rezultata odredivanja antiradikalne sposobnosti, sposobnosti kelacije 1
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta koriStena je jednosmjerna analiza varijance (engl.
Analysis Of Variance, ANOVA), nakon koje je proveden Tukeyev post-hoc test viSestruke
usporedbe. U svim provedenim statistickim analizama, razina znacajnosti p < 0,05
predstavljala je statisticki zna€ajnu razliku. Rezultati dobiveni statistickom obradom prikazani

su u tablicama 1 grafikonima.

72



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Ispitivanje antitumorske aktivnosti

4.1.1. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti in vitro

Citotoksi¢na aktivnost odabranih boroni¢nih kiselina i njihovih derivata ispitana je na
stani¢nim linijama 4T1 mi§jeg adenokarcinoma, B16F10 misjeg melanoma 1 SCCVII misjeg
karcinoma plocastih stanica koZze. Ove stani¢ne linije imaju sposobnost stvaranja solidnih
tumora kod singeni¢nih miSeva te su iz tog razloga vrlo pogodne za ispitivanje antitumorskog
potencijala izdvojenih spojeva. 4T1 mi$ji adenokarcinom dojke izvorno je izoliran kao
subpopulacija izdvojena iz spontano nastalog tumora mlijecnih stanica u BALB/cfC3H
miSevima (Dexter 1 sur., 1978; Heppner 1 sur., 1978). Tumor 4T1 otporan na 6-tiogvanin,
metastazira hematogenim putem na jetri, plu¢ima, kostima i mozgu, §to ga ¢ini dobrim
modelom humanog metastaziranog karcinoma dojke (Heppner i sur., 2000). Tumor 4T1 raste
progresivno 1 uzrokuje jednako smrtonosnu bolest, ¢ak i nakon operativnog uklanjanja
primarnog tumora (Morecki i sur., 1998; Pulaski 1 sur., 2000). Buduc¢i da se stanice BI6F10-
misjeg melanoma, nakon unosa putem intravenske injekcije (Fidler, 1970), zaustavljaju u
plu¢ima, ove stanice predstavljaju pak idealan izbor za proucavanje plucnih metastaza kod
miSeva. Usporedbe radi, citotoksi¢na aktivnost izdvojenih boroni¢nih kiselina i njihovih

derivata ispitana je 1 na normalnim stanicama L929 misSjeg fibroblasta.

Odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih derivata boroni¢nih kiselina na navedenim
stanicnim linijama provedeno je u rastu¢em koncentracijskom nizu od 0,1, 1,0 1 10,0 mg/mL
za spojeve fenilboroni¢ne kiseline (C¢H,BO,), 2.4,6-trifluorofenil boroni¢ne kiseline
(C¢H4BF30,), trimetil boroksina (C3HgB303) i trimetoksi boroksina (C3HgB30¢), odnosno
0,125, 025, 0,5 1 1 mg/mL =za spoj dikalijevtrioksohidroksitetrafluortriborata
(K,[B303F,0H]). Rezultati ispitivanja prikazani su na slikama 13 — 17. U tablici 4 dane su

vrijednosti LCs,, procijenjene iz dobivenih rezultata, metodom probit analize.

Opcenito gledano, gotovo svi ispitivani spojevi, s izuzetkom 2,4,6-trifluorofenil boroni¢ne

kiseline (C¢H4BF30,), znacajno su (p < 0,001) smanjili broj prezivjelih stanica u odnosu na
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kontrolne skupine, za sve vrste koriStenih stanicnih linija, a njihov ucinak izravno je ovisio o
upotrebljenoj dozi. U ispitivanjima su ujedno uocene i znacajne (p < 0,001) razlike u
osjetljivosti izmedu pojedinih tumorskih stani¢nih linija na niZim testiranim koncentracijama
(0,1 1 1,0 odnosno 0,125 1 0,25 mg/mL). U ovim koncentracijama, fenilboroni¢na kiselina
(CxH,BO,), 2,4,6-trifluorofenil boroni¢na kiselina (C¢H,BF30,) i dikalijevtrioksohidroksi-
tetrafluortriborat (K,[B3;05F,OH]) nisu pokazali citotoksi¢no djelovanje na rast stanica 4T1-
miSjeg adenokarcinoma. Rijec je o pojavi prethodno ve¢ opisanoj u nizu preliminarnih studija,
u kojima su koristene razli¢ite tumorske i normalne stani¢ne linije. Istu su pojavnost u svojim
ispitivanjima, kojima su obuhvatili 81 vrstu razlicitih stani¢nih linija, uo€ili 1 znanstvenici s
Odjela za dijagnostiku 1 lijecenje raka pri Nacionalnom institutu za rak (Betheseda, MD) u
suradnji sa znanstvenicima s Instituta Ruder Boskovi¢ (Zagreb, Hrvatska), koji su zakljucili
da vodena otopina spoja dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;05F,OH]) u
koncentracijama do 10™* M nimalo ne utjede na rast stanica, dok u koncentracijama veé¢im od
1073 M znatno usporava njihov rast, $to je u korelaciji s ovim rezultatima za 4T1 stanice.
Jedinim iznimkama u ispitivanjima do sada su se pokazale tumorske stani¢ne linijje SK-MEL-
28, CAK-1 1 HS 578T, kod kojih je uoc¢eno suprotno ponaSanje, odnosno izrazeno povecanje
broja stanica pri koncentraciji spoja od 10™° M. Nasuprot tome, spoj trimetoksi boroksin
(C3HoB304¢), vee pri koncentraciji od 0,1 mg/mL, uspjesno je neutralizirao 23,08 + 4,8 %
(p = 0,001) stanica 4T1 miSjeg adenokarcinoma dojke, a sli¢ni u¢inci utvrdeni su i kod spoja
trimetil boroksina (C3H¢B303) pri koncentraciji od 0,1 mg/mL, dok je pri viS§im
koncentracijama ovaj spoj imao slabije djelovanje. Za preostale dvije ispitivane tumorske
stani¢ne linije obuhvaéene istrazivanjima, fenilboroni¢na kiselina (CqH,BO,), 2,4,6-
trifluorofenil boroni¢na kiselina (C4H,BF30,) i trimetil boroksin (C3HgB303), pri niskim
koncentracijama, pokazali su blago citotoksi¢no djelovanje. S druge strane, izrazeni
citotoksi¢ni ucinci zabiljezeni su za spoj dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata
(K,[B303F,0H]) — kod kojeg je pri koncentraciji od 0,25 mg/mL prezivjelo 52,03 + 1,4 %
(p < 0,001) stanica B16F10 miSjeg melanoma i samo 22,5 + 6,4 % (p < 0,001) stanica
SCCVII mi§jeg karcinoma plocastih stanica koze u odnosu na kontrolu — te za spoj trimetoksi
boroksina (C3HgB304), 52,67 + 4,0 %, (p < 0,001) i 59,43 + 4,7 %, (p < 0,001) zivih
stanica pri  koncentraciji od 1 mg/mL respektivno). Isti spojevi na navedenim
koncentracijama, pokazali su snazne citotoksi¢ne ucinke i na L929 stani¢noj liniji, pri ¢emu je

udio prezivjelih stanica iznosio 49,26 + 6,7 % (p < 0,001) za spoj dikalijevogtriokso-
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hidroksitetrafluortriborata (K,[B303F,0H]), odnosno 34,59 + 4,8 % (p < 0,001) za spoj
trimetoksi boroksina (C3HogB304). Kod spojeva fenilboroni¢ne kiseline (CgH,BO,), 2.,4,6-
trifluorofenil boroni¢ne kiseline (CqH,BF30,) i trimetil boroksina (C3HgB303) pri niskim
koncentracijama citotoksic¢ni u€inak na L929 stani¢noj liniji je izostao, uz postotke prezivjelih
stanica od 93,58 + 2,2 % (p = 0,020), 91,82 +3,3 % (p =0,011) i 97,12 +3,9 %
(p = 0,395).

Kod primjene na stani¢nim linjjama B16F10-miSjeg melanoma 1 SCCVII-karcinoma, pri
najvisoj koncentraciji (10 odnosno 1,0 mg/mL), svi ispitivani spojevi pokazali su snazno
citotoksi¢no djelovanje (postotak inhibicije rasta stanica u odnosu na kontrolu ve¢i od 50 %).
Prema ostvarenim uc¢incima na rast stanica 4T1 misjeg adenokarcinoma dojke 1 L929 miSjeg
fibroblasta pri najviSoj testiranoj koncentraciji, ispitivane spojeve mozZemo svrstati u dvije
skupine. Prvu skupinu ¢ine spojevi fenilboroni¢ne kiseline (C¢H,BO,), trimetoksi boroksina
(C3HoB30y) i dikalijevogtrioksohidroksitetrafluortriborata (K,[B3;03F,O0H]) koji su pokazali
izrazite inhibicijske u€inke na obje testirane stani¢ne linije, uz postotak prezivljavanja stanica
u rasponu od 7 — 39 % (p < 0,001). U drugoj skupini nalazi se, pak, spoj 2,4,6-trifluorofenil
boroni¢ne kiseline (CgH,BF30,), koji je pokazao blago citotoksi¢no djelovanje na stanice
4T1 miS§jeg adenokarcinoma dojke, uz postotak prezivljavanja stanica od 66,45 + 10,2 %
(p =0,002) u odnosu na kontrolu, dok na L929 stani¢noj liniji nije imao ucinka
(prezivljavanje stanica iznosilo je 92,58 + 1,2 %, (p = 0,006). Spoj trimetil boroksina
(C3H4B303) po svojem se citotoksi¢nom uc¢inku na stanice 1.929 misjeg fibroblasta svrstao uz
bok spojeva iz prve skupine, dok je na 4T1 stani¢noj liniji pokazao izraZeniji inhibicijski
ucinak, uz rast stanica od 54,23 + 6,0 % (p < 0,001), ali nije dosegnuo LCs, vrijednost.
Zanimljivo je istaknuti i kako su, iako strukturno vrlo sli¢ne, fenilboroni¢na (C¢H,BO,) i
2.,4,6-trifluorofenil boroni¢na kiselina (C4H,BF30,) pokazale znatnu razliku u djelovanju. Pri
vis§im testiranim koncentracijama fenilboroni¢na kiselina (C4H,BO,) ostvarila je izrazito
dobre citotoksi¢ne ucinke, a pri niZim je zaostajala za ostalim ispitivanim spojevima, dok
2,4,6-trifluorofenil boroni¢na kiselina (C¢H,BF30,) niti pri najviSoj ispitivanoj koncentraciji
nije postigla 70-postotnu inhibiciju tumorskih stanica. Razlozi ovakvog ponasanja jo§ uvijek
nisu u potpunosti razjasnjeni. Istrazivanjima je uoceno kako na povrSini stanica razlicitih
tumora — medu ostalim i stanicama 4T1 mi$jeg adenokarcinoma dojke (Wang i sur., 2016) te
SCCVII mi§jeg karcinoma plocastih stanica koze (Shikata i sur., 2002) — dolazi do

prekomjerne ekspresije sijali¢ne kiseline. Budué¢i da fenilboroni¢na kiselina (C¢H,BO,)
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dokazano pokazuje visoki afinitet prema receptorima sijali¢ne kiseline (Djanashvili 1 sur.,

2005), moguce je da upravo posredstvom ovih receptora vrsi utjecaj na stanice tumora.

© 120
[
§ 100 =
c KONTROLA
B8 -
= [ e
©
© 2 m 929
.E g
g ® m4T1
= ‘é m B16F10
Q
.;. ch
S m SCCVII
N
Q.
X

01 1 10 01 1 10 01 1 10
Koncentracija [mg/mL]

Slika 13. Citotoksi¢ni ucinci spoja fenilboroni¢ne kiseline na odabranim tumorskim stani¢nim
linjjama. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrijednost + standardnu devijaciju Cetiriju
neovisnih ispitivanja.
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Slika 14. Citotoksi¢ni ucinci spoja 2,4,6-trifluorofenil boroni¢ne kiseline na odabranim
tumorskim stani¢énim li