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1. Uvod

Enzim superoksid dismutaza (SOD) jedan je od najznacajnijih antioksidansa koji se nalaze
unutar i izvan gotovo svake stanice. SOD je prisutna kod prokariota i eukariota, a sluzi za
obranu stanica protiv oksidacijskih ostec¢enja koja uzrokuju reaktivne kisikove vrste (ROS,
eng. Reactive Oxygen Species). Oksidacijska oStecenja nastaju zbog promjene u ravnotezi
oksidacijsko — redukcijskih procesa unutar organizma. Takoder, nastaju 1 kao posljedica
prekomjernog stvaranja kisikovih radikala koji mijenjaju strukturu stanice te uzrokuju
bolesti kao §to su dijabetes, pojedine vrste karcinoma te autoimunih bolesti. ROS se
proizvode u mitohondriju kao nusprodukt metabolickih reakcija ili se unose u organizam iz

okolisa [1, 2].

SOD postoji u 4 oblika, a svaki oblik sadrzi razli¢ite metalne kofaktore koji odrzavaju
funkcionalnost enzima. Enzim se moZe unositi u organizam putem hrane, ali zbog same
veliCine transport do stanica je otezan. Organizam u vecini slu¢ajeva sam proizvodi SOD no
u pojedinim situacijama, gdje je proizvodnja otezana, koriste se njezini mimetici kako bi se
izbjegli nedostaci nativnog enzima. Mimetici superoksid dismutaze sinteticki su spojevi koji

oponasaju nativni enzim SOD [2, 3].

Razna istrazivanja se provode u svrhu otkrivanja funkcije, odnosno mehanizma SOD 1
njezinih mimetika. Cilj ovoga rada je odrediti podobnost odredenih metoda za odredivanje

mimeticke aktivnosti SOD cinkovih kompleksa.



2. Literaturni dio

2.1 Superoksid dismutaza

SOD je metaloprotein koji pripada skupini oksidoreduktaza, a sluzi za regulaciju
koncentracije ROS unutar organizma. Enzim SOD katalizira dismutaciju superoksidnog
aniona (0O2™) u molekularni kisik i vodikov peroksid (H202). Na taj nacin se smanjuje
koncentracija O>" koji uzrokuje oSteCenja na stanicama. Reakcija je popracena
oksidoredukcijom metalnth iona na aktivnom mjestu SOD. Dismutacija
(disproporcioniranje) je reakcija gdje se na jednoj molekuli istovremeno dogadaju oksidacija
1 redukcija. Superoksid se proizvodi i slucajno 1 kao ROS koja je potrebna za brojne
enzimske reakcije. Vecina enzima koji proizvode i kojima je potreban superoksidni anion
nalazi se u peroksisomima, zajedno sa SOD, katalazom 1 peroksidazama [4, 5, 6]. SOD

regulira koli¢inu superoksida 1 vodikovog peroksida kojega proizvode stanice reakcijom:
20"+ 2 H" & 02 + Hh0

Na Slici 1. prikazan je mehanizam djelovanja Cu,Zn-SOD, jednog od oblika SOD. Cu,Zn-
SOD je metaloprotein koji sadrzi Cu 1 Zn ione u svakoj podjedinici. Svaka podjedinica
sastoji se od 8 antiparalelnih B niti zajedno s 3 vanjske petlje. Zn(II) se nalazi u unutra$njosti,
Cu(IT) na vanjskoj strani aktivnog mjesta, a okruzeni su dvjema pozitivno nabijenim
hidrofilnim aminokiselinama: histidin i arginin. U reakciji sudjeluje Cu(II), dok Zn(II) sluzi
za stabilizaciju samog aktivnog mjesta. Jaki pozitivni naboj koji pruzaju ove aminokiseline
1 metalni ioni privla¢i negativno nabijeni superoksid na aktivno mjesto gdje se odvija

dismutacija [6, 7].
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Slika 1. Shema mehanizma Cu,Zn-SOD, adaptirano iz [7].

Cu(IT) metalni centar s Cetiri histidinska liganda 1 vodenim ligandom. Tada se
molekula vode istiskuje dok se molekula superoksida veze za Cu(Il). Ovo je reakcija
supstitucije liganda pri ¢emu nastaje intermedijer.

Cu(Il) oksidira jedan superoksidni anion pri ¢emu nastaje kisik. Kada se Cu(II)
reducira u Cu(l), vezana su samo tri histidinska liganda.

Superoksid se veze u aktivnom mjestu H-vezom i1 elektrostatickim privla¢enjem te
dolazi do ponovnog nastanka intermedijera.

Cu(l) se oksidira u Cu(II), dok se molekula superoksida reducira u vodikov peroksid.
Voda se veze za oksidirani Cu(Il), enzim se vra¢a u prvobitno stanje. Ovaj
kontinuirani ciklus pretvara molekulu superoksida u vodikov peroksid. Drugim
rijeCima, destabilizacija Cu(Il) omogucuje vra¢anje enzima u prvobitno stanje i

aktivno mjesto je slobodno za ponovnu dismutaciju.



Medutim, nastali vodikov peroksid je takoder toksi¢an i zahtjeva uklanjanje. Za uklanjanje
vodikovog peroksida stanice koriste enzim katalazu, odnosno glutation peroksidazu (GSH
peroksidaza). Na Slici 2. prikazana je shema uklanjanja H>O; nakon reakcije dismutacije
pomocu SOD. Katalaza katalizira dismutaciju vodikovog peroksida u vodu i molekularni
kisik, dok GSH peroksidaza razgraduje H>O; pri ¢emu nastaje HoO. GSH peroksidaza se
regenerira putem redukcije oksidiranog oblika — GSH disulfida (GSSG) u GSH [8, 9].

Slika 2. Shema mehanizma uklanjanja nastalog H,O», adaptirano iz [8].

Slobodni radikali poput superoksida su vrsta ROS koja moze ukloniti elektrone iz proteina,
lipida ili nukleinskih kiselina, uniStavaju¢i na taj nacin njihovu funkciju, rezultirajuci
stani¢nom disfunkcijom ili apoptozom'. To su visoko reaktivne molekule s nesparenim
elektronom u vanjskoj orbitali, koje mogu pokrenuti lanc¢ane reakcije uklanjanjem elektrona
iz druge molekule kako bi popunile vlastitu orbitalu. Ukoliko SOD nije u moguénosti vrSiti
svoju funkciju, superoksid se ne razgraduje te dolazi do oksidacije 1 oStecenja intracelularnih

i ekstracelularnih struktura [9].

1 Stani¢éna smrt



2.1.1 Strukturna podjela superoksid dismutaza

S obzirom na metalne kofaktore koji su prisutni na aktivnom mjestu, postoje 4 oblika

SOD:

e (Cu,Zn-SOD
e Fe-SOD

e Mn-SOD

e Ni-SOD

Svaki oblik SOD nejednako je rasporeden unutar organizma u razli¢itim subcelularnim

odjeljcima.

Kod eukariota postoje dvije vrste SOD: Cu,Zn-SOD i Mn-SOD. Cu,Zn-SOD nalazi se
unutar stanice u citoplazmi no moze se nalaziti i izvan same stanice (EcSOD, eng. External
SOD), dok se Mn-SOD nalazi u samom mitohondriju. Oba enzima kataliziraju reakciju

dismutacije sli¢nim mehanizmom [10].

S obzirom na uc¢inkovitost enzima, smatra se da Cu,Zn-SOD ima vecu mogucénost uklanjanja
ROS nego Mn-SOD. Istrazivanja su pokazala da 1 od 10 sudara izmedu superoksidnog
aniona i Cu,Zn-SOD dovode do reakcije, Sto je i viSe od ocekivanog s obzirom da aktivno
mjesto pokriva relativno mali dio enzima. Na Slici 3. prikazana je struktura 4 oblika SOD.
Pozitivni naboj metalnih iona zajedno s nabijenim aminokiselinama sluzi za privlacenje

negativno nabijenih superoksidnih aniona unutar enzima [10, 11].



Cu(ll)

Slika 3. Prikaz strukture Cetiri oblika SOD, adaptirano iz [10].



2.1.2 Uloga i biolo$ki znacaj superoksid dismutaze

Uloga SOD izrazena je u raznim bolestima poput raka, dijabetesa, pluéne hipertenzije,
fibroze izazvane zraenjem i artritisa. Postoji nekoliko istrazivanja posveé¢enih SOD i
razvoju tumora te upotrebi mimetika SOD kao terapijskih sredstava protiv progresije

karcinoma [12].

Mn-SOD igra klju¢nu ulogu u odrZzavanju redoks ravnoteze u mitohondrijama te na taj nac¢in
pomaZe u regulaciji staniénog metabolizma. Kod metabolickih bolesti poput dijabetesa
postoje velike koli¢ine ROS, zajedno s pojavom disfunkcionalnih mitohondrija. SOD
mimetici sprjeavaju oStecenja jetre, poboljSavaju osjetljivost na inzulin 1 smanjuju upale

povezane s dijabetesom tipa 2 izazvanim pretiloscu [12].

S druge strane, EcSOD, jedina superoksid dismutaza u izvanstanicnom prostoru, ima
jedinstvene karakteristike i funkcije u prijenosu stani¢nih signala. Visoka koncentracija
ovoga enzima pronalazi se unutar kardiovaskularnog endotela, plu¢a, bubrega, gusterace 1

maternice te mozga [13].

U usporedbi s druge dvije unutarstanicne SOD, EcSOD je relativno nov u pogledu uloge u
supresiji tumora, a mehanizmi koji su ukljueni manje su poznati. Ipak, stupanj
diferencijalne ekspresije ovog izvanstanicnog antioksidansa u karcinomu u odnosu na
normalne stanice, odnosno tkiva izrazeniji je 1 raSireniji od ostalih SOD. Znacajna
povezanost niske ekspresije EcSOD sa smanjenim prezivljavanjem bolesnika s rakom

sugerira da gubitak izvanstani¢ne redoks regulacije poti¢e napredovanje raka [13, 14].

S obzirom da veliki niz mehanizama posreduje u deregulaciji ekspresije, funkcije i stanicne
distribucije EcSOD, gubitak ovog izvanstanicnog antioksidansa daje selektivnu prednost
odredenim stanicama karcinoma. Takoder, prekomjerna ekspresija EcSOD inhibira rast i

metastaze tumora, $to ukazuje na njegovu ulogu u supresiji tumora [13, 14].



2.1.3 Uloga antioksidansa u regulaciji reaktivnih vrsta

Superoksid dismutaza je endogeni enzim i enzim prve linije obrane koji sudjeluje u
eliminaciji superoksida kataliziraju¢i njegovu dismutaciju u Oz i H>O». Najraniji sinteticki
antioksidativni spojevi izvorno su razvijeni kao SOD mimetici, pogotovo jer uloga
peroksinitrita (ONOO") i njegovih produkta razgradnje u to vrijeme nisu bili dobro
definirani. Ranijim istrazivanjima otkriveno je da niz lijekova, poput protuupalnih lijekova,
statina 1 antibiotika, ima ulogu u regulaciji oksidativnog stresa, potenciraju¢i ulogu ROS kod
odredenih bolesti. S obzirom da je oksidativni stres prisutan u mnogim patoloSkim stanjima,
vecina istrazivanja temelji se na otkrivanju antioksidativnog potencijala nekoliko prirodnih,
odnosno sintetickih spojeva. Vece razumijevanje bioloske aktivnosti SOD mimetika 1 ROS
pruzilo je bolji uvid u prirodu i1 ulogu ROS te RNS (eng. Reactive Nitrogen Species) u

uvjetima oksidativnog stresa [15, 16].

RNS je skupina spojeva koji nastaju slijedom reakcija dusikovih spojeva, od kojih je prva
reakcija nastanak peroksinitrita iz duSikovog oksida i superoksida. Dalje peroksitnitrit moze
reagirati s drugim molekulama da bi stvorio dodatne RNS, ukljucuju¢i dusikov dioksid
("NO2) 1 dusikov trioksid (N203), kao 1 druge vrste kemijski reaktivnih slobodnih radikala
[15, 16, 17].

Reakecije koje ukljucuju nastanak RNS:
(1) 'NO + O2"— ONOO*
(2) ONOO™ + H" — ONOOH (peroksinitrozna kiselina) — ‘NO, + "OH
(3) ONOO™ + CO2 — ONOOCOz" (nitrozoperoksikarbonat)
(4) ONOOCO;" — "NO2 + O=C(0")O" (karbonatni radikal)
(5) "NO + *NO; 2 N,03

Peroksitnitrit moZe izravno reagirati s proteinima koji sadrze prijelazne metale. Stoga moze
modificirati proteine poput hemoglobina, mioglobina i citokroma ¢ oksidacijom Zeljeznog
hema u odgovarajuce Zeljezne oblike. Takoder, moze promijeniti strukturu proteina
reakcijom s raznim aminokiselinama u peptidnom lancu. Najc¢eS¢a reakcija s
aminokiselinama je oksidacija cisteina. Druga reakcija je nitriranje tirozina, medutim
peroksitnitrit ne reagira izravno s tirozinom. Tirozin reagira s drugim RNS koje stvara

peroksitnitrit. Navedene reakcije utjeu na strukturu i funkciju proteina te na taj na¢in mogu

8



potencijalno izazvati promjene u katalitickoj aktivnosti enzima i prijenosu stani¢nih signala

[18].

Redoks svojstva koja omogucuju SOD mimeticima da eliminiraju O>™ ¢ine ih potencijalno
uspjesnim u eliminaciji peroksinitrita, CO3™, "NO; radikala i vjerojatno peroksi radikala i
alkoksi radikala. Stoga, ve¢ina SOD mimetika nije specificna za O™ §to ne ograniCava

njihovu upotrebu na ROS, ve¢ se koristi i za eliminaciju RNS [15].

Reaktivne vrste, kao §to su O™, H2O2 1 "NO, te oksidacijski modificirane bioloSke molekule
(npr. nitrirani lipidi 1 nitrozirani proteini) ukljueni su u prijenos signala, a njihovo
uklanjanje utjeCe na primarno oksidativno oStecenje 1 stani¢nu redoks transkripcijsku
aktivnost. Antioksidansi utjecu 1 na upalne i na imunoloske puteve te takoder moduliraju
sekundarne procese oksidativnog stresa. Uklanjanje reaktivnih vrsta temelji se na redoks
reakcijama. Iz tog razloga su istraZivanja usmjerena na potragu primarno metalnih
kompleksa koji posjeduju redoks aktivni metal 1 izrazena koordinacijska svojstva. Prirodni
metaloporfirini (npr. hem) glavne su prostetske skupine ugradene u razne biomolekule kao
Sto su hemoglobin, mioglobin, sintaza duSikovog oksida i citokrom ¢ oksidaza. Kao prvi
sinteticki SOD mimetici pojavili su se Fe 1 Mn porfirini s obzirom da su kemijski dostupni,
stabilni 1 nemaju antigeno djelovanje. Glavni razlog za koristenje SOD mimetika umjesto
nativnog enzima je mogucénost modificiranja sintetickih spojeva jer struktura SOD

ogranicava prolazak kroz membranu [15].



2.2 Mimetici superoksid dismutaze

lako je predodreden za obranu protiv ROS, enzim SOD ima odredena ograni¢enja te se
upravo iz tog razloga koriste njegovi mimetici. To su sinteticki spojevi koji imitiraju
djelovanje superoksid dismutaze. Primarno se istrazuju radi terapeutske primjene za
antioksidacijsko djelovanje zbog manje veliine, duzeg vremena poluzivota i slicnosti u

djelovanju s nativnim enzimom [15, 19].

Zbog svoje nestabilnosti, visoke imunogeni¢nosti, niske stani¢ne apsorpcije 1 kraceg
vremena poluzivota nativni enzim je ograni¢en za samu primjenu u lijeenju. Upravo zbog
toga koriste se SOD mimetici koji imaju duze vrijeme poluzivota, visoku stabilnost 1 manju
imunogeni¢nost. Uporaba nativne SOD predstavlja problem zbog manjeg nakupljanja u
upaljenim podruc¢jima radi loSe cirkulacije odnosno kraceg vremena poluZivota 1 brzog
izlu€ivanja iz organizma. Medu najceS¢e koriStenim SOD mimeticima izdvajaju se

metaloporfirini, Mn cikli¢ki poliamini 1 nitroksidi [15, 19].

Kemijska struktura SOD mimetika uglavnom se sastoji od koordinacijskih kompleksa
mangana, zeljeza ili bakra (i cinka). Metalni kompleks mora biti elektropozitivan, $to mu
omogucuje prihvacanje elektrona iz superoksida. To se postize koordinacijom liganda oko
metalnog srediSta prilikom cega se ligand ponasa kao elektron akceptor. Buduéi da
mehanizam SOD mimetike ukljucuje redoks ciklus, kataliticka aktivnost SOD mimetika

djelomi¢no ovisi o redukcijskom potencijalu metalnog sredista [19, 20].

Veli¢ina nativne SOD uzrokuje oteZzan prolazak kroz membranu stanice, ogranieni
poluzivot prilikom cirkulacije u organizmu, njihovu antigenost, kao 1 visoke troSkove
proizvodnje samog proteina. Stoga su sintetizirani brojni mimetici SOD s
niskomolekularnom masom kako bi uklonili nekoliko ovih ograni¢enja. SOD mimetici
takoder reagiraju s reaktivnim duSikovim vrstama koje ukljucuju dusikov oksid. Mimetici
SOD, koji generiraju dodatni vodikov peroksid kao nusprodukt reakcije dismutacije, mogu
smanjiti proliferaciju tumornih stanica i povecati u¢inkovitost kemoterapije i radioterapije
prilikom lije¢enja. S druge strane, mimetici SOD takoder mogu potaknuti prezivljavanje ili
proliferaciju normalnih stanica, pruzajuci zastitu od nuspojava prilikom tretiranja tumora
radioterapijom i kemoterapijom. Osim toga, SOD mimetici pruzaju daljnji uvid u ulogu ROS

u karcinogenezi [19, 20, 21].
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2.2.1 Mn-SOD mimetici

Kompleksi selen-mangana (III) sadrze aromatske prstenaste strukture koje povecavaju
topljivost lipida i propusnost stanica za cijeli kompleks. Mangan (II) i zeljezo (I1I1) kompleksi
se obi¢no koriste zbog visoke kineticke 1 termodinamicke stabilnosti, poveéavajuéi poluzivot
mimetika. Utvrdeno je da su mimetici na bazi mangana podobni za lijeCenje zbog niske
toksicnosti, vece kataliticke aktivnosti i povecane stabilnosti. Najcesc¢e koriSteni Mn-SOD
mimetici su kompleksi Mn porfirina. Na Slici 4. prikazane su neke od struktura razli¢itih

Mn-SOD mimetika [21, 22].

Mn cikliéki poliamini Nitroksidi Selen mangan kompleksi

A

H\ ! = A /H e OH
Nl 1
an" “ Ml‘l +'e
0 =
N

N
H/L\u N o™ N ewy ‘K©

| (0]
> ‘
M40403 TEMPOL EUK-8
Mn porfirini
MnPLED derivati
3
° o K N
0 . I' .OH &
e —N ~F N=
%an‘ =N
OH o N” 2
HsC 0 Z >N O
- |
MnDPDP
MnBuOQE

Slika 4. Prikaz razli¢itih skupina Mn-SOD mimetika, adaptirano iz [22].

A) M40403 (N,N'"-bis {(1R,2R)-[2-(amino)]cikloheksil}-1,2-diaminoetan tetrahidroklorid) —

skupina Mn cikli¢kih poliamina
B) TEMPOL (4-hydroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksil) — skupina nitroksida

C) EUK-8 N,N'-bis(saliciliden) etilendiamin klorid — skupina Mn selen kompleksa
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D) MnDPDP (trinatrijev mangafodipir) — skupina MnPLED derivata

E) MnBuOE (Mn((IlT)mezo-tetrakis(N-n-butoksietilpridin-2-il)porfirin) — skupina Mn

porfirina

2.2.2 Cu,Zn-SOD mimetici

Zn-SOD 1 Cu-SOD mimetici pokazuju izrazenu proapoptotsku aktivnost u mitohodrijima
putem p53. Protein p53 ima izrazenu ulogu u kontroli stani¢nog rasta 1 tumorskoj supresiji s
obzirom da stvara tetramere koji vezanjem za odredeni slijed na DNA (eng.
Deoxyribonucleic acid) aktiviraju transkripciju [22, 23]. Medu poznatim spojevima
izdvajaju se kompleksi bakar (II) izatin Schiffove baze, dobivenih iz izatina 1 1,3-
diaminopropana ili 2-(2-aminoetil) piridina: Cul i Cu2 te Zn(Il) izatin-imin kompleks. Na

Slici 5. prikazane su strukture kompleksa bakra te cinka 1 izatina [24].

HN—( )
— o-zi'x —~
{f\f Y 1]
2+ =N N
T, ¢
N A Cu_ )
|“;1,..|»J\_\.__|; L /J'«‘ﬁ;r__.e-l' = T -..NT_{\
HN—4 Cu O; NH s dh=" N7
__~—NH
Cul Cu2
C p—
" 2
), N_ . CI
4 Zn
—N.  Cl
I
T oL
\ \,»——NH

Zn(ll) izatin-imin kompleks

Slika 5. Prikaz strukture Cul, Cu2 i Zn(II) izatin-imin kompleksa, adaptirano iz [24].
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S obzirom da postoji u dva oksidacijska stanja, Cu(I) i Cu(Il), ovaj je element izvrstan
katalizator redoks ciklusa u prisutnosti kisika stvaraju¢i ROS. Osim dobro poznatih Stetnih
ucinaka, ROS moze djelovati i kao drugi glasnik, koji, ovisno o njihovoj koncentraciji moze
pokrenuti razli¢ite puteve prijenosa signala koji u konacnici ili dovode do prezivljavanja

stanica ili do apoptoze [24].

Dokazano je da ti spojevi pokre¢u apoptozu u mitohondrijima putem p53 proteina. Siroki
opseg apoptoze je izrazen zbog same kinetike unutarstanicne apsorpcije bakra. Cu2 ulazi u
stanice ucinkovitije 1 oStecuje jezgru te mitohondrije. Suprotno tome, Cul iako je manje
propusan, uzrokuje povecanje koncentracije ROS, §to je dokazano analizama koncentracije

ROS 1 oksidacijom proteina te lipida [24, 25].

Povecanje antioksidativne obrane, prekomjernom ekspresijom Cu,Zn-SOD, djelomi¢no
djeluje protiv stanicne smrti. Medutim, apoptoza se znacCajno smanjila kada je koristen
analogni cinkov kompleks, $to dokazuje da se cinkovi kompleksi koriste ve¢inom u obrani

organizma od ROS [24, 25]. Navedeni spojevi Cul i Cu2 imaju dvostruku ulogu:

1. Transport bakra unutar stanice (stvaranje ROS)
2. PonaSaju se kao delokalizirane lipofilne molekule (selektivno otpusStanje ROS u

tumornim stanicama)

Bakar je neophodan za prezivljavanje stanica, jer djeluje kao kofaktor nekoliko
metaloenzima (npr. Cu,Zn-SOD 1 citokrom ¢ oksidaza), ali je i otrovan kada je prisutan u
visokim koncentracijama. Upravo iz tog razloga izbjegava se koriStenje Cu-SOD mimetika
za terapije. Usporedno s Cu-SOD, Zn-SOD mimetici te njihov nacin djelovanja nisu jo$ u

potpunosti istrazeni, ali za sada nije dokazano da imaju veca Stetna djelovanja [25, 26].

Medu drugim spojevima isti¢u se Cu i Zn kompleksi sa Schiffovim bazama saliciliden

glicina te 1,10 fenantrolina:

e Cu-1,10-fenantrolin : (CoH7NO3)Cu(Ci2HsN>)
e Zn-saliciliden glicin : (CoH7NO3)Zn(C12HsN2)(H20)
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Na Slici 6. 1 7. prikazane su strukture kompleksa Cu-1,10-fenantrolin te Zn-saliciliden

glicina.

iz ]

Slika 7. Kristalna struktura Zn-saliciliden glicina, preuzeto iz [27].
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2.3 Metode za odredivanje SOD mimeti¢ke aktivnosti

Za odredivanje mimeticke aktivnosti SOD cinkovih kompleksa razvijeno je nekoliko
metoda. Prilikom odredivanja aktivnosti koriste se mimetici umjesto nativne SOD. Medu
poznatijim metodama isticu se enzimatske i neenzimatske metode: inhibicija redukcije
citokroma c, fotoredukcija riboflavin — metionin sustava te odredivanje aktivnosti SOD

mimetika s alkalnim DMSO u prisutnosti NBT-a.

U ovom istrazivanju koriste se metode: fotoredukcija riboflavin — metionin sustava te
odredivanje aktivnosti SOD mimetika s alkalnim DMSO u prisutnosti NBT-a. Metode se
koriste kako bi se odredila moguénost odredivanja mimeticke aktivnosti SOD cinkovih

kompleksa.

2.3.1 Inhibicija redukcije citokroma c

Navedena metoda je enzimatska te koristi sustav ksantin/ksantin oksidaza [28]. Sustav

ksantin/ksantin oksidaza generira superoksidni anion reakcijom prikazanom na Slici 8.

Q
H
HN | > N ksantin
D)\ N N’f oksidaza
H
ksantin

0
N
e o
0% TN b
H

Slika 8. Reakcija oksidacije ksantina putem ksantin oksidaze pri ¢emu nastaje mokraéna

kiselina te superoksidni anion, adaptirano iz [28].
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Nastali superoksidni anion reducira citokrom c¢ (cit ¢) reakcijom:
cit ¢ (Fe'™) + 02 — cit ¢ (Fe') + O,

Citokrom ¢ je enzim prisutan unutar stanice, a sluzi za transport elektrona te ima ulogu u

Iy Fe' unutar enzima. Na Slici 9.

apoptozi. Prilikom reakcije dolazi do redukcije Fe
prikazana je struktura citokroma ¢ u oksidiranom obliku. Zn-SOD mimetik inhibira
redukciju citokroma ¢ uklanjajuci superoksidni anion iz otopine. Odredivanje mimeticke

aktivnosti provodi se spektrofotometrijski pri 550 nm [28, 29].

Slika 9. Prikaz strukture prosteticke skupine citokroma c u oksidiranom obliku, preuzeto iz

[30].

2.3.2 Fotoredukcija riboflavin — metionin sustava

Riboflavin (vitamin B>) pripada skupini vitamina topljivih u vodi i osjetljiv je na svjetlost te
visoke temperature. Fotoredukcijom u prisustvu metionina riboflavin stvara superoksidne

radikale [31].

Fotoredukcija ukljucuje prijenos vodikovog atoma iz osnovnog stanja molekule (BH) do

molekule u pobudenom stanju (4*). Reakcija fotoredukecije:

A*+BH+e — A ... (BH)' + H — AH* + B*
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Proces se odvija u dva koraka:

e Prijenos elektrona

e Prijenos protona

U reakciji A™ ... (BH)" predstavljaju intermedijere, a kao rezultat fotoredukcije nastaju
radikali AH* i B* Reakcija je bolja ako jedan od reaktanata ima niski ionizacijski potencijal

pa se ponasa kao elektron donor, §to je u ovom sluc¢aju metionin [32].

Nakon fotoredukcije metionina nastali superoksidni anion reducira nitroplavo tetrazolijev

klorid (NBT) u NBT-formazan §to je prikazano na Slici 10.

O+ 0
N
+ 402" + 2HY —> ‘ ‘h + 405

K
ST 5;”@

Slika 10. Redukcija NBT-a u NBT-formazan putem superoksidnog aniona, adaptirano iz

[33].

Kolorimetrijsko/spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti se odraduje pri 560 nm.

17



2.3.3 Uporaba alkalnog DMSO u prisutnosti NBT-a

Prilikom odredivanja aktivnosti SOD mimetika, alkalni dimetilsulfoksid (DMSO) pripravlja
se dodatkom NaOH u DMSO [33, 34]. Dodatak NaOH rezultira stvaranjem superoksidnih

aniona ¢iji je mehanizam prikazan reakcijama (1) — (4):

(1) 0, + OH 2 0," +'OH

(2) *OH + (CH3)2S0 — CH3SO(OH) + "CHj
(3) *CHs + O, — "CH;0;

(4) 2 *CH;0, — CH;00CH; + 0,

Ukupna reakcyja: 2 OH + 3 O2+ 2 (CH3)2SO — 2 CH3SO(OH) + CH;00CH;3 + 2 O,

Nastali superoksidni anioni reduciraju NBT u NBT — formazan. Promjena apsorbancije prati

se UV-VIS spektrofotometrom pri 560 nm [35].
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3. Materijali i metode

3.1 Kemikalije i pribor

Sve kemikalije koriStene u ovom radu su analiticke CistoCe, a voda koriStena za

pripremu otopina je demineralizirana i deionizirana. Popis koristenih kemikalija:

o KoHPOy,dikalijev fosfat

e KH>PO4,kalijev dihidrogen fosfat

e NaOH, natrijev hidroksid

e Riboflavin

e NBT, nitroplavo tetrazolijev klorid

e DMSO, dimetil sulfoksid

e EDTA, etilendiamintetraoctena kiselina
e Metionin

e Destilirana voda

Popis koristenog pribora:

e Staklene kivete

e Mikroepruvete, 2 mL

e Staklene ¢aSe, 25 mL 1 50 mL
e Staklene epruvete, 15 mL

e Graduirane epruvete, 40 mL
e Menzure, 10 mL 125 mL

e Okrugle tikvice s ravnim dnom, 50 mL
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3.2 Ispitivani spoj

Mimeticka aktivnost SOD odredivana je za Zn kompleks oznac¢en Zn;L, empirijske formule
C14H19N309Zn, koji je prikazan na Slici 11. Oznaka L se odnosi na ligand 6-{[2-
(fenilkarbonil)hidrazino]karbonil } piridin-2-karboksilnu kiselinu (Slika 12.). Molekularna
masa ispitivanog spoja iznosi 438,69 g mol'. Za analize je spoj otopljen u DMSO te je

pripremljena osnovna otopina (eng. “stock‘ solution) spoja u koncentraciji ¢ =10 mM.

Slika 11. Struktura Zn kompleksa kojemu je odredivana SOD mimeticka aktivnost.

Slika 12. Struktura Zn kompleksa kojemu je odredivana SOD mimeticka aktivnost.
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3.3 Metoda s alkalnim DMSO

3.3.1 Metoda 1

U epruvetama je pomijesano 2,1 mL 0,1 M kalijevog fosfatnog pufera (KPB, eng. potassium
phosphate buffer), pH=7,811 mL 56 uM NBT. Potom je u svaku epruvetu dodano 400 uL
ispitivanog uzorka razli¢itih koncentracija u rasponu od 10 — 300 pM. Epruvete su stavljene
na led 20 min nakon ¢ega je u svaku dodano 1,5 mL alkalnog DMSO reagensa (10 mL 5
mM NaOH pomijeSan s 90 mL DMSO). Uzoreci su kratko izmijeSani na mijeSalici te im je,
pomocu spektrofotometra (Shimadzu UV-2600) izmjerena apsorbancija na valnoj duljini A =

560 nm [36].

3.3.2 Metoda 2

U mikroepruvete je dodano po 1 mL alkalnog DMSO reagensa (10 mL 5 mM NaOH
pomijesan s 90 mL DMSO) i 300 pL ispitivanog uzorka razli¢itih koncentracija u rasponu
od 10 - 300 uM. Potom je u svaku epruvetu dodano 100 pL. NBT masene koncentracije y =
1 mg mL™!. Nulta proba je sadrzavala samo alkalni DMSO (1 mL) i NBT (100 pL), dok je
slijepu probu ¢inio DMSO (ne alkalni, 1 mL) i i NBT (100 uL) [37].

3.4 Metoda s metionin — riboflavin sustavom

U mikroepruvete od 2 mL dodano je 900 pL pufera za mjerenje aktivnosti SOD sastava: 50
mM KPB, pH 7,8; 0,1 mM etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA); 13 mM metionin i 75
uM NBT. Potom se doda 100 pL ispitivanog uzorka razli¢itih koncentracija u rasponu od
10 - 300 uM. U svaku se mikroepruvetu otpipetira 3 puL osnovne otopine riboflavina
koncentracije ¢ = 1 mM. Tako pripremljeni uzorci se kratko promijeSaju na mijesalici, preliju
u kivete te stave u kutiju pod lampu od 15 W i osvijetle u trajanju 10 min. Uzorcima se mjeri

apsorbancija na valnoj duljini A = 560 nm [38].
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3.5 Izra¢un SOD aktivnosti

SOD aktivnost izrazava se pomoc¢u ICso vrijednosti koja opisuje koli¢inu SOD ili SOD
mimetika potrebnog za 50 %-tnu inhibiciju redukcije nekog indikatora (Deawati) [39]. Za
odredivanje SOD aktivnosti potrebno je odrediti % inhibicije za svaku koncentraciju

ispitivanog spoja prema formuli:

o Asp — Au
%inhib = W X 100

Pri ¢emu je Asp apsorbancija slijepe probe, a Au apsorbancija uzorka. 1z graficke ovisnosti

% inhibicije 1 koncentracije uzorka ocita se ICso [39].
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4. Rezultati i rasprava

Superoksid dismutaze pripadaju obitelji enzima koji kataliziraju dismutaciju aniona
superoksidnog radikala u vodikov peroksid i molekularni kisik $tite¢i time zive stanice od
toksi¢nih kisikovih metabolita. Oste¢enja uzrokovana slobodnim radikalima povezana su s
razvojem niza bolesti poput raka, neurodegenerativnih poremecaja, upala, mozdanog udara
i sl. U novije vrijeme, sve viSe raste interes za malim anorganskim kompleksima koji imaju

sposobnost SOD mimeticke aktivnosti [2, 15].

4.1 Odredivanje SOD mimeticke aktivnosti metodom s alkalnim DMSO

Metoda u kojoj se koristi alkalni DMSO za stvaranje superoksidnih radikala jedna je od
najcesce koristenih metoda za odredivanje aktivnosti SOD. Kao ,,hvata¢* slobodnih radikala
najcesce se koristi NBT kojeg nastali superoksidni anioni (O>™) reduciraju u NBT-formazan.
U odredivanju aktivnosti SOD mimetika, mjeri se njihova sposobnost vezanja superoksidnih
aniona Sto dovodi do smanjenja redukcije NBT. U ovom radu ispitana su dva postupka

temeljena na ovoj metodi, nazvanih Metoda 1 i Metoda 2 [33, 34, 35].

U Tablici 1. prikazane su vrijednosti o€itanih apsorbancija, dobivenih prema Metodi 1. 1z
grafa na Slici 13. je vidljivo da su vrijednosti apsorbancija nasumicne i iz njih nije bilo
moguce odrediti % inhibicije za ispitivani spoj. Nakon dodatka NBT, nije opazen znacajan
razvoj plave boje, karakteristican za redukciju NBT u NBT-formazan. U uzorcima nije bilo
vidljivo znacajnije obojenje niti nakon modifikacije protokola u kojem je povecana

koncentracija NBT kao indikatora promjene boje.

Tablica 1. Vrijednosti apsorbancije za spoj ZniL;, dobivene metodom s alkalnim DMSO

prema Metodi 1.

Koncentracija uzorka (uM) | 0 (SP) 15 25 50 100 150 300

Apsorbancija (A =560 nm) | 0,128 | 0,074 | 0,119 | 0,100 | 0,106 | 0,067 | 0,116

% inhibicije - - - - - - -

ICso -

23



o0 -

80 T
70 +
60 +

L

=

=2 50T

E=

g «0t°

=]

s 30+
20 + +
10 + .
0

0 S0 10 150 200 250 300 350

koncentracija uzorka (UM)

Slika 13. Graficki prikaz ovisnosti % inhibicije o koncentraciji uzorka (uM) prema Metodi
1.

Ovu metodu koristili su Joseph 1 sur. [36] kako bi odredili ICso vrijednosti niza
novosintetiziranih kompleksa s razli¢itim metalima. Te su vrijednosti bile u rasponu od 85 -
98 uM, pri ¢emu je upravo kompleks sa Zn imao najmanju vrijednost, ICso = 85 uM. U
navedenom radu odredena je i ICso vrijednost Cu,Zn-SOD nativnog enzima koja je iznosila
0,04 uM. Patel i sur. [40] ovom su metodom odredili SOD mimeticku aktivnost Ni-
kompleksa koja je iznosila od 40 - 65 uM. Medutim, opisana metoda nije bila pogodna za

nas uzorak $to moze biti posljedica slabije SOD mimeticke aktivnosti ispitivanog spoja.

Metoda 2 je nesSto pojednostavljena u odnosu na Metodu 1. ZnaCajno je povecana
koncentracija NBT u sustavu, te je istodobno smanjena ukupna koli¢ina same reakcijske
smjese. Na Slici 14. vidljiva je promjena boje uzoraka od tirkizno plave za uzorke s manjom
koncentracijom ispitivanog spoja do gotovo gubitka boje pri ve¢im koncentracijama. U
Tablici 2. su prikazane vrijednosti apsorbancije ispitivanog spoja kao 1 izraunati %
inhibicije 1 ICso vrijednost SOD mimeticke vrijednosti dobivene Metodom 2. Vrijednost ICso

odredena je iz grafickog prikaza na Slici 15. 1 iznosila je 117 uM.
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Slika 14. Promjena boje uzorka ovisno o koncentraciji ispitivanog spoja dobivena

Metodom 2.

Tablica 2. Vrijednosti apsorbancije te izracunati % inhibicije i ICso vrijednost SOD

mimeticke vrijednosti ZniLi, dobivene metodom s alkalnim DMSO prema Metodi 2.

Apsorbancija (A =560 nm) | 0,116 | 0,107 | 0,084 | 0,069 | 0,064 | 0,060 | 0,055
% inhibicije - 13,71 | 32,26 | 44,35 | 48,39 | 51,61 | 55,65
ICso (UM) 117
6{}_
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Slika 15. Graficki prikaz ovisnosti % inhibicije o koncentraciji uzorka prema Metodi 2.

25



Kako bi se ispitao utjecaj vremena na sposobnost spoja da veze nastale superoksidne anione,

uzorcima je ponovno izmjerena apsorbancija nakon inkubacije od 10 min. Vrijednosti %

inhibicije kao i odredena ICso vrijednost, prikazane su u Tablici 3. i na grafickom prikazu

na Slici 16. Iz rezultata se moze zakljuciti da vrijeme nije znacajnije utjecalo na ICsg

vrijednost ispitivanog spoja, koja je nakon 10 min iznosila 98 uM.

Tablica 3. Vrijednosti apsorbancije te izraCunati % inhibicije 1 ICso vrijednost SOD

mimetic¢ke vrijednosti ZnLi, dobivene metodom s alkalnim DMSO prema Metodi 2 nakon

inkubacije od 10 min.

Koncentracija uzorka
0 (SP) 15 25 50 100 150 300
(M)
Apsorbancija (A =560 nm) | 0,124 | 0,111 | 0,087 | 0,069 | 0,063 | 0,061 | 0,057
% inhibicije - 11,29 | 29,84 | 44,35 | 49,19 | 50,81 | 54,03
ICs0 (uM) 98
60 T
50 - ’
a0 +
2
E 30 +
=
o 20 +
10 +
[} t t t t t } |
] 50 100 150 200 250 300 350

koncentracija nzorka (M)

Slika 16. Graficki prikaz ovisnosti % inhibicije o koncentraciji uzorka prema Metodi 2

nakon 10 minuta inkubacije.
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4.2 Odredivanje SOD mimetic¢ke aktivnosti metodom s riboflavin-
metionin sustavom

Neenzimatska metoda koja se zasniva na fotoredukciji riboflavina u prisutnosti metionina
Cesto se koristi za odredivanja SOD mimeticke aktivnosti [29, 31]. Prilikom fotoredukcije,
nastaju slobodni superoksidni anioni koji reduciraju NBT koji sluzi kao indikator. Na Slici
17. prikazana je promjena boje iz tamno plave u svjetliju s porastom koncentracije

ispitivanog uzorka, a samim time raste i njegova uc¢inkovitost vezanja slobodnih radikala.

Slika 17. Promjena boje uzorka ovisno o koncentraciji ispitivanog spoja dobivena

fotoredukcijom u riboflavin — metionin sustavu.

U Tablici 4. su prikazane vrijednosti apsorbancije ispitivanog spoja kao i izracunati %
inhibicije 1 ICso vrijednost SOD mimeticke vrijednosti dobivene fotoredukcijom u riboflavin
— metionin sustavu. Vrijednost ICso odredena je iz grafickog prikaza na Slici 18. i iznosila
je 228 uM. Ovom metodom dobivene su gotovo dvostruko vece vrijednosti za ICso u odnosu

na Metodu 2 s alkalnim DMSO §to moze biti rezultat manje osjetljivosti ove metode.

Zhao 1 sur. [41] su metodom s riboflavin-metionin sustavom odredivali SOD aktivnost tri
niklova kompleksa, pri ¢emu je ona iznosila 31, 44 1 56 uM. Istom su metodom Deawati 1
sur. odredivali SOD aktivnost manganova kompleksa kojemu je utvrdena vrlo niska

vrijednost ICso od 2,7 uM $§to upucuje na vrlo visoku mimeti¢ku sposobnost takvoga spoja.
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Tablica 4. Vrijednosti apsorbancije te izraCunati % inhibicije i ICso vrijednost SOD

mimeticke vrijednosti ZniL;, dobivene metodom s riboflavin — metionin sustavom.

Koncentracija uzorka
0 (SP) 50 100 150 200 250 300
(M)
Apsorbancija (A =560 nm) | 1,187 | 1,106 | 1,072 | 0,781 | 0,645 | 0,559 | 0,522
% inhibicije - 6,82 | 9,69 | 34,20 | 45,66 | 52,91 | 56,02
ICso (uM) 228
60 T :
50 b
"
O a0 +
) .
=5 307
=
£ 1
10 4 —~ i}
0 ..I i t } } 4 |
0 50 100 150 200 250 300 350

koncentracija uzorka (UM)

Slika 18. Graficki prikaz ovisnosti % inhibicije o koncentraciji uzorka (uUM) prema metodi

s riboflavin — metionin sustavom.
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5. Zakljucak

U radu su usporedene metode za odredivanje SOD mimeticke aktivnosti cinkova kompleksa
ZniL;. Koristene su tri neenzimatske metode od kojih se dvije temelje na alkalnom DMSO
kao izvoru superoksidnih aniona, te jedna koja koristi fotoredukciju u sustavu riboflavin-
metionin kako bi se generiralo superoksidne anione. U svim metodama je NBT sluzio kao
indikator, tj. ,,hvatac* nastalih superoksidnih aniona. Metodom 1 nije bilo moguce odrediti
SOD aktivnost ispitivanog spoja, dok je Metodom 2 odredena ICso koja je iznosila 117 pM.
Vrijeme inkubacije reakcijske smjese nije imalo znatan utjecaj na dobivenu 1Csg vrijednost.
Kod metode s fotoredukcijom riboflavina, ICso vrijednost iznosila je 228 uM iz ¢ega se moze
zakljuciti da je ova metoda manje osjetljiva 1 time manje pogodna za odredivanje SOD
mimetiCke aktivnosti ispitivanog spoja. Usporedbom dobivenih vrijednosti, neovisno o

metodi, s literaturnim podacima, vidljivo je da spoj ZniL; pokazuje slabiju SOD aktivnost.
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6. Popis kratica

Cul - kompleks bakra s izatinom i 1,3-diaminopropanom

Cu2 - kompleks bakra s izatinom i 2-(2-aminoetil) piridinom

DMSO - dimetilsulfoksid

DNA - eng. Deoxyribonucleic acid

EcSOD - eng. External SOD

EUK-8 - N,N'-bis(saliciliden) etilendiamin klorid

GSH peroksidaza - glutation peroksidaza

GSSG - GSH disulfid

KPB - kalij-fosfatni pufer

L - 6-{[2-(fenilkarbonil)hidrazino ]karbonil } piridin-2-karboksilna kiselina
M40403 - (N,N'-bis{(1R,2R)-[2-(amino)]cikloheksil}-1,2-diaminoetan tetrahidroklorid)
MnBuOE - (Mn((IIT)mezo-tetrakis(N-n-butoksietilpridin-2-il)porfirin
MnDPDP - trinatrijev mangafodipir

NBT - nitroplavo tetrazolijev klorid

ROS - eng. Reactive Oxygen Species

RNS - eng. Reactive Nitrogen Species

SP - slijepa proba

SOD - superoksid dismutaza

TEMPOL - (4-hydroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksil)
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