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Predgovor

Dok se priblzavam kraju najviseg stepena studija obuzimaju me neopisivo zadovoljstvo,
sreca i osecaj licne ispunjenosti, koji ne bi bili potpuni bez izrazavanja zahvalnosti onima koji su
mi na bilo koji nacin pomogli u tome.

Ova doktorska disertacija je uradena u okviru istraZivanja na projektu ,, Sinteza,
karakterizacija i bioloska ispitivanja steroidnih derivata i njihovih molekulskih agregata‘ (broj
projekta: 172021) finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije. Najvecéi deo eksperimentalnog istrazivanja je sproveden u Laboratoriji za
biohemiju i molekularnu biologiju Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog
fakulteta Univerziteta u Novom Sadu, dok se deo koriscenih aparata i opreme nalazi u okviru
drugih laboratorija istog departmana, kao i na Departmanu za hemiju, biohemiju i zastitu
Zivotne sredine. lspitivanje antiproliferativne aktivnosti odabranih modifikovanih steroida
sprovedeno je u Laboratoriji za eksperimentalnu onkologiju Instituta za onkologiju Vojvodine u
Sremskoj Kamenici, dok je za studije protein-ligand interakcija fluorescentnom spektroskopijom
koriséena oprema Centra za nanobiologiju i strukturnu biologiju u Novim Hradima, u Ceskoj.

Zahvaliti na adekvatan nacin svim pojedincima cija podrska je doprinela da se ove
korice potpisane mojim imenom nalaze u rukama citaoca ¢ini mi se jednako zahtevno kao i
izrada same doktorske disertacije.

Pre svega, veliku zahvalnost izrazavam mojim mentorima, dr Andelki Celi¢ i dr Suzani
Jovanovi¢-Santa, vanrednim profesorima Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu, pod
Cijim rukovodstvom je realizovana ova doktorska disertacija. Hvala vam za svu strucnu pomoc i
dragocene savete tokom istrazivackog rada, nesebicno pruzanje znanja, konstruktivne sugestije i
usmeravanje tokom izrade same doktorske disertacije. Zahvaljujem vam se i na poverenju da kao
istraziva¢ budem ucesnik medunarodnih projekata pod vasim rukovodstvom, cime mi je
omogucen napredak u naucnoj karijeri. Dr Andelki Celi¢ se posebno zahvaljujem §to me je
prihvatila u svoju laboratoriju i sa velikim strpljenjem uvela u uzbudljiv svet tehnika
molekularne biologije, a dr Suzani Jovanovié-Santa, koja kroz mentorstvo prati moj naucni
razvoj jos od osnovnih studija, dugujem posebnu zahvalnost §to me je zainteresovala za
kompleksnu oblast biohemije steroida i pomogla mi da je razumem.

Veliku zahvalnost uputila bih i uvazenim clanovima Komisije, dr Radivoju Prodanovicu,

redovnom profesoru Hemijskog fakulteta u Beogradu, i dr Andrei Nikoli¢, docentu Prirodno-



matematickog fakulteta u Novom Sadu, na izdvojenom vremenu i posvecenosti prilikom citanja
ove doktorske disertacije, kao i na korisnim savetima kako da poboljsam njen kvalitet.
Dr Edwardu Petriju, vanrednom profesoru Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu, se,
pored ogromne strucne pomoci i spremnosti da odgovori na svako moje pitanje, od srca
zahvaljujem na vecitom optimizmu kojim zradi, a koji cesto nedostaje u laboratoriji. Cak i kada
bih bila potpuno uverena da eksperiment nije uspeo, on bi pruzio utehu pronalaskom potpuno
originalnog resenja zasto su dobijeni rezultati ipak dobri i konstantno me ohrabrivao. Dr Mariji
Sakac, redovnom profesoru Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu, se najlepse
zahvaljujem na svemu sto je ucinila za mene, u prvom redu na velikoj podrsci i zalaganju kada
mi je bilo najpotrebnije, kao i na poverenju koje mi je ukazala ukljucujuéi me u rad na projektu
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja pod njenim rukovodstvom. Ovom prilikom
istakla bih duboku zahvalnost i kolegama sa projekta: vanr. prof. dr Jovani Ajdukovic,
doc. dr Andrei Nikoli¢, doc. dr Marini Savié, doc. dr Aleksandru Okljesi, dr lvani Kuzminac i
MSc Vidaku Raicevicu bez cijih sintetisanih jedinjenja, ne bi bilo ni ove doktorske disertacije.
Kada sam kod nabrajanja kljucnih komponenata bez kojih disertacija ne bi danas imala ovakvu
formu, moram naglasiti i darezljivost koju su pokazali dr Blake Peterson, dr Gianfranco Gilardi,
dr Gilles Truan i dr Norio Kagawa ljubaznim ustupanjem plazmidnih konstrukata i sojeva
kvasca koris¢enih u ovom istrazivanju. Dr Vesni Koji¢, naucnom saradniku sa Instituta za
onkologiju Vojvodine u Sremskoj Kamenici, sam veoma zahvalna na izvedenim testovima
ispitivanja citotoksicnosti odabranih modifikovanih steroida na tumorskim celijama.

Ovim putem volela bih da se zahvalim i svim kolegama sa Katedre za biohemiju i hemiju
prirodnih proizvoda, sa kojima je pravo zadovoljstvo saradivati. Istakla bih prijateljski odnos sa
naucnim saradnicima, dr Milenom Rasetom i dr Sanjom Krsti¢, koja mi je pomogla oko pripreme
biljnih ekstrakata korisé¢enih u disertaciji, kao i sa MSc Tatjanom Majki¢, MSc Diandrom Pinta¢
i jedinstvenom Macom.

Veliko zadovoljstvo mi je da spomenem imena clanova Laboratorije za biohemiju i
molekularnu biologiju Departmana za biologiju i ekologiju koji su me od prvog dana srdacno
prihvatili i ucinili da se osecam kao potpuno ravnopravni ¢lan njihovog fenomenalnog tima.
Dr Danijeli Koji¢ i dr Jeleni Pura¢, vanrednim profesorima Prirodno-matematickog fakulteta u
Novom Sadu, se, osim mnoStva Strucnih saveta i interesovanja koje Su pokazale za moju

doktorsku disertaciju, zahvajujem na lepim jutarnjim razgovorima kojima smo zapocinjale dan.



Jovani i Maji, od kojih niko nije mogao bolje razumeti lepe i one manje lepe trenutke doktorskih
studija, se od srca zahvaljujem na spremnosti da mi pomognu u svakom trenutku, na svim nasim
malim razgovorima i divnoj kolegijalnosti. Nikada necu zaboraviti vreme koje smo zajedno
provele tokom istrazivackih boravaka u inostranstvu. Tanja i Snezo, vama Zelim da se zahvalim
na veoma prijatnim i ohrabrujuéim razgovorima koje smo vodile u pauzama rada, kao i na tome
Sto bih se u vasoj blizini u laboratoriji uvek osecala potpuno bezbrizno, cak i ako nesto krene po
zlu. Zahvaljujucéi Ivinom impresivnom poznavanju pravopisa srpskog jezika sa lakocom sam
resavala jezicke nedoumice u okviru doktorske disertacije i mnogo joj hvala na tome. Zeljku,
Elviri, Milosu, Srdani i Ani hvala na lepoj saradnji i prijatnoj atmosferi u laboratoriji.

Sa druge strane, bez mojih brojnih prijatelja dragoceni trenuci slobodnog vremena ne bi
bili u potpunosti ispunjeni, te im upucujem iskrenu zahvalnost Sto mi ih ulepsavaju svih ovih
godina. Ovu doktorsku disertaciju od srca posvecujem onima koji imaju najvecu zaslugu za to
Sto sam danas, mojim voljenim roditeljima, c¢ija bezgranicna ljubav, podrska i pozZrtvovanost me
prate ceo zivotni put. Beskrajno vam hvala sto ste Uvek bili tu, nesebicno ulagali u mene, ucili me
pravim vrednostima, verovali i kada ja nisam, nemoguce cinili mogucim, ispracali me i
docekivali. Kod izrazavanja zahvalnosti koju osecam prema vama ponestaju prave reci, a naviru
suze. Neizmernu zahvalnost dugujem i bratu Milanu, koji je razumeo sva moja ucenja do kasno u
noé, jos iz skolskih dana, i Ciji su bezrezervna podrska i oslonac kroz Zivot znacajno doprineli
mojim uspesima. Bez daljnjeg, veliki doprinos u ostvarenju ovog Zivotnog cilja imali su i ostali
¢lanovi moje porodice, pri cemu bih posebno izdvojila moje drage bake, Kaku, u idili cijeg
cvetnog dvorista u selu je bilo najlepSe uciti, koja je uvek bdila nada mnom, neumorno se svima
hvalila mojim dostignu¢ima i c¢ija dobrota i vedri duh ne poznaju granice, i Milevu iz cijih
Zivotnih saveta, mudrosti i iskustva sam mnogo naucila. Na kraju, mom dragom Dusanu, u cijem
zagrljaju je Zivot dobio potpuno novi smisao i ¢ijim osmehom su otklanjane poteskoée na ovom
putu, iz dubine duse upucujem zahvalnost za svu pruzenu ljubav, razumevanje i strpljenje tokom
proteklih godina. Mnogo sam srecna Sto vas imam, a u isto vreme tuzna sto ste osetili teZinu ove
doktorske disertacije.

Najlepse vam svima hvala!

Novi Sad, januar 2020. Sofija Beki¢



Mami i tati za svu ljubav.



ADT
AF
AIS
AP1
AR
ARE
ASD
ATP
bp
cAMP
CARM1
CBP
CCDC
cDNK
cLogP
CPR
CRPC
CTE
CYP
DBD
DBF
DHEA
DHT
DMEM
DMSO
DOX

Lista skracenica i pojmova

Androgen-deprivaciona terapija

Engl. activation function

Sindrom neosetljivosti na androgene (engl. androgen insensitivity syndrome)
Engl. activating protein 1

Androgeni receptor

Elementi odgovora na androgene (engl. androgen response elements)
Androstendion

Adenozin trifosfat

Bazni par

Cikli¢ni adenozin monofosfat

Engl. coactivator-associated arginine methyltransferase 1

Engl. CREB-binding protein

Engl. Cambridge Crystallographic Data Centre

Komplementarna DNK

Logaritamska vrednost particionog koeficijenta

Citohrom P450 reduktaza

Kancer prostate rezistentan na kastraciju (engl. castrate resistant prostate cancer)
C terminalni produzetak (engl. C terminal extension)

Familija citohrom P450 proteina

DNK vezujué¢i domen (engl. DNA binding domain)

Dibenzilfluorescein

Dehidroepiandrosteron

Dihidrotestosteron

Dulbekov modifikovani medijum (engl. Dulbecco's modified Eagle's medium)
Dimetilsulfoksid

Doksorubicin



DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DTT Ditiotreitol

E Eluat

El Estron

E2 Estradiol

EDTA Etilendiamintetrasiréetna Kiselina

ELISA Enzimski imunoadsorpcioni test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

EPR Elektronska paramagnetna rezonanca

ER Estrogeni receptor

ER+ Estrogen receptor pozitivno

ERE Elementi odgovora na estrogene (engl. estrogen response elements)

ERR Receptori srodni estrogenim (engl. estrogen related receptors)

EXM Eksemestan

F Frakcije nakon ekskluzione hromatografije

FCS Fetalni tele¢i serum (engl. fetal calf serum)

FOR Formestan

FRET Fluorescentni rezonantni transfer energije (engl. fluorescence resonance energy
transfer)

FT Proto¢na frakcija (engl. flow through)

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

GA Geneticki algoritam

GFP Zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)

GnRH Gonadotropin-oslobadajué¢i hormon (engl. gonadotropin-releasing hormone)

GPCR G protein-kuplovani receptor (engl. G protein-coupled receptor)

H295R Celijska linija adrenokortikalnog karcinoma

HRE Elementi hormonskog odgovora (engl. hormone response elements)

HRT Hormonska supstituciona terapija (engl. hormone replacement therapy)



HSD
Hsp
HTS
ICso
IMAC

IPTG
JEG-3
Kd

LB
LBD
LH
LHRH

M
MAPK
MCF-7
MMF94s
MRC-5
MTT
NADPH
NI

NLS
NMR
NTD
oD

ORI

Hidroksisteroid dehidrogenaza

Protein toplotnog Soka (engl. heat shock protein)

Testiranje velikog broja uzoraka odjednom (engl. high throughput screening)
Polovina maksimalne inhibitorne koncentracije

Afinitetna hromatografija sa imobilisanim metalom (engl. immobilized metal
affinity chromatography)

Izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

Celijska linija horiokarcinoma

Konstanta disocijacije

Lizat

Medijum za gajenje bakterija (engl. lysogeny broth)
Ligand vezuju¢i domen (engl. ligand binding domain)
Luteiniziraju¢i hormon

Luteiniziraju¢i hormon-oslobadajuc¢i hormon (engl. luteinizing hormone-releasing
hormone), u literaturi poznat i kao GnRH

Marker

Protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase)
Celijska linija estrogen receptor pozitivnog adenokarcinoma dojke
Polje sile (engl. merck molecular force field 94)

Celijska linija zdravih fibroblasta plu¢a
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Neindukovana kontrola

Nuklearni lokalizacioni signal

Nuklearna magnentna rezonantna spektroskopija

N-terminalni domen

Opticka gustina (engl. optical density)

Mesto pocetka replikacije (engl. origin of replication)



p300
PAGE

PC-3
PDB
PEG
PMSF
polyQ
PSA
Rf
RMSD
SARM

SD-

SDS
SERD

SERM

SIL
SN
Spl
SPA
SRC
sSDNK

Spojene (engl. pooled) frakcije
Engl. E1A-associated protein p300

Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (engl. polyacrylamide gel
electrophoresis)

Celijska linija adenokarcinoma prostate

Baza podataka o proteinima (engl. Protein Data Bank)

Polietilenglikol

Fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmetylsulfonyl fluoride)
Poliglutaminski trakt

Specifi¢ni antigen prostate (engl. prostate specific antigen)

Retencioni faktor

Srednja kvadratna standardna devijacija (engl. root-mean-square deviation)

Selektivni modulatori androgenih receptora (engl. selective androgen receptor
modulators)

Selektivni medijum u odsustvu odgovarajuée aminokiseline/a (engl. synthetic
drop-out)

Natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

Selektivni agensi za degradaciju estrogenih receptora (engl. selective estrogen
receptor degrader)

Selektivni modulator estrogenih receptora (engl. selective estrogen receptor
modulator)

Sildenafil

Supernatant

Engl. specificity protein

Test blizine scintilacije (engl. scintillation proximity assay)
Koaktivator steroidnih receptora (engl. steroid receptor coactivator)
Jednolancana DNK (engl. single stranded DNA)

Talog

Testosteron



B
TBP
TLC
TMX

YAS
YES
YFP
YPD

Medijum za gajenje bakterija (engl. terrific broth)

TATA vezujuéi protein (engl. TATA box binding protein)
Tankoslojna hromatografija (engl. thin-layer chromatography)
Tamoksifen

Frakcija nakon ispiranja His trap kolone

Androgeni skrining test u kvascu (engl. yeast androgen screen)
Estrogeni skrining test u kvascu (engl. yeast estrogen screen)
Zuti fluorescentni protein (engl. yellow fluorescent protein)

Medijum za gajenje kvasaca (engl. yeast extract-peptone-dextrose)
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1.UVOD
Razvoj antikancerskih agenasa predstavlja pravi izazov 21. veka. lako je napredak

medicine doveo do poboljsanja kvaliteta zivota, kancer se i dalje javlja sa velikom ucestalo$¢u i
smrtno$¢u. Kanceri reproduktivnih tkiva predstavljaju zdravstveni problem globalnih razmera,
pa se veliki napori ulazu u otkrivanje efikasnijih terapijskih pristupa [1]. Trenutno postoje dva
osnovna aspekta le¢enja: metode lokalne terapije, koje obuhvataju hirurske tretmane i
radioterapiju, i metode sistemskog lecenja, koje obuhvataju primenu specifi¢cnih lekova koji
krvotokom dospevaju do ciljnog tumorskog tkiva (citostatici, hormonska, ciljana i imuno
terapija) [2].

Pored toga $to imaju klju¢nu ulogu u fizioloskom razvoju i funkcionisanju reproduktivnih
tkiva i organa, steroidni hormoni su ukljuceni i u njihove maligne promene, kao i u nastanak
drugih Dbolesti i stanja zavisnih od koncentracije ovih hormona. Veliki broj kancera
reproduktivnih tkiva zavisan je od koncentracije steroidnih hormona, te iz tog razloga, snizavanje
njihove koncentracije ili spre¢avanje delovanja moze dovesti do smanjenja ili zaustavljanja
proliferacije hormonski zavisnih ¢elija kancera. Efikasni terapijski pristupi u ovom polju
obuhvataju selektivnu inhibiciju odredenih enzima steroidogeneze i/ili blokiranje vezivanja
steroidnih hormona za specifi¢ne receptore [3].

Steroidni hormoni svoju fizioloSku aktivnost ispoljavaju vezivanjem za specifi¢ne
steroidne receptore, koji pripadaju familiji nuklearnih receptora, odnosno transkripcionih faktora
koji se aktiviraju ligandima. Mehanizam njihovog delovanja obuhvata dimerizaciju receptora
nakon specificnog vezivanja liganda, translokaciju nastalog kompleksa u jedro i interakciju sa
koregulatornim proteinima i specifi¢cnim sekvencama DNK, $to rezultuje transkripcijom ciljnih
gena [4]. Estrogeni hormoni ispoljavaju fizioloske efekte specifiénim vezivanjem za dve
izoforme estrogenog receptora, o i B (ERa i ERp) [5], stimuliSu¢i na taj nacin rast i proliferaciju
zdravih epitelijalnih, ali i estrogen-zavisnih malignih ¢elija dojke [6], jajnika [7] i drugih
endokrinih tkiva. Sa druge strane, aktivnost androgena vezivanjem za androgene receptore (AR)
je esencijalna za normalan razvoj prostate i drugih reproduktivnih tkiva muskaraca, ali i razvoj i
napredovanje kancera prostate, u ¢ijim je mnogim tipovima uo¢ena povecana ekspresija ovog
receptora [8]. S obzirom na znacaj steroidnih receptora kao terapijskih meta, ne samo kod
kancera reproduktivnih tkiva, ve¢ i kod raznih drugih stanja i bolesti zavisnih od steroidnih

hormona [9,10], medu istrazivac¢ima vlada veliki interes za razvoj metoda za otkrivanje njihovih

1
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liganada. Budu¢i da neki od testova opisanih u literaturi nose bezbednosne probleme, a drugi
zahtevaju skupu opremu i posebne licence [11-14] razvijanje nove neradioaktivne i
netranskripcione metode sa visokom specifi¢énoscu i niskim troskovima izvodenja se namece kao
bitan cilj istrazivanja.

Tokom reproduktivnog perioda kod Zena estrogeni se pretezno sintetiSu pod dejstvom
steroidogenog enzima aromataze u jajnicima, medutim, nakon menopauze, kada jajnici izgube
svoju funkciju, osnovni izvor estrogena postaje konverzija androgena delovanjem aromataze u
perifernim tkivima [15]. Aromataza ima bitne uloge u seksualnoj diferencijaciji i reprodukciji, ali
i U kancerogenezi, pa je tako u tumorskom tkivu dojke uo¢ena njena povecana ekspresija i visi
nivo estrogena u odnosu na zdravo tkivo [16]. Imaju¢i u vidu navedeno, kao i ¢injenicu da
najveci procenat obolelih ¢ine zene u postmenopauzi, inhibicija aromataze je klju¢ni terapijski
pristup u tretmanu estrogen-zavisnog kancera dojke kod zena u ovom dobu. Inhibitori aromataze
mogu smanjiti nivo estrogena i preko 90% i predstavljaju standardnu terapiju u leCenju ove
maligne bolesti [15,17]. Zbog prate¢ih nezeljenih efekata prilikom terapije postoje¢im
inhibitorima aromataze, tezi se otkrivanju novih, sa povecanom specifi¢nos¢u i efikasnoscu.
Eksperimentalne metode za odredivanje aktivnosti aromataze su od klju¢nog znadaja za
ispitivanje njenih inhibitora, a time i otkrivanje potencijalnih terapeutika. lako je u literaturi
opisano nekoliko in vitro i in vivo metoda [18-22], mnoge istrazivacke grupe i dalje rade na
razvoju novih visoko specifi¢nih, ekonomi¢nih u smislu vremena i tro§kova, reproducibilnih
metoda, bez Stetnih uticaja po ljudsko zdravlje.

Zahvaljujuéi svojim strukturnim karakteristikama i mogucnosti modifikacije steroidnog
jezgra, ¢ime se znacajno uti¢e na njihovu biolosku aktivnost, steroidna jedinjenja su izuzetno
atraktivni kandidati za inhibiciju steroidogenih enzima i promenu moguénosti delovanja
steroidnih receptora [23]. Da li novootkriveno bioloski aktivno jedinjenje pozitivno uti¢e na
le¢enje pacijenta obolelog od kancera najprecizniji odgovor daju klini¢ka ispitivanja, medutim,
zbog etickih 1 finansijskih ogranicenja, prethode im istrazivanja koja se izvode na
eksperimentalnim organizmima kao model-sistemima [24]. Takva istraZivanja Cesto zahtevaju
rad na rekombinantnom proteinu eksprimiranom u odgovaraju¢em model sistemu koji
karakterise jednostavno i jeftino laboratorijsko uzgajanje i genom kojim se lako manipulise [25].

Dakle, osim na sintezu strukturno modifikovanih steroidnih jedinjenja, intenzivna biomedicinska
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istrazivanja su fokusirana i na razvoj bioloskih testova za procenu afiniteta vezivanja jedinjenja

za steroidne receptore, kao i inhibiraju¢eg potencijala prema aromatazi.
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2. OPSTI DEO
Opsti deo doktorske disertacije obuhvata pregled vladajucih stavova u nau¢noj literaturi u

oblasti biohemije steroida, tj. pregledni prikaz postojecih podataka o biosintezi i mehanizmu
delovanja steroidnih hormona, kancerogenezi, u kojoj signaling steroidnih hormona igra
centralnu ulogu, kao i identifikovanju strukturnih analoga endogenih hormona sa terapeutskim

potencijalom primenom metoda zasnovanih na razli¢itim principima.

2.1. Steroidni hormoni
Endokrini sistem je mesto sinteze tri tipa hormona: steroidnih, peptidnih i derivata

aminokiselina. Steroidni hormoni su lipofilni molekuli sa ulogom sekundarnih glasnika u
mnogim organizmima, gde reguliSu Sirok spektar fizioloskih procesa od fetalnog do odraslog
doba. Primarna mesta njihove sinteze i sekrecije su gonade, nadbubrezne zlezde i placenta. U
zavisnosti od funkcije i vrste receptora za koji se vezuju, steroidni hormoni su grupisani u pet
klasa: androgeni, estrogeni, progestini, glukokortikoidi i mineralokortikoidi. Deluju¢i na $irok
spektar tkiva, oni uticu na reproduktivnu fiziologiju, osmotsku ravnotezu i metabolizam, kao i
mnoge druge esencijalne fizioloske procese [26,27]. Osim za fizioloski razvoj odredenih tkiva i
organa, steroidni hormoni mogu biti ukljuceni i u njihove patoloske promene [28].

U daljem tekstu posebna paznja je posvecena androgenim i estrogenim hormonima, kao i
predstavljanju terapeutskog potencijala derivata steroidnih hormona u lecenju hormonski
zavisnih kancera, kao i nesteroidnih jedinjenja donekle strukturno sli¢nih estrogenima,

fitoestrogena.

2.1.1. Struktura i fizioloski efekti steroidnih hormona
Steroidni hormoni su medusobno strukturno sli¢na steroidna jedinjenja koja deluju kao

signalni molekuli. Organizam ih sintetiSe u cilju regulacije odredenih fizioloskih i metaboli¢kih
funkcija, do koje dolazi nakon njihovog vezivanja za specifi¢ne receptore eksprimirane u ciljnim
¢elijama. Ovi fizioloski aktivni steroidi su derivati zajednickog prekursora, holesterola, iz kog se
dobijaju nizom enzimski katalizovanih reakcija u procesu steroidogeneze. Osnovu njihove
strukture €ini policikli€éni molekul sa cetiri medusobno povezana ugljenicna prstena (A, B, C-
cikloheksanski i D-ciklopentanski), tzv. ciklopentanoperhidrofenantren ili steran (Slika 1.a) [27].
Zahvaljuju¢i hidrofobnom karakteru steranskog jezgra, ovi bioaktivni molekuli mogu lako da
difunduju kroz ¢elijske membrane, dok u telesnim te¢nostima nisu rastvorljivi, te za transport

krvotokom zahtevaju prisustvo specifi¢nih transportnih proteina [29,30].
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Numeracija C atoma steroidnih hormona je identi¢na kao kod holesterola-poCinje na A
prstenu, nastavlja se na B, C i D (1-17), zatim se angularne metil grupe obeleZavaju sa 18 i 19 i
zavrSava Se na bo¢nom lancu (20-27) (Slika 1.b). lako nisu planarni molekuli, steroidni hormoni
se Cesto zbog pojednostavljenja tako prikazuju, te je preporucljivo obeleziti orijentaciju atoma
vodonika i supstituenata vezanih za steroidni skelelet (alfa polozaj-ispod ravni, beta polozaj-
iznad ravni). Ono po ¢emu se medusobno razlikuju klase steroidnih hormona su priroda i polozaj
supstituenata, kao i nezasic¢enost, §to direktno utice na fizicke i hemijske karakteristike molekula
i doprinosi specificnim interakcijama sa drugim biomolekulima, odredujué¢i njihovu biolosku
aktivnost i obezbedujuci specificnost. Atom kiseonika na poziciji C-3 koji poseduju svi steroidni
hormoni moze biti u okviru hidroksilne ili keto grupe, dok ostali najées¢i polozaji supstituenata
fizioloski aktivnih steroidnih hormona obuhvataju C-11 i C-21 kod kortikosteroida i C-17, gde se
keto grupa javlja kod androstendiona i estrona, a hidroksilna kod testosterona i estradiola.
Skrac¢ivanje ili uklanjanje bocnog lanca holesterola dovodi do nastanka C21 jedinjenja
pregnanske serije (progestini i kortikosteroidi), potpunim uklanjanjem nastaju C19 jedinjenja
androstanske serije (androgeni), dok se aromatizacijom A prstena eliminise C-19 metil grupa sto
rezultuje nastankom estranske serije jedinjenja (estrogeni) [31].

a)

oosd

Slika 1. a) Ciklopentanoperhidrofenantren b) Numeracija C-atoma steroida na primeru holesterola.

Osim na osnovu strukture, podela steroidnih hormona je izvrSena i na osnovu mesta
sinteze na polne, koji se primarno sintetiSu u polnim Zzlezdama (jajnicima i testisima), i
kortikosteroidne, koji nastaju u kori nadbubreznih Zlezda. Dalja klasifikacija obuhvata pet grupa:
androgeni, estrogeni, progestini, glukokortikoidi i mineralokortikoidi, ¢iji su predstavnici,
primarna mesta biosinteze i vazne funkcije koje imaju u organizmu prikazani u Tabeli 1
[27,30,32].
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Tabela 1. Pregled strukture i funkcije najaktivnijeg predstavnika svake klase steroidnih hormona i primarnih mesta
njihove biosinteze.

Klasa Mesto sinteze  Predstavnik Struktura Funkcija i efekti
Testisi OH Androgeni efekti (rast i razvoj
reproduktivnih tkiva, primarne i
Jajnici sekundarne polne karakteristike
Androgeni Testosteron mugkaraca)
Nadbubrezne

zlezde (zona Anabolicki efekti (sinteza
reticularis) o proteina)

Rast i razvoj reproduktivnih tkiva,
primarne i sekundarne polne

Granuloza ¢elije karakteristike Zena

jajnika . .
Estrogeni Estradiol Regulacija menstrualnog ciklusa
Nadvbubrezne Neuronedokrini i
Zlezde

kardiovaskularni efekti

Regulacija metabolizma kostiju

Corpus luteum

Placenta
Progestini Progesteron Regulacija menstrualnog ciklusa,
9 Nadbubrezne 9 trudnode 1 embriogeneze
zlezde

0] 0 e, .

Povecanje nivoa Secera u krvi
(stimulisanjem glukoneogeneze)

Nadbubrezne "OH
Glukokortikoidi Zlezde (zona Kortizol ‘ Antiinflamatorno delovanje

fasciculata) H
H Regulacija metabolizma proteina,

lipida i ugljenih hidrata

Odrzavanje balansa soli i vode u
organizmu
Nadbubrezne
Mineralokortikoidi Zlezde (zona Aldosteron
glomerulosa)

Tubularna reapsorpcija Na* i
sekrecija K* i H*

Regulacija krvnog pritiska
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2.1.2. Biosinteza steroidnih hormona-steroidogeneza
Steroidogeneza predstavlja visefazni proces biosinteze steroidnih hormona iz holesterola

biosintezu steroidnih hormona su odgovorni specifi¢ni steroidogeni enzimi iz familije citohrom
P450 (CYP450) enzima i hidroksisteroid dehidrogenaza (HSD) [34].

Prva enzimska reakcija steroidogeneze se odvija na unutrasnjoj mitohondrijalnoj
membrani i predstavlja konverziju holesterola u pregnenolon skra¢ivanjem bo¢nog lanca
delovanjem enzima holesterol dezmolaze (CYP11A). Sledeca u nizu je konverzija pregnenolona
u progesteron delovanjem enzima 3p-hidroksisteroid dehidrogenaze/A>* izomeraze (3p-HSD),
zastupljenog u mitohondrijama i glatkom endoplazmati¢nom retikulumu celija steroidogenih
tkiva. Biosintetski putevi steroidogeneze se od ovog mesta radvaju na A-hidroksisteroidni put,
koji zapo&inje pregnenolonom (u najveéoj meri supstrat humanih enzima), i A*-ketosteroidni,
put, koji zapoc€inje progesteronom. Slede¢i enzim ukljucen u biosintezu steroidnih hormona je
17a-hidroksilaza/17,20-lijaza (CYP17), sa dvojnom aktivnoscu, hidroksilaznom i lijaznom. Ovaj
enzim prvo katalizuje hidroksilaciju pregnenolona i progesterona (C21 steroida) u C-17 polozaju,
a potom lijaznom aktivnos¢u konvertuje nastale 17a-hidroksilovane forme u C19 steroide, tj.
androgene hormone dehidroepiandrosteron (DHEA), odnosno androstendion. U konverziji
pregnenolona i ostalih supstrata A°-hidroksisteroidnog puta u odgovarajuée A*-ketosteroide
ucestvuje enzim 3p3-HSD [33].

Dalje reakcije steroidogeneze su specifiéne za pojedina tkiva. Biosinteza kortikosteroida
zapocinje u kori nadbubreznih zlezda dejstvom enzima 21a-hidroksilaze (CYP21), odgovornog
za konverziju progesterona i 17a-hidroksiprogesterona do 11-deoksikortikosterona
(mineralokortikoidni put) i 11-deoksikortizola (glukokortikoidni put), respektivno. Ovi molekuli
su prekursori bioloski aktivnih hormona aldosterona i kortizola, koji su produkti delovanja
takode tkivno specifi¢nih enzima iz kore nadbubreznih Zlezda, aldosteron sintetaze (CYP11B2,
zona glomerulosa) i steroid 11p-hidroksilaze (CYP11B1, zona fasciculata i zona reticularis),
respektivno. Kod muskaraca steroidogeneza se, osim u nadbubreznim zlezdama, dominantno
odvija u Lajdigovim c¢elijama testisa, a regulisana je delovanjem luteiniziraju¢eg hormona (LH)
adenohipofize. Konverziju neaktivnih 17-ketosteroida u aktivne 17p-hidroksi oblike katalizuje
enzim 17B-hidroksisteroid dehidrogenaza (17B-HSD), zastupljen u velikom broju izoformi,

rasprostranjenih u razli¢itim tkivima i razli¢itog afiniteta prema supstratima. U zavr$noj fazi
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biosintetskog puta polnih hormona kod musSkaraca u prostati nastaje najpotentniji endogeni
androgen, dihidrotestosteron, delovanjem enzima 5a-reduktaze. Kod Zena sinteza polnih
steroidnih hormona se dominantno odvija u teka ¢elijama koje okruzuju jajnu celiju, kao i u jos
nekim tipovima ¢elija jajnika [33,35-37]. Na samom kraju biosinteze estrogenih hormona deluje
enzim aromataza, ¢iji ¢e ogroman znacaj dalje biti detaljno opisan. Ukratko, ovaj CYP450 enzim
(CYP19) jedini katalizuje konverziju C19 androgena, androstendiona i testosterona, u C18
estrogene hormone, estron i estradiol, pracenu aromatizacijom A prstena i predstavlja aktuelnu

klinicku metu u terapiji kancera dojke i drugih reproduktivnih tkiva zene.

_holesterol _

E‘ CYP11A
5[ v
S CYP17 CYP17
3 l | — | | — | |
% T 3B-HSD 3B-HSD l3B-HSD
] v v
< | CYP17 CYP17
3 — | — |
CYP21 CyP21 CYP19/ \17B-HSD
":';' v v
Q >
£ |l | | ) | | | ]
)
3 J crp1181/B2 Jovriiel 17B-HSD\ /CYP19 lSa-reduktaza
[o]
AN ) ortizol | |
<
CYP11B2
v
l |

Slika 2. Biosinteza steroidnih hormona.

2.1.3. Mehanizam delovanja steroidnih hormona
Da bi se omoguéilo razumevanje uloge steroidnih hormona u fizioloskim i

patofizioloskim procesima neophodno je poznavanje mehanizama njihovog delovanja. Signalni
putevi steroidnih hormona, iako vrlo kompleksni, a mnogi ¢ak i nedovoljno istrazeni, ovde su
sazeto opisani. Steroidni hormoni ispoljavaju bioloske efekte u celijama genomskim ili
negenomskim signalnim mehanizmima (Slika 3). Prema opste prihvacenoj teoriji i klasicnom
mehanizmu delovanja, steroidni hormoni ulaze u ¢eliju kroz membranu difuzijom ili preko
transportera i vezuju se za steroidne receptore u citoplazmi ili jedru, koji deluju kao ligandom

aktivirani transkripcioni faktori [38,39]. Naime, ovi receptori su u citoplazmi u neaktivnom
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obliku u kompleksu sa razli¢itim proteinima od kojih neki imaju ulogu Saperona, tzv. proteinima
toplotnog Soka (engl. heat shock protein, Hsp) i do njihove disocijacije, a zatim i konformacione
promene i aktiviranja receptora dolazi nakon vezivanja hormona. Slede¢a faza obuhvata
translokaciju nastalog hormon-receptor kompleksa u jedro, homo- ili heterodimerizaciju
kompleksa i vezivanje dimera preko DNK vezujuéeg domena za specifiéne motive
prepoznavanja na molekulu DNK, tj. za elemente hormonskog odgovora (engl. hormone
response elements, HRE) na promotorskom regionu ciljnog gena i koregulatorne proteine, sto
aktivira ili sprecava transkripcione procese. Osim direktnim vezivanjem za DNK, genska
ekspresija moze biti regulisana i indirektno, preko razlicitih transkripcionih faktora. Konacno, na
osnovu sintetisane informacione RNK u endoplazmati¢nom retikulumu se odvija sinteza proteina
odgovornih za funkciju, rast i diferencijaciju ¢elija [38—41]. Genomski put delovanja steroidnih
hormona odlikuje duzi vremenski period koji protekne od vezivanja steroidnog hormona za
odgovarajuci receptor do bioloskog odgovora (sati, dani) i osetljivost na inhibitore transkripcije i
sinteze proteina, kao i antagoniste unutarcelijskih steroidnih receptora [38,42,43].

Sa druge strane, mehanizmi delovanja steroidnih hormona negenomskim putem jo§ uvek
nisu dovoljno razjasnjeni, ali interesovanje za ovu temu je znacajno poraslo 1 pretpostavlja se da
je njihovo delovanje, u stvari, udruzen proces vise signalnih puteva [38]. Nasuprot genomskim
efektima, negenomski se obi¢no odvijaju u vrlo kratkom vremenskom periodu, pri ¢emu se
¢elijski odgovor postize za samo nekoliko sekundi ili minuta. S obzirom na to da ne ukljucuju
procese vezivanja DNK, nisu osetljivi na inhibitore transkripcije i translacije [38,40]. U okviru
ovog signalnog puta steroidni hormoni se vezuju za receptore koji se nalaze na celijskoj
membrani i aktiviraju proteine kinaznih kaskada (protein kinaze aktivirane mitogenom (engl.
mitogen-activated protein kinase, MAPK), fosfatidilinozitol-3-kinaze, protein kinazu C, itd)
[38,41,43], ucestvujuci tako u posttranslacionim modifikacijama (najces¢e fosforilaciji) i
aktivaciji enzima odgovornih za odredene celijske funkcije [44]. Drugi nacin negenomskog
delovanja steroidnih hormona deSava se uz uceSc¢e sekundarnih glasnika (ciklicni adenozin
monofosfat (CAMP), Ca** i drugi) koji nastaju aktiviranjem membranskog G protein-kuplovanog
receptora (engl. G protein-coupled receptor, GPCR) nakon vezivanja steroidnog hormona.
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Slika 3. Mehanizmi delovanja steroidnih hormona-genomski i negenomski efekti.

2.1.4. Patofiziolo$ka uloga estrogenih i androgenih hormona u kanceru dojke i prostate
Reproduktivna tkiva i organi (prostata i testisi kod muskaraca, dojke, jajnici i

endometrijum kod Zena) su naj¢esca mesta nastanka hormonski zavisnih kancera. Kao $to i samo
ime govori, kod ovih vrsta kancera steroidni hormoni su pokretaéi proliferacije ¢elija, pa su rast,
razvoj i invazivnost kancera zavisni od njihove koncentracije i delovanja. Hormonski zavisni
kanceri prostate i dojke su medu najcesée dijagnostifikovanim malignitetima kod muskaraca,
odnosno zena i, s obzirom na to da su vode¢i uzroci smrti Sirom sveta, predstavljaju globalni
zdravstveni problem [1]. Razumevanje hormonske osnove kancerogeneze je nuzno za razvoj
strategijskih pristupa u prevenciji i leGenju ovih bolesti. Poznato je da do pojave malignih
fenotipova dolazi usled poremecaja u signalnim putevima steroidnih hormona, te naruSavanja
homeostaze [28]. Smanjenje produkcije i moguénosti delovanja polnih hormona, kljuc¢nih za
razvoj kancera dojke i prostate, su pokazali klinicku efikasnost, ali i pored toga napredovanje i
recidiv kancera, kao i metastatski oblici rezistentni na hormonske terapije i dalje predstavljaju
veliki problem [45,46].
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Osim za normalno funkcionisanje reproduktivnih tkiva Zena, kao $to je, na primer
proliferacija zdravih epitelijalnih ¢elija dojke, dominantno zastupljeni oblik estrogenih hormona,
estradiol, moze biti odgovoran i za maligne promene [28]. Cak 70-80% svih kancera dojke je
estrogen receptor pozitivno (ER+), odnosno njihove Celije eksprimiraju ER za ¢iju aktivaciju su
neophodni estrogeni hormoni [47]. Uocena je direktna povezanost izmedu koncentracije i duzine
izlozenosti estrogenima i poveéanog rizika od kancera dojke, pa su tako, na primer, rani ulazak u
pubertet, kasna menopauza, broj trudnoéa i neradanje faktori usled kojih dolazi do povecavanja
koncentracije ovih hormona i ¢es¢eg oboljevanja od estrogen-zavisnih bolesti [48]. Mehanizam
kojim estrogeni uti¢u na razvoj kancera dojke jo$ uvek nije potpuno razjas$njen, ali najSire
prihvadena teorija obuhvata proliferaciju epitelijalnih ¢elija dojke stimulisanu estrogenima uz
nastanak mutacija tokom procesa replikacije i umnozavanje takvih ¢elija, $to dovodi do nastanka
kancera [49]. Ostali mehanizmi obuhvataju promenu ekspresije gena odgovornih za celijski
ciklus i apoptozu epitelijalnih ¢éelija dojke dejstvom estrogena i time narusavanje ravnoteze ova
dva procesa [28]; formiranje 4- i 6-hidroksi metabolita estrogena koji se u redoks reakcijama
konvertuju u kateholestrogene i ispoljavaju genotoksi¢ne efekte [50] ili sintezu lokalnih faktora
rasta posredstvom estradiola [51]. Takode, estrogeni mogu i na druge nacine biti ukljuceni u
razvoj kancera dojke stimulisanjem angiogeneze ili delovanjem na imunski sistem [5]. Osim
nivoa endogenih estrogenih hormona koji je primarni faktor rizika, na povecan rizik za nastanak
I razvoj ove bolesti uticu i nacin zivota, zivotna okolina, starosna dob, kao i mnogi drugi faktori
[15,28,46]. Vec¢inu obolelih pacijenata ¢ine Zene u postmenopauzi [15], kod kojih je
intratumorski nivo estradiola, estrona i estron sulfata ¢ak 10-50 puta visi u odnosu na onaj u
cirkulaciji, najéesc¢e usled povecane enzimske aktivnosti aromataze u samom tumoru i njegovoj
blizini ili usled preuzimanja estrogena iz cirkulacije [6,51,52], sto jo§ uvek nije poznato.

Androgeni hormoni imaju centralnu ulogu u rastu, razvoju i pravilnom funkcionisanju
prostate, ali i u patogenezi. Rizik od kancera prostate se povecava sa godinama, vise nego kod
bilo koje druge vrste kancera. Nasuprot zdravom, kod tumorskog tkiva prostate ravnoteza
izmedu proliferacije i ¢elijske smrti je naruSena u korist prve, §to rezultuje prvo hiperplazijom, a
zatim i malignim promenama [28,53], medutim, precizni mehanizmi razvoja kancera prostate su
veoma kompleksni i jo§s uvek nedovoljno istrazeni [54]. Pretpostavlja se da androgeni imaju
glavnu ulogu u kancerogenezi, s obzirom na to da je re¢ o androgen-zavisnom tkivu [55]. Sinteza

testosterona se odvija u Lajdigovim Celijama testisa, a delovanjem enzima Sa-reduktaze u
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prostati nastaje nekoliko puta potentniji dihidrotestosteron, pa je povecana ekspresija 0vog
enzima, ta¢nije izoforme I, u tumorskom tkivu prostate logi¢an sled [45,56]. U prilog tome da su
¢elije kancera prostate androgen-zavisne govore Cinjenice da vecina eksprimira AR [45], prolaze
kroz apoptozu nakon uklanjanja dostupnih androgena, kao i da su androgeni neophodni za rast
ksenografta u in vivo ispitivanjima [56]. Povecan rizik od nastanka ove bolesti se 0sim sa
poviSenim nivoom androgena dovodi u vezu i sa polimorfizmom gena ukljucenih u signalne
puteve ovih hormona [54], narusavanjem aktivnosti AR abnormalnostima u ekspresiji i funkciji
ovih receptora i njihovih koregulatornin proteina [28] i onkogenim genetskim promenama.
Interesantno je da i estrogeni mogu biti ukljueni u kancerogenezu prostate Svojim
genotoksiénim mehanizmima [55]. Uprkos tome $to mnogi nauéni podaci podrZavaju
,androgenu hipotezu“ o nastanku kancera prostate, ima i onih koji negiraju njihov uticaj na
razvoj bolesti [56], kao na primer ¢injenica da starenjem nivo androgena, kao najveéeg faktora

rizika, u stvari opada [57].

2.1.5. Mogu¢nosti le¢enja hormon-zavisnih kancera
S obzirom na to da kanceri reproduktivnih tkiva predstavljaju zdravstveni problem

globalnih razmera, svakodnevno se ulazu veliki napori u cilju otkrivanja $to efikasnije terapijske
strategije [1]. Trenutno su dostupna dva osnovna nalina leCenja. Metode lokalne terapije
podrazumevaju uklanjanje tkiva ili organa zahvacenog kancerom hirurskim putem ili njegovo
uni$tavanje primenom jonizujuceg zracenja, dok metode sistemskog leCenja obuhvataju primenu
specifi¢nih lekova koji krvotokom dospevaju do ciljnog tkiva (citostatici, hormonska, ciljana i
imunoterapija) [2]. Hormonska ili endokrina terapija ima za cilj da deluje na abnormalne
hormonske signalne puteve koji prethode nastanku kancera i najc¢esce je terapija od izbora kod
hormonski zavisnih kancera, gde moze biti primenjivana primarno ili u kombinaciji sa drugim
metodama lecenja [58]. Snizavanje koncentracije ili promena mogucnosti delovanja steroidnih
hormona moze zaustaviti ili smanjiti proliferaciju hormonski zavisnih ¢elija kancera, tako da su
najefikasniji terapijski pristupi u ovom polju selektivna inhibicija odredenih enzima
steroidogeneze, onemogucavanje sinteze ili samih steroidnih hormona ili hormona koji
kontrolisu njihovu produkciju (gonadotropin-oslobadajuci hormoni (engl. gonadotropin-releasing
hormone, GnRH) i gonadotropini), kao i onemogucavanje vezivanja steroidnih hormona za
specifi¢ne receptore. Tradicionalna hormonska terapija je podrazumevala hirursko odstranjivanje

ili unistavanje hormonski zavisnog organa primenom zrafenja uz mnogo prate¢ih nezeljenih
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efekata, dok su novije farmakoloske metode manje invazivne i Stetne [3,45]. Takode, veliki
izazov za istrazivaCe predstavlja razvijanje otpornosti pojedinih vrsta kancera na tretman
hormonskom terapijom, kao na primer fatalan kancer prostate rezistentan na kastraciju (engl.
castrate resistant prostate cancer, CRPC) [57].

2.1.5.1. Hormonska terapija kancera dojke i prostate
Produkcija estrogena je pod stalnom kontrolom gonadotropina hipofize, ¢ija sekrecija je

regulisana gonadotropin-oslobadaju¢im hormonima iz hipotalamusa, koji su u medicinskoj
literaturi poznati i kao luteiniziraju¢i hormon-oslobadaju¢i hormoni (engl. luteinizing hormone-
releasing hormone, LHRH). Saznanje da hipofiza produzenim izlaganjem LHRH postaje
neosetljiva, ¢ime se posledi¢no prekida i sinteza estrogena u jajnicima, posluzilo je kao osnova
za razvoj agonista LHRH (Goserelin, Leuprolid) u terapiji kancera dojke. Produzenim
izlaganjem ovim agonistima nivo cirkuliSu¢ih gonadotropina, a time i estrogena, opada do nivoa
slicnih onima u menopauzi, odakle termin ,,medicinska ovariektomija“. Na ovaj nacin se postizu
sli¢ni efekti kao i hirurskim uklanjanjem jajnika ili zra¢enjem, medutim glavna prednost je §to je
proces povratan, te je moguée obnoviti funkciju zlezde nakon prestanka tretmana [3,47].

Razvoj jedinjenja koja blokiraju efekte estrogena na nivou ER, tj. antiestrogena je doneo
ogroman napredak u lecenju i prevenciji ER+ kancera dojke, pri ¢emu je ,,zlatni standard” u
poslednjih vise od tri decenije tamoksifen [45,59]. Tamoksifen je selektivni modulator
estrogenih receptora (engl. selective estrogen receptor modulator, SERM), jer osim
antagonistickih moze ispoljavati i tkivno specificne agonisticke efekte (uterus, Kosti,
endometrijum), $to moze imati pozitivne efekte kod osteoporoze, ali i povecati rizik od nastanka
kancera endometrijuma [45]. Osim za le¢enje ER+ kancera dojke u ranoj ili uznapredovaloj fazi
kod zena, tamoksifen se koristi i u leCenju muskaraca obolelih od iste bolesti, zatim u cilju
prevencije kod zena izlozenih povecanom riziku ili kao adjuvantna terapija, odnsono terapija
koja se primenjuje posle primarne terapije sa ciljem da se poveéaju Sanse za izleCenje [47].
Selektivni agensi za degradaciju estrogenih receptora (engl. selective estrogen receptor degrader,
SERD) se razlikuju po mehanizmu delovanja od SERM po tome S$to vezivanjem za ER
narusavaju njihovu stabilnost i dovode do degradacije. Prvi odobren lek iz ove grupe je
fulvestrant [45]. Tre¢i pristup u blokiranju stimulatornih efekata estrogena na rast malignog
tumora dojke zasniva se na blokiranju njihove sinteze u perifernim tkivima, upotrebom inhibitora

aromataze i detaljnije je opisan u potpoglavlju 3.3.3.
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U cilju izbegavanja invazivne orhiektomije ili prostatektomije, potpuno ista strategija
upotrebe agonista LHRH se primenjuje i kod leenja kancera prostate, gde se produzenim
izlaganjem ovim agonistima izaziva stalna aktivacija $to rezultuje smanjenom osetljivoscéu
gonadotropnih receptora negativhom povratnom spregom, Sto indirektno za posledicu ima
prestanak sinteze androgena u testisima [45,47]. Sa druge strane, antagonisti LHRH blokiraju
funkciju oslobadaju¢ih hormona iz hipotalamusa, a time direktno i sintezu androgena [60]. Kako
bi se u lecenju pacijenata obolelih od kancera prostate agonistima LHRH prevazisli nedostaci u
smislu prvobitnog naglog skoka u produkciji gonadrotropina i testosterona, pa time i mnogi
nezeljeni efekti, Cesto se koristi kombinovana terapija sa antiandrogenima, koja je pokazala
dobre rezultate [58,61]. Antiandrogeni ometaju vezivanje prirodnih liganada za AR ,,takmiceci
se“ sa njima za vezujute mesto, te na taj nacin spreavajuc¢i njihovu prekomernu biolosku
aktivnost, koja se javlja kod kancera prostate [47]. S obzirom na to da testosteron i
dihidrotestosteron imaju visok afinitet vezivanja prema ovim receptorima, prve generacije
antiandrogenih agenasa (flutamid i bikalutamid) nisu pokazale dovoljnu potentnost, pa su
razvijani novi lekovi poput enzalutamida sa povecanim antiandrogenim potencijalom [45].
Interesantno je i da estrogeni mogu inaktivirati androgene, i to smanjenjem sekrecije LHRH ili
uticajem na funkciju Lajdigovih ¢éelija [58].

Pored suzbijanja sekrecije gonadotropina i blokiranja receptora antiandrogenima, postoji i
tre¢i strategijski pristup leGenju kancera prostate, a to je inhibicija steroidogenih enzima koji
uCestvuju u sintezi androgena ili njihovoj konverziji u bioloski aktivnije forme. Inhibicijom
aktivnosti CYP17 abirateronom u velikoj meri se smanjuje nivo cirkulisu¢ih C19 steroida, dok se
inhibicijom 5a-reduktaze finasteridom ili dutasteridom smanjuje specificna konverzija
testosterona u pet puta potentniji dihidrotestosteron u prostati [45,61]. Glavne strategije

hormonske terapije kod kancera prostate i dojke su prikazane na Slici 4.
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Slika 4. Strategije hormonske terapije kod kancera prostate i dojke.

2.1.6. Derivati steroidnih hormona kao antikancerski agensi
Imajuéi u vidu strategije hormonske terapije u leCenju kancera dojke i prostate i njihova

ogranicenja, ne iznenaduje sve veée interesovanje medicinskih hemicara i biohemicara za hemiju
steroidnih jedinjenja. Veliki napori ne prestaju da se ulazu u cilju otkrivanja novih antikancerskih
agenasa sa povecanom selektivnos$¢u i smanjenom toksi¢no$éu prema zdravim celijama [62].
Steroidna jedinjenja su oduvek privla¢ila paznju naucnika, s obzirom na to da imaju ulogu u
regulaciji mnogih bioloskih procesa, $to ih ¢ini dobrim kandidatima u le¢enju raznih bolesti,
ukljuéujuci razlicite vrste kancera [63]. Velika prednost je i njihova hidrofobna priroda koja im
omogucava laksi ulazak u Celiju, nakon ¢ega dolazi do interakcije sa odgovaraju¢im receptorima
[62]. Priroda i poloZzaj razli¢itih funkcionalnih grupa vezanih za kruto steroidno jezgro doprinosi
raznovrsnoj bioloskoj funkciji steroidnih hormona [63], tako da male modifikacije u strukturi
dovode do znacajnih razlika u njihovoj bioloskoj aktivnosti [62]. Neki od primera steroidnih
derivata sa antikancerskim delovanjem su prikazani na Slici 5. Na primer, strukturnom
modifikacijom estradiola u C-7 polozaju uvodenjem alkilsulfinil niza dobijen je fulvestrant,
steroidni analog sa antiestrogenom aktivnos$¢u [45]. Modifikacije polarnih funkcionalnih grupa
na C-3 i C-17 polozajima steroidnih hromona u velikoj meri menjaju njihov afinitet vezivanja za

steroidne receptore [64], dok uvodenje hidrofobnih supstituenata dodatno olaksava prolazak kroz
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¢elijske membrane i povecava bioloSku efikasnost steroidnih derivata [62]. Najcesce
modifikacije steroida vrse se na A i/ili D prstenu [23,64].

Sinteza heterosteroida, odnosno strukturna modifikacija steroidnih hormona uvodenjem
heteroatoma (O, N, S) ili heterocikli¢nog prstena (pirazol, piridin, pirimidin, piran i drugi) u cilju
dobijanja steroidnih derivata sa antikancerskim osobinama dobija sve ve¢i znacaj [23,62,65].
Heteroatom moze biti ugraden u steroidno jezgro (nuklearni heterosteroidi) ili moze biti deo
prstena spojenog sa steroidnim skeletom, vezanog supstituenta ili bo¢nog niza (ekstranuklearni
heterosteroidi) [66]. Uvodenje supstituenata sa atomom azota u vidu amino, nitrilne ili neke
druge funkcije u D prsten heterosteroida estranske i androstanske serije doprinosi
antiproliferativnoj aktivnosti ovih jedinjenja [62,67]. U heterosteroide spadaju i poznati inhibitori
aromataze, eksemestan i formestan, kao i inhibitori 5a-reduktaze, azasteroidi finasterid i
dutasterid, kod kojih su ugljenikovi atomi u steroidnom skeletu na polozaju 4 zamenjeni

azotovim [66].

Galeteron
F F

F

& F

Fulvestrant

Slika 5. Steroidni derivati kao antikancerski agensi. Zutom bojom obeleZene su kljuéne modifikacije u odnosu na
endogene steroide.
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Osim jednostavnih supstituenata, uvodenje heterociklicnih sistema vezanih za ili
kondenzovanih sa steroidnim skeletom takode utiCe na porast antikancerskog potencijala
steroidnog derivata [64]. HeterociklI¢ni sistemi poseduju donore i akceptore vodoni¢nih veza, §to
ih ¢ini idealnim za formiranje medumolekulskih vodoni¢nih veza sa ciljnim biomolekulima i
poboljsava vezivanje citavog steroidnog molekula za metu, a moZe uticati i na njegovu
rastvorljivost [62]. Ovi steroidi bi, zapravo, kao hibridna jedinjenja, koja obuhvataju dva
bioaktivna molekula u jednom, trebalo da ispoljavaju veéu biolosku aktivnost u odnosu na
molekule od kojih poticu, Sto je posebno znacajno kod terapije kompleksnih bolesti kao Sto je
kancer, gde lekovi sa jednom funkcijom ¢esto nisu dovoljno efikasni [63,68]. 1z ove grupe
izdvajaju se CYP17 inhibitori abirateron, koji je steroidni egzo-heterocikl i galeteron koji osim
inhibicije CYP17 deluje i kao antagonist AR [64,69]. Medu heterosteroidima koji obecavaju su i
17-pikolil i 17-pikolinilidenski androstanski derivati koji su pokazali zna¢ajnu antiproliferativnu
aktivnost prema ¢elijskim linijama kancera dojke, prostate i debelog creva [70]. U in vitro testu
za odredivanje 17a-hidroksilazne i Ci7zo-lijazne aktivnosti CYP17 enzima derivati sa 17-
pikolinilidenskim supstituentom su pokazali zna¢ajnu inhibiciju, jatu u odnosu na 17-pikolil
analoge [71], a dokingom je objasnjena specificna interakcija 17-pikolinilidenskih derivata sa
CYP17 enzimom, sli¢nog afiniteta i geometrije kao za abirateron [69,72]. Dodatno, pojedini
steroidni derivati mogu ispoljavati antikancersku aktivnost i uéeS¢em u hormonski nezavisnim
signalnim putevima, inhibicijom angigogeneze ili aktivacijom apoptotskih puteva, §to ih ¢ini

interesantnim kandidatima u le¢enju hormonski nezavisnih kancera [64].

2.1.7. Terapeutska svojstva fitoestrogena
Fitoestrogeni su fenolna jedinjenja poreklom iz biljaka, koja deluju kao estrogeni

(nesteroidni estrogeni). Klasifikovani su u tri grupe: izoflavoni, lignani i kumestani (Slika 6)
[73]. I1zoflavoni (genistein, daidzein, formononetin i biohanin A) su najviSe zastupljeni u soji,
detelini, klicama lucerke, so¢ivu, pasulju i leblebijama i najbolje su okarakterisani. Lignani su
najzastupljeniji u prirodi, i to u lanenim semenkama, Zzitaricama (raz, ovas, pSenica), so¢ivu,
vocu i povréu. Njihovi aktivni metaboliti sa estrogenom aktivnos$¢u, enterolakton i enterodiol,
nastaju metabolickim procesima u organizmu. Izoflavoni i lignani se u biljkama nalaze
uglavnom u obliku bioloski neaktivnih glikozida (genistin, daidzin), smestenih u vakuolama, i

tek se hidrolizom glikozidnih veza tokom varenja prevode u aktivne oblike. Kumestani
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(kumestrol) su najmanje rasprostranjena klasa fitoestrogena u prirodi i do sada su pronadeni u

klicama lucerke, detelini i suncokretu [73-75].

Fltoestrogem
- ngnanl
1zoflavoni H

O
s Gy OH (0]
Genistein Daidzein Enterodiol Enterolakton

Kumestrol

Slika 6. Klasifikacija fitoestrogena i dominantni izvori u prirodi.

Ova jedinjenja su strukturno i funkcionalno veoma sli¢na estrogenima sisara zahvaljujuci
slicnosti u molekulskoj masi, postojanju fenolnog prstena i priblizno istom rastojanju fenolnih
atoma kiseonika kao kod OH grupa estradiola. Fenolni prsten ima centralnu ulogu u vezivanju
fitoestrogena za ER, pri ¢emu dolazi do agonistickog ili antagonistickog efekta [74]. Njihova
potentnost je 10° do 10° puta manja od estrogena [75], ali, bez obzira na to, vezuju se za obe
izoforme ER, pri ¢emu za ERp sa ve¢im afinitetom [74].

Usled opadanja nivoa estrogena tokom menopauze, Zene se suoc¢avaju sa vrlo neprijatnim
simptomima (talasi vru¢ine, noéno znojenje, poremecaji sna) koji narusavaju kvalitet njithovog
zivota. Hormonska supstituciona terapija (engl. hormone replacement therapy, HRT) uspesno
ublazava ove simptome, medutim nosi sa sobom i 0zbiljne zdravstvene rizike od mozdanog
udara, venskog tromboembolizma i kancera dojke, pa joj je primena ograni¢ena. Cinjenica da
zene u Aziji, ¢ija ishrana obiluje fitoestrogenima, mnogo rede prolaze kroz neprijatne simptome
menopauze, usmerila je paznju naucne javnosti na fitoestrogene kao potencijalnu prirodnu

alternativu HRT [76]. Prosecan dnevni unos soje Zena u Aziji je ¢ak 20-150 puta veci od proseka
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u Americi [74]. Menopauzu, kao stanje sa smanjenom koncentracijom estrogena, prati i
osteoporoza, odnosno gubitak gustine kostiju i povecan rizik od preloma. Kako estrogeni
ucestvuju U normalnom metabolizmu kostiju, pretpostavlja se da bi njihovi nesteroidni analozi,
strukture sli¢ne fitoestrogenima, uz svoje blagotvorne efekte mogli biti alternativa HRT i u
tretmanu osteporoze [77]. Ipriflavon je lek sintetisan na osnovu strukture izoflavona daidzeina,
koji ne samo da usporava gubitak kostane mase, nego ¢ak stimuliSe i njeno povecanje [75].

Epidemioloske studije su ukazale i na smanjenu stopu oboljevanja od kancera dojke i
endometrijuma, kao i kardiovaskularnih bolesti u Aziji, §to ponovo ukazuje na zastitnu ulogu
fitoestrogena [73,75]. Pretpostavlja se da oni ispoljavaju antikancerski efekat na nekoliko nacina:
jedan obuhvata vezivanje za ER i antagonisti¢ki efekat, drugi inhibiciju sinteze endogenih
estrogena antiaromataznom aktivnos$cu, a moguce je i ometanje transporta estrogena u organizmu
delovanjem fitoestrogena na transportne proteine [73]. U pocetku se najvise paznje obracalo na
njihove hormonski posredovane mehanizme delovanja, medutim kasnije su predlozeni i
nehormonski. Naime, nehormonski mehanizmi delovanja kojima ovi molekuli mogu ispoljiti
antikancersku aktivnost obuhvataju: inhibiciju DNK topoizomeraze, spreavanje angiogeneze,
aktiviranje programirane celijske smrti i antioksidativnu aktivnost [75]. S obzirom na to da
fitoestrogeni imaju strukturne sli¢nosti sa estrogenima i da se vezuju za njihove receptore, smatra
se da mogu povecati rizik od kancera dojke, sli¢éno kao i sami estrogeni.

Na pitanje da li fitoestrogeni imaju samo dobre ili i lose efekte na zdravlje Zene jo$ uvek
nije dobijen precizan odgovor, s obzirom na to da on moze zavisiti od mnogo faktora, pa ¢ak i od
zastupljenosti specificnih mikroorganizama u digestivnom traktu ispitanika [77]. Osim toga, i
dalje je prisutno mnogo neslaganja izmedu eksperimentalnih i klini¢kih ispitivanja, verovatno
zbog razlika u dizajnu eksperimenta, populacijama koje se ispituju, stabilnosti fitoestrogena
nakon unoSenja u organizam i nedostatku odgovaraju¢ih kontrola poput kontrole konzumiranja

fitoestrogena iz drugih izvora [73,76].

2.2. Steroidni receptori
Opste je poznato da steroidni hormoni ispoljavaju svoje delovanje vezivanjem za

steroidne receptore koji pripadaju familiji nuklearnih receptora i mogu biti smesteni u citosolu,
rede u jedru, kao i na membrani ciljnih ¢elija. Ova familija broji vise od 100 razli¢itih vrsta
receptora, medu kojima estrogeni, androgeni, glukokortikoidni, mineralokortikoidni i

progesteronski imaju slicne strukturne i funkcionalne karakteristike, formirajuc¢i potfamiliju
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steroidnih receptora [78,79]. Karakteristiéna strukturna organizacija steroidnih receptora
obuhvata nekoliko funkcionalnih domena sa razli¢itim stepenom ocuvanosti. Delujuéi kao
ligandom aktivirani transkripcioni faktori, ovi receptori prenose signal do ciljnih gena na ¢iju
ekspresiju uti¢u, te time reguliSu odredene fizioloske procese [28,79]. Usled narusavanja
homeostaze njihovog delovanja moze do¢i do kancerogeneze, $to ih ¢ini idealnom metom u
terapiji kancera dojke, prostate i jajnika i otvara vrata razvoju raznih modulatora njihove
aktivnosti [28]. Posebna paznja usmerena je i na razvoj testova za ispitivanje specifi¢nih
interakcija izmedu steroidnih receptora i malih molekula [80].

Zbog velikog znacaja receptora u hormonskom signalingu, neophodno je poznavanje
njihove strukture i funkcije. S obzirom na to da su androgeni i estrogeni receptori u fokusu nasih
istrazivanja, ukratko ¢e biti opisane i odabrane metode za ispitivanje njihovih interakcija sa
ligandima, navedene njihove prednosti i nedostaci, sa naglaskom na fluorescentni ¢elijski

biosenzor u kvascu i in silico metode.

2.2.1. Struktura i funkcija steroidnih receptora
Na osnovu homologije aminokiselinske sekvence i specifiénosti interakcije sa DNK,

steroidni receptori pripadaju potfamiliji 11l nuklearnih receptora, koja obuhvata: estrogene
receptore a i 3, receptore srodne estrogenim (engl. estrogen related receptors, ERR) a, B i vy, ¢iji
su ligandi nepoznati, glukokortikoidne, mineralokortikoidne, progesteronske i androgene
receptore [79]. Steroidni receptori imaju esencijalnu ulogu u prenosu signala steroidnih hormona
i kontroli reproduktivnog, ali i imunskog, kardiovaskularnog i nervnog sistema [29]. Njihov
fizioloski efekat ispoljava se u tri faze: vezivanje hormona, interakcija sa DNK i aktivacija
ciljnih gena [81]. Mehanizam delovanja je naveden ranije: steroidni receptori su u odsustvu
liganda u neaktivnom stanju u kompleksu sa proteinima toplotnog Soka 1 drugim Saperonima koji
disosuju nakon konformacionih promena receptora uzrokovanih vezivanjem liganda, zatim se
kompleks receptor-hormon vezuje za specifiéne sekvence DNK i partnerske koregulatorne
proteine u jedru i zapocinje transkripciju [28]. Kako se pod kontrolom pojedina¢nog steroidnog
receptora nalazi vise gena, ligandi selektivni prema specificnom genu predstavljaju veliki izazov
za istrazivace [82].

Poznavanje strukture steroidnih receptora je osnovni preduslov za potpuno razumevanje
njihove funkcije [4] i veliki napredak u ovom polju je ostvaren od momenta kada je klonirana
prva komplementarna DNK (cDNK) steroidnih receptora, pre vise decenija [79]. Medutim, zbog

20



Doktorska disertacija Sofija Beki¢

poteskoca sa kristalizacijom ovih proteina, njihova kompletna trodimenzionalna struktura jos$
uvek nije odredena, ali je poznata struktura dva pojedina¢na funkcionalna domena [82]. Steroidni
receptori su modularni proteini sacinjeni od nekoliko strukturnih i funkcionalnih jedinica,
domena, Kkoji se razlikuju po veli¢ini i polozaju medu razli¢itim vrstama receptora: N-terminalni
domen (NTD ili A/B domen), DNK vezuju¢i domen (engl. DNA binding domain, DBD ili C
domen), region Sarke (engl. hinge region) (D domen), ligand vezuju¢i domen (engl. ligand
binding domain, LBD ili E domen) i, kod nekih receptora, na samom kraju C-terminusa F domen
(Slika 7) [79]. U slucaju medusobnog premestanja ovih regiona mogu nastati molekuli sa

hibridnim funkcijama [28].

transaktivacija
AB C D E F
-vezivanje za -dimerizacija -vezivanje liganda
DNK -nuklearna lokalizacija -dimerizacija
-dimerizacija  -posttranslacione -nuklearna lokalizacija
modifikacije

Slika 7. Strukturni domeni steroidnih receptora i njihova funkcija: roze bojom prikazan je DBD domen ERa (PDB:
1HCQ) vezan za DNK (plavo), a Zutom LBD domen ERa (PDB: 1ERE) sa vezanim estradiolom (crveno).

NTD, je visoko varijabilni region o ¢ijoj strukturi se ne zna mnogo [79,83]. Sadrzi
transaktivacioni domen AF1 (engl. activation function) koji je ligand-nezavisan i moze na
konstitutivan nacin aktivirati transkripcionu aktivnost steroidnog receptora u odsustvu LBD [84].
Identifikovan je veliki broj koaktivatora, korepresora i drugih koregulatornih proteina koji se
vezuju za AF1. Pored toga, NTD je mesto unutar kog dolazi do posttranslacionih modifikacija,
poput fosforilacije, koja predstavlja vazan regulatorni mehanizam za funkciju sterodinih

receptora [79].
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Najvise od svih je evoluciono ocuvan domen DBD, koji je odgovoran za prepoznavanje i
vezivanje specificnih palindromskih HRE sekvenci, u okviru promotora ciljnog gena [84].
Strukturna organizacija ovog domena obuhvata dva prepoznatljiva motiva cinkovog prsta (engl.
zinc finger motif), pri ¢emu svaki sadrzi po Cetiri oCuvana ostatka cisteina koji se tetraedarski
koordiniraju sa atomima cinka [85], ali ne formiraju trodimenzionalne strukture klasi¢nih zinc
finger proteina [28]. Ovaj domen ima dve funkcionalno podeljene jedinice: N-terminalni
poddomen, odgovoran za specificno vezivanje DNK sekvenci, i C-terminalni poddomen, manje
specifican u istoj ulozi i ukljucen u dimerizaciju receptora [85]. Isprva se mislilo da se svi
¢lanovi porodice steroidnih receptora vezuju kao homodimeri, medutim kasnije je pokazano da
neki od njih mogu formirati ne samo heterodimere, nego mogu da deluju i kao funkcionalni
monomeri [83].

Region sarke obuhvata sekvencu od 40-60 aminokiselina koja povezuje DBD i LBD [79].
To je fleksibilan strukturno neureden region u okviru kog se nalaze: C terminalni produzetak
(engl. C terminal extension, CTE) DBD-a koji u¢estvuje u dimerizaciji, mesta posttranslacionih
modifikacija i nuklearni lokalizacioni signal (NLS), zaduzen za transport u jedro [79,83]. Pasivni
transport kroz jedarne pore je mogu¢ za komplekse veli¢ine 20-40 kDa, dok je steroidnim
receptorima zbog njihove veli¢ine za transport neophodna pomo¢ transportnih proteina,
karioferina, koji prepoznaju NLS sekvencu [60].

Zbog svoje sposobnosti da aktivira receptor vezivanjem liganada i brojnih koregulatornih
proteina, LBD predstavlja aktuelnu metu u procesu otrkivanja lekova [82]. LBD je evoluciono
manje o¢uvan domen od DBD-a, a sli¢nost u sekvenci uo¢ena je medu receptorima koji imaju
strukturno sli¢ne ligande, npr. steroide [85]. Vazna funkcija ovog domena, osim vezivanja
liganda i Saperona, je i u¢esé¢e u homo- i/ili heterodimerizaciji receptora [28]. Selektivnost zavisi
od veli¢ine ,,dzepa“ za vezivanje liganda i specificnih interakcija koje se ostvaruju izmedu
aminokiselina ovog domena i A i D prstena steroidnog hormona [84]. LBD se sastoji od 12 a-
heliksa i razli¢itog broja B-ploca savijenih u globularnu strukturu. Heliksi su organizovani u
takozvani troslojni antiparalelni heliksni ,,sendvi¢* 1 formiraju centralni hidrofobni ,,dzep* za
vezivanje liganda, ¢ija se veli¢ina moze razlikovati od receptora do receptora [82,83]. Nakon §to
hormon ude u ovu Supljinu, heliks H12 deluje kao ,,poklopac®, zatvaraju¢i je i odvajajuci od
spoljasnje sredine [83]. Premestanje ovog C-terminalnog heliksa nakon vezivanja agonista iz

otvorene u zatvorenu poziciju omogucava vezivanje koaktivatora za ovaj domen i aktivaciju
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transkripcije (Slika 8. levo) [4,83]. U okviru LBD-a se nalazi i drugi mali ali vazan
transaktivacioni domen, AF2, koji, za razliku od AF1, deluje ligand-zavisno i u veéini slucajeva
aktivacioni potencijal steroidnog receptora se u potpunosti postize zajednickim delovanjem AF1
i AF2 domena, glavnih meta u interakciji sa specificnim transkripcionim faktorima i
koregulatornim proteinima [28,83]. Osim toga, AF2 ucestvuje i u N/C interakcijama izmedu
NTD i LBD, Kljuénim za sveukupnu funkciju nekih steroidnih receptora [79]. Vezivanje
koaktivatora i korepresora za AF2 se postize preko LXXLL motiva (L-leucin, X-bilo koja
aminokiselina) njihovog polipeptidnog lanca [28]. Heliks H12 takode posreduje u ovom
vezivanju, menjaju¢i polozaj kao odgovor na vezivanje molekula u ,,dzepu®. Prilikom vezivanja
antagonista heliks H12 prolazi kroz konformacionu promenu ¢ime se vezivanje koaktivatora

blokira, a time i transkripciona aktivnost (Slika 8. desno) [4,82].

» N

s UJ; é\'\;; ﬁ’ . JJJ‘

Slika 8. Promena poloZaja heliksa H12 u LBD ERa nakon vezivanja agonista dietilstilbestrola (levo, PDB: 3ERD) i
antagonista 4-hidroksitamoksifena (desno, PDB: 3ERT). Polozaj heliksa H12 obelezen crvenom bojom omogucéava
vezivanje koaktivatora, dok je zutom bojom obelezen polozaj istoimenog heliksa kada su mesta za vezivanje
koaktivatora blokirana.

2.2.1.1. Estrogeni receptor
Glavni posrednik u delovanju estrogena je ER. Kod sisara se unutarcelijski ER

dominantno javlja u dve izoforme, ERa i ERp, kodirane odvojenim genima, ESR1 i ESR2,
lociranim na hromozomima, 6g25.1 i 14923.2, respektivno [59,86]. ERp izoforma je otkrivena
gotovo 40 godina nakon otkrica ERa, §to je znacajno promenilo razumevanje signalinga putem
ER [5]. Za obe izoforme receptora identifikovano je jos po nekoliko splajsnih varijanti, tri kod
ERa 1 cetiri kod ERp, koje nastaju u vecini slucajeva usled brisanja egzona, S§to rezultuje

skrac¢enim (engl. truncated) proteinima, kojima nedostaju pojedini segmenti i u vecini sluc¢ajeva
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smanjenom transkripcionom aktivno$¢u [86,87]. ERa je protein molekulske mase 66 kDa,
izgraden od 595 aminokiselina, dok je ERP veli¢ine 54 kDa i gradi ga 530 aminokiselina [59].
Ovi receptori imaju razliCitu raspodelu u tkivima, pri ¢emu je ERa najvise eksprimiran u
reproduktivnim tkivima (uterusu, teka céelijama jajnika, dojkama, stromi prostate, Lajdigovim
¢elijama testisa, epididimisu), bubrezima, belom adipoznom tkivu i jetri, a ERB u granuloza
¢elijama jajnika, epitelu prostate, testisima, debelom crevu, centralnom nervnom sistemu,
kardiovaskularnom sistemu, plu¢ima i kostanoj srzi [59,87]. Signalni put estrogena i odgovor u
¢eliji koji izazivaju je rezultat ravnoteze izmedu ekspresije i aktivnosti obe izoforme ER u
ciljnim tkivima. Aktivnost ER je, osim u razvoju i regulaciji reproduktivnog sistema, vazna i za
kontrolu razli¢itih funkcija kardiovaskularnog, skeletnog, imunskog i centralnog nervnog sistema
[59,88]. Signaling putem ER ima ulogu i u razvoju razli¢itih patoloskih stanja: kancera (dojke,
jajnika, endometrijuma, debelog creva), metabolic¢kih, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih
poremecaja, endometrioze, inflamacije, osteoporoze i gojaznosti [87,89].

ER, kao i ostale steroidne receptore, karakteriSe standardna multidomenska struktura sa
razli¢itim stepenom homologije medu izoformama [88]. Najveéi procenat homologije izmedu
ERa i ERP se javlja kod DBD - ¢ak 97%, zatim LBD, a najmanji kod NTD, samo 16% [87]. AF1
domen se najvise razlikuje i pretpostavlja se da upravo on doprinosi razli¢itoj aktivnosti medu
izoformama, pri ¢emu je manja aktivnost uocena kod ERPB [89-91]. DBD se sastoji iz dve
podjedinice: proksimalne, koja prepoznaje DNK, i distalne, ukljucene u dimerizaciju [89].
Formiranje kompleksa ER sa Hsp90 u odsustvu liganda spre¢ava vezivanje neaktivnog receptora
za DNK, dok nakon vezivanja liganda ovaj Saperon disosusuje i receptori formiraju funkcionalne
homo- ili heterodimere, koji se potom vezuju za specifi¢éne elemente odgovora na estrogene
(engl. estrogen response elements, ERE) sa sli¢énim afinitetom medu izoformama [5,89,90]. Osim
na ovaj nacin, direktnim vezivanjem za DNK, transkripcija moze biti aktivirana i indirektno,
preko proteina familije AP1 (engl. activating protein 1) ili Sp1 (engl. specificity protein 1) kao
transkripcionih faktora [5]. ER nakon aktivacije ligandom postaje meta vezivanja kompleksa
koaktivatora, od kojih neki pripadaju familijama koaktivatora steroidnih receptora (engl. steroid
receptor coactivator, SRC), histonskih acetilaza (CBP/p300, engl. CREB-binding protein; E1A-
associated protein p300) i histonskih metil transferaza (engl. coactivator-associated arginine
methyltransferase 1, CARM1) [89].
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U tkivu dojke ERa se nalazi u epitelijalnim ¢elijama, i to dominantno u jedru i u nizim
koncentracijama u citoplazmi, mitohondrijama i na membrani, dok je ERp, pored epitelijalnih,
zastupljen i u stromalnim ¢elijama na sli¢cnim lokacijama. Za razliku od ERp, dominantna
nuklearna lokalizacija ERa izoforme nije stati¢na i moze da se promeni kao odgovor na razlicite
faktore kao $to su medicinski tretmani antiestrogenima ili ekspresija faktora rasta, dovodec¢i do
premestanja ERo u citoplazmu, snizavanja genomske funkcije i rezistentnosti na endokrinu
terapiju [91,92]. Kod zdravog tkiva dojke ERp je dominantni oblik (80%) dok je kod tumorskog
to ERa [5,87]. ERa i ERP imaju razli¢ite uloge u nastanku i napredovanju kancera dojke, prvi
proliferativnu, a drugi supresivnu [93]. Pretpostavlja se da glavnu ulogu u kancerogenezi dojke
ima prekomerna proliferacija ¢éelija stimulisana signalingom putem ERo, ¢ime raste rizik od
replikacionih greSaka i nastanka mutacija koje za posledicu imaju ometanje normalnih celijskih
procesa (celijskog ciklusa, apoptoze i popravke DNK) ili oStecenja DNK genotoksi¢nim
produktima koji uzrokuju mutacije [5,86,89]. Identifikovano je i nekoliko jednonukleotidnih
polimorfizama ERa gena, koji se dovode u vezu sa poveéanim rizikom od ove bolesti [86]. Sa
druge strane, metilovani promotorski region ERp identifikovan u tumorskim tkivima je moguce
objasnjenje za njegovu smanjenu ekspresiju ili ¢ak izostanak ekspresije kod kancera dojke
[5,87,94]. In vitro studije su pokazale da nakon ekspresije ERB u ERa+ ¢elijama kancera dojke
(MCF-7) dolazi do apoptoze i inhibicije celijske proliferacije [5,87,93]. Kod veéine tipova
kancera dojke eksprimirane su obe izoforme ER, zatim slede oni kod kojih je eksprimirana samo
jedna, i na kraju samo 9% c¢elija razli¢itih tipova kancera dojke ne eksprimira ni jednu izoformu
ER i smatra se hormonski nezavisnim tipom kancera. Osim ekspresije ER, slozenoj heterogenoj
prirodi kancera dojke doprinosi i ekspresija progesteronskih receptora [91]. Osvrtom na
navedene Cinjenice prepoznaje Se znacaj ER kao mete u terapiji kancera dojke i moguénost
delovanja SERM i SERD agenasa koja je ranije opisana. Za vezivanje molekula za ER je
uglavnom neophodno prisustvo funkcionalnih grupa koje sadrzi estradiol, aromati¢énog A prstena
i hidroksilne grupe u polozaju C-3, dok antagonisti Cesto, osim toga, sadrze i dugacke
supstituente u centralnom delu molekula, koji direktno uti¢u na polozaj H12, blokirajuci
vezivanje koaktivatora [82].

ER signaling moze biti ukljucen i u kancerogenezu drugih reproduktivnih organa, poput
jajnika i prostate. Kancer jajnika u ¢ak 2/3 slucajeva odlikuje povecana ekspresija ERa i/ili ERp,

pri ¢emu je ERo u najvecoj meri eksprimiran u slucaju kancera epitelijalnog i stromalnog
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porekla, a ERB kod onih poreklom od granuloznih ¢elija. Sliéno kao kod kancera dojke, i kod
kancera jajnika je uocena obrnuta korelacija izmedu ekspresije ERB i napredovanja bolesti
[86,87]. U kancerogenezi prostate gen za ERa ima onkogenu ulogu. ERa ucestvuje u proliferaciji
¢elija kancera, dok je ekspresija ERP} smanjena, verovatno usled poveéane metilacije promotora,
a u sluc¢aju povecane ekspresije ERB promovise se apoptoza. Takode, imaju¢i u vidu da
selektivni agonisti ERP mogu smanjiti proliferaciju epitelijalnih ¢elija prostate, raste
interesovanje za ovu izoformu kao novu metu u le¢enju kancera prostate [87,95]. Zastitna uloga
ERp je uocena i kod kancera debelog creva, ¢emu ide u prilog i podatak da muskarci, kod kojih
je signaling putem ER, zbog niZe koncentracije estrogena, manje aktivan, ¢es¢e obolevaju od
ove bolesti. ERP je prisutan i u zdravom i malignom tkivu debelog creva, ali je u malignom
njegova koncentracija znatno niza i smanjuje se sa napredovanjem bolesti. Antiproliferativni

efekti SERM-a omogucuju novi pristup le¢enju kancera ovog nereproduktivnog tkiva [86,96].

2.2.1.2. Androgeni receptor
Androgeni hormoni specificnim vezivanjem za AR ucestvuju u androgenim, anaboli¢kim

I drugim metabolickim i hematoloskim procesima (eritropoeza, sinteza proteina koji ucestvuju u
transportu holesterola, kontrola sinteze pojedinih faktora zgrusavanja krvi). Ovi receptori su
eksprimirani u mnogim tkivima sisara, §to ih povezuje sa brojnim fiziolo§kim sistemima:
endokrinim, reproduktivnim, kardiovaskularnim, centralnim nervnim, gastrointestinalnim,
metabolickim, respiratornim, misi¢no-skeletnim, imunskim i hematopoetskim [78,97]. Visoka
ekspresija AR uocena je u epididimisu, prostati, testisima, jajnicima, dojkama, uterusu,
nadbubreZznim zlezdama, skeletnim miSi¢ima i bubrezima, dok ostala tkiva imaju nizak ili
umeren nivo ekspresije [78,98].

AR gen je lociran na X hromozomu, gde kodira protein veli¢ine 110 kDa, izgraden od
919 aminokiselina. SadrZi 8 egzona, koji kodiraju domene klju¢ne za funkciju ovog receptora:
NTD, DBD, LBD i region Sarke. Organizacija ovih jedinica ima mnogo sli¢nosti sa
organizacijom u ostalim ¢lanovima familije i ovde ¢e biti naglasene samo pojedine razlike [60].
Najve¢i udeo, cak 60% celog proteina obuhvata NTD. Njegova struktura nije u potpunosti
poznata, pa su mnogi mehanizmi regulacije i dalje nerazjasnjeni [99]. Pojedine studije su
pokazale da duzina ponavljanja tripleta nukleotida CAG (C-citozin, A-adenin, G-guanin) u ovom
regionu moze biti povezana sa rizikom od kancera prostate, pri ¢emu je manji broj ponavljanja

uocen kod muskaraca podloznijih bolesti. Preko ovog domena AR intereaguje sa mnogim
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koregulatornim partnerima-proteinima p160 familije, TATA vezuju¢im proteinom (engl. TATA
box binding protein, TBP) i transkripcionim faktorom IIF [60]. LBD AR je glavna meta u
terapiji kancera prostate. Za razliku od ostalih steroidnih receptora, sadrzi 11 heliksa jer je H2
izostavljen, odnosno zamenjen dugackim fleksibilnim segmentom, dok je numeracija zadrzana
[60,99]. Medu steroidnim receptorima, AR je jedinstven i po tome S§to, osim vezivanja
koaktivatora preko LXXLL motiva, njegov NTD sadrzi slicne FXXLF i WXXLF motive, koji su
esencijalni za specificnu N/C interakciju (interakciju izmedu N- i C-terminusa) sa LBD [99].
Poznavanje strukture DBD i LBD domena AR je umnogome olaksalo razumevanje mehanizma
delovanja ovih receptora, iako trodimenzionalna struktura celog proteina jo§ uvek nije poznata
[60].

AR moze biti aktiviran Sirokim spektrom liganada, od prirodnih hormona preko faktora
rasta i peptida do sintetskih molekula [98]. Glavni fizioloski agonisti AR su cirkuliSuci
testosteron i u prostati sintetisan dihidrotestosteron, mada AR moze biti aktiviran i prekursorima
u sintezi endogenih androgena i adrenalnim androgenima, ali se oni vezuju sa nizim afinitetom
[100,101]. Nakon vezivanja liganda transkripciona aktivacija AR je omoguéena vezivanjem za
specificne elemente odgovora na androgene (engl. androgen response elements, ARE) u
promotorskom regionu ciljnih gena, na primer PSA gena koji kodira specifi¢ni antigen prostate
(engl. prostate specific antigen, PSA) [60]. Kod pacijenata obolelih od kancera prostate
povecéanje koncentracije serinske proteaze PSA u serumu ukazuje na poveéanu aktivnost AR, $to
ga ¢ini idealnim tumorskim markerom za dijagnostifikovanje i pracenje toka ove bolesti [99].

Uzajamno delovanje AR i androgena kontrolise odnos izmedu celijske proliferacije i
¢elijske smrti i ima kljuénu ulogu u razvoju 1 napredovanju kancera prostate. Zapravo, vise od
10% otkrivenih mutacija na AR genu se dovodi u vezu sa predispozicijom za oboljevanje od
kancera prostate. U fazi dok je bolest androgen-zavisna delovanjem antagonista (antiandrogena)
mogucée je poremetiti signaling putem AR, po principu kompeticije ovih jedinjenja sa
androgenima za vezujuca mesta na AR, ¢ime se inibira njihova aktivnost. Na osnovu strukture
antiandrogeni se mogu podeliti na steroidne (spironolakton, ciproteron acetat, oksendolon) i
nesteroidne (flutamid, bikalutamid i nilutamid) [60].

Desava se da se nakon primene androgen-deprivacione terapije (ADT) kod pacijenata
razvije oblik kancera prostate rezistentan na kastraciju, koji je otporan na antiandrogene i druge

slicne medicinske tretmane, $to obi¢no dovodi do smrtnog ishoda [99,100]. U ovom slucaju
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pacijenti imaju visok nivo ekspresije AR i signalni put ostaje aktivan uprkos zanemarljivo
niskom nivou androgena, pa se postavlja pitanje kako je to moguée [100]. Naime, kod CRPC
,okida¢* signalinga putem AR mogu biti mutacije koje uslovljavaju poveéanu osetljivost
receptora na izuzetno nizak nivo androgena, ligand-nezavisna aktivacija receptora, promene u
ekspresiji i na¢inu vezivanja koaktivatora kao i neki hormonski nezavisni mehanizmi [60,99].
Pretpostavka je da se ligand-nezavisan nacin aktivacije odvija preko razli¢itih faktora rasta koji
ucestvuju u fosforilaciji AR ili interakciji sa koaktivatorima, kao i preko interleukina, ¢iji je
povecan cirkulisu¢i nivo identifikovan kod obolelih od CRPC [97]. U vezu sa poremec¢enom
funkcijom ovih receptora se, osim reproduktivnih poremecaja, dovode i razliciti
kardiovaskularni, neuroloski i poremecaji imunskog sistema [78].

Sindrom neosetljivosti na androgene (engl. androgen insensitivity syndrome, AIS) je
stanje koje nastaje kao posledica delimi¢nog ili potpunog gubitka funkcije AR usled mutacija
unutar AR gena, a rezultira nesposobnos¢u celija da odgovore na androgene, bez obzira na
njihovu koncentraciju u krvi. Osoba sa ovim poremecéajem polne diferencijacije ima muski
kariotip, ali zenski fenotip [60,97]. Nedostatak androgena kod muskaraca, koji karakterisu
veoma niske koncentracije testosterona, predstavlja poremecaj koji se javlja usled nedostatka
liganda izazvanog narus$avanjem hipotalamusno-hipofizno-gonadalne osovine, a ne usled
poremecaja u funkcionisanju samog receptora [97]. Redak recesivni neurodegenerativni
poremecaj ¢iji uzrok se dovodi u vezu sa funkcionalno$¢u AR gena je poznat kao Kenedijeva
bolest ili spinobulbarna miSi¢na atrofija. Usled viSestrukih ponavljanja CAG tripleta u delu AR
gena koji kodira transaktivacioni domen dolazi do prosirenog poliglutaminskog trakta (polyQ) na
amino-terminusu receptora, nepravilnog savijanja proteina i formiranja agregata, Cime se
povecava toksi¢nost u motornim neuronima 1 kod pacijenta dolazi do slabljenja miSica 1 gubitka
misi¢ne mase. Kod zdravih osoba javlja se 11-31 tripleta, a u slu¢aju ovog poremecaja ¢ak 40-62
[97,102].

Pored pomenutih antiandrogena, selektivni modulatori androgenih receptora (engl.
selective androgen receptor modulators, SARM), od kojih je vecina nesteroidne strukture, su
razvijeni u cilju prevazilazenja nedostataka upotrebe testosterona tokom supstitucione terapije,
koja se primenjuje kod muskaraca koji usled snizenog nivoa ovog hormona imaju izrazene
simptome hipogonadizma. Na ovaj nacin prevazidena je ogranicena bioraspolozivost testosterona

nakon unoSenja u organizam oralnim putem, nemogucnost razdvajanja androgenih od
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anabolickih efekata i unakrsna aktivnost sa drugim steroidnim receptorima. Novija istrazivanja
bave se efikasnos¢u ovih supstanci u lecenju osteoporoze i sarkopenije [78,98], gde bi idealan
SARM trebalo da selektivno aktivira AR u kostima i miSi¢ima, bez aktiviranja AR u prostati i
seminalnim vezikulama [98]. Takode, zbog anabolickih efekata, koris¢enje SARM moze biti

zloupotrebljeno u sportu u cilju poboljSanja fizicke spremnosti takmicara [78].

2.2.2. Odabrane metode za ispitivanje interakcija izmedu steroidnih receptora i njihovih
liganada
Veliki interes vlada za razvojem jednostavnih, visoko specifi¢nih i osetljivih bioloskih

testova za odredivanje afiniteta vezivanja prirodnih ili sintetickih jedinjenja za steroidne
receptore, ¢ija je primena usmerena ka pronalazenju kandidata za leCenje hormonski zavisnih
bolesti i stanja, kao i ispitivanju bioloSke aktivnosti biljnih ekstrakata, metabolita steroida i
ksenoestrogena iz zivotne sredine [103]. Za razliku od specifi¢nih imunoloskih metoda koje se
koriste u klinickim laboratorijama za merenje koncentracije odredenog hormona koris¢enjem
specifi¢nih antitela, bioloskim testovima koji ¢e ovde biti opisani je moguce ispitati biolosku
aktivnost bilo kog nepoznatog jedinjenja [104].

Transkripcioni testovi su vrlo popularni. Zasnivaju se na potencijalu ispitivanog
jedinjenja da izazove transkripcionu aktivnost steroidnih hormona vezivanjem za steroidne
receptore koji mogu biti eksprimirani u ¢elijskim linijama sisara ili ¢elijama kvasca [103].
Transkripcioni testovi u humanim delijskim linijjama mogu biti zasnovani na stabilnoj ili
prolaznoj transfekciji, imaju vecéu osetljivost nego kvascevi i moguénost identifikacije jedinjenja
za Ciju aktivnost je neophodan humani metabolizam [104,105]. Medutim, kompleksni
metabolicki putevi u ¢elijama sisara mogu predstavljati i problem zbog razgradnje ispitivanog
jedinjenja do neaktivnih produkata. U tom sluéaju prednost imaju kvasci ¢ija metaboli¢ka
aktivnost je razli¢ita od humane, tako da je efekat ispitivanog jedinjenja posledica njegove
originalne aktivnosti i to je jedan od razloga zbog kojih se transkripcioni testovi radije izvode u
ovakvom sistemu. Dodatni razlozi za favorizovanje celija kvasaca kao model-sistema u
transkripcionim testovima su brzi rast, jeftiniji medijumi bez steroidnih hormona, cesto
neophodnih za stimulisanje rasta éelija sisara in vitro, i robustnost. Celije kvasca mogu tolerisati
pojedine toksine u odredenim koncentracijama, razli¢ite rastvaraCe i sporedne produkte nastale
tokom sinteze jedinjenja u laboratoriji, $to omogucava testiranje odabranih jedinjenja bez

dodatnog precis¢avanja [103,104]. Veoma je znacajno i to Sto kvasci ne eksprimiraju endogene
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steroidne receptore, ¢ime je smanjena neZeljena unakrsna aktivnost sa drugim signalnim
putevima, $to bi moglo uticati na rezultate vezivanja ispitivanih jedinjenja [104].

Estrogeni i androgeni skrining testovi u kvascu (engl. yeast estrogen screen, YES; yeast
androgen screen, YAS) su visoko specifi¢ni transkripcioni testovi, koji se zasnivaju na aktivaciji
ERa ili AR nakon vezivanja liganda, translociranju kompleksa u jedro i aktivaciji ekspresije
reporter gena kao Sto je lacZ, koji kodira B-galaktozidazu, i/ili gena koji kodira zeleni
fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein, GFP) (Slika 9.a). Ovi konstrukti su
integrisani u genom kvasca posebnim plazmidima, a stepen ekspresije reporter gena je u
korelaciji sa potencijalom ispitivanog jedinjenja da se veZe za receptor i aktivira transkripciju.
Ekspresija GFP proteina se kvantifikuje merenjem fluorescencije u zivim, celim ¢elijama, $to
ovaj test ¢ini veoma jednostavnim i brzim, dok merenje aktivnosti [3-galaktozidaze zahteva
dodatne korake: dodatak hromogenog supstrata [-galaktozidaze i liziranje c¢elija radi
spektrofotometrijske kvantifikacije nastalog produkta [11,103,104]. Nedostatak opisanih testova
je taj, sto je za detekciju merljivog signala neophodno kompletiranje svih koraka nakon
vezivanja liganda ukljucujuci premestanje u jedro, vezivanje za DNK i transkripciju, ¢ime se
mogu propustiti jedinjenja koja se vezuju za steroidne receptore, ali nisu efikasna u ostalim
fazama neophodnim za aktivaciju reporter gena [106].

Kohler i saradnici su razvili netranskripcioni test za identifikaciju vezivanja liganda za
ER, koji se zasniva na ponovnom uspostavljanju funkcije naruSenog esencijalnog signalnog puta
rasta celija nakon vezivanja liganda za ER, kod Saccharomyces cerevisiae CDC25-2 soja (Slika
9.b). Ovaj soj nosi mutaciju na genu odgovornom za celijski ciklus i aktivaciju Ras proteina, $to
rezultuje nesposobno$¢u kvascevih Celija da rastu na poviSenim temperaturama. Nakon
transformacije, eksprimirani humani Ras protein spojen sa LBD ER je u odsustvu liganda
najverovatnije sterno inhibiran Hsp proteinom. Nakon vezivanja liganda, Hsp disosuje i dolazi
do aktivacije Ras proteina i CAMP zavisnih kaskada, sto omogucava prezivljavanje Celija na
povisenim temperaturama [106].

Fluorescentni polarizacioni test je razvijen kako bi se omogucilo ispitivanje interakcija
izmedu steroidnih receptora i koaktivatora. Naime, ovaj test se zasniva na promeni ravni
polarizovane svetlosti emitovane od strane fluoroforom obeleZenog koaktivatora u kompleksu sa
steroidnim receptorom (Slika 9.c). U odsustvu vezivanja, fluoroforom obelezen koaktivator, s

obzirom na to da se radi o malom molekulu, brzo rotira i nakon pobudivanja polarizovanom
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svetlo$¢u (koja osciluje u jednoj ravni) emituje depolarizovanu svetlost (osciluje u vise ravni).
Nasuprot tome, nakon vezivanja za steroidni receptor, kompleks steroidni receptor-fluorescentno
obelezen koaktivator je veci i sporije rotira, emitujuci polarizovanu svetlost koja se detektuje
[105]. Osim za vezivanje koaktivatora, Zhang i saradnici su razvili ovaj test i za ispitivanje
interakcija ER sa ERE. ERE su obelezili fluoresceinom i na prethodno opisan na¢in, nakon
specificnog vezivanja receptora (ili receptora sa koaktivatorom), zbog veli¢ine, kompleks
zadrzava istu ravan tokom pobudivanja i emisije, a emitovana svetlost je polarizovana [107].
Nedostaci ove metode su: pozadinska fluorescencija, koja moze poticati od rastvaraca, liganda ili

drugih komponenata u reakcionoj smesi, kao i nemogucnost razlikovanja agonista i antagonista

[13,105].
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Slika 9. Metode za ispitivanje steroidni receptor-ligand interakcija: a) Transkripcioni YES/YAS test
b) Netranskripcioni test zasnovan na uspostavljanju funkcionalnog signalnog puta rasta nakon vezivanja liganda za
receptor ¢) Fluorescentni polarizacioni test d) SPA test.

Radioaktivne metode su medu prvim koris¢enim metodama za merenje afiniteta
vezivanja izmedu liganada i steroidnih receptora. Veoma su osetljive, a mogu biti zasnovane na
saturacionom ili kompetitivnom vezivanju. Kod prvog pristupa se odreduje udeo receptora Koji
moze biti specificno vezan radioaktivno obelezenim ligandom, na osnovu razlike njegovog
ukupnog 1 nespecificnog vezivanja. Kompetitivni testovi se zasnivaju na ,,takmicenju* izmedu
radioaktivno obelezenog prirodnog liganda i neobelezenog ispitivanog jedinjenja za vezujuce

mesto na receptoru, pa je moguée odrediti relativni afinitet ovog vezivanja. Sto je visi afinitet
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vezivanja ispitivanog jedinjenja za dati receptor, bi¢e manje vezanog radiaoktivno obeleZenog
liganda. Kod ove metode neizostavan korak je razdvajanje vezane od slobodne frakcije i merenje
radioaktivnosti jedne od njih. Kod steroidnih hormona radioaktivno obelezavanje se ¢esto vrsi
zamenom H-3 atoma njegovim izotopom, tricijumom [108] i u poredenju sa fluorescentnim
ovoj oblasti test blizine scintilacije (engl. scintillation proximity assay, SPA) moze biti
primenljiv za testiranje velikog broja potencijalnih liganada odjednom (engl. high throughput
screening, HTS) [13]. Ovaj test je zasnovan na emitovanju signala nakon specifi¢nog vezivanja
radioaktivno obeleZzenog liganda za mikroskopske Cestice koje sadrze vezan odgovarajuci
receptor i scintilant. Usled blizine scintilanta i radioaktivno obelezenog liganda nakon formiranja
kompleksa sa receptorom dolazi do prenosa energije sa obeleZzenog molekula na scintilant, ¢ijom
stimulacijom se oslobadaju fotoni, $to se detektuje scintilacionim brojacem (Slika 9.d), dok u
odsustvu vezivanja ne dolazi do emisije fotona. U odnosu na tradicionalne radioaktivne metode
ovde nije neophodan dodatni korak fizickog odvajanja faza za detekciju [13,105,109].
Generalno, glavni nedostaci radioaktivnih metoda su visoka cena, opasnost po zdravlje prilikom
rukovanja sa radioaktivnim materijalom, odlaganje radioaktivnog otpada, potreba za
specijalizovanom opremom i posebnim licencama [13,105]. Na kraju, iako in vitro testovi imaju

brojne prednosti i neizostavna su uvertira in vivo studijama, ipak ih ne mogu zameniti [103].

2.2.2.1. Fluorescentni test u kvascu
Kako bi prevazisli ograni¢enja postojecih testova, Muddana i Peterson su za testiranje

liganada steroidnih receptora razvili netranskripcioni fluorescentni ¢elijski senzor u kvascu. Test
je baziran na ekspresiji LBD steroidnih receptora ERa, ERB, AR ili GR, spojenog kratkim
aminokiselinskim fragmentom (engl. linker) sa zutim fluorescentnim proteinom (engl. yellow
fluorescent protein, YFP) u kvascu Saccharomyces cerevisiae. Nakon vezivanja liganda za
eksprimirani domen steroidnog receptora dolazi do konformacione promene, odnosno
dimerizacije receptora i priblizavanja dva molekula YFP-a do rastojanja neophodnog za nastanak
fizickog fenomena, fluorescentnog rezonantnog transfera energije (engl. fluorescence resonance
energy transfer, FRET) (Slika 10) [80].
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Slika 10. Princip fluorescentnog ¢elijskog senzora.

FRET mehanizam obuhvata transfer energije —medumolekulskim dipol-dipol
interakcijama sa jedne fuorofore na drugu, a zavisan je od rastojanja. Donorska fluorofora je
pobudena i apsorbuje energiju, dok se na akceptorsku energija prenosi. Da bi doSlo do FRET-a i
da bi merenja bila efikasna, rastojanje izmedu dva molekula treba da bude 2-6 nm, §to ga Cini
vrlo osetljivim indikatorom, idealnim za ispitivanje raznih bioloskih fenomena u zivim ¢elijama,
poput molekulskih interakcija (protein-ligand, protein-protein, itd) [110,111].

Kod fluorescentnog testa u kvascu ispitivanje protein-ligand interakcija je omoguéeno
indirektno preko protein-protein interakcija, koje je moguce vizuelizovati zahvaljujuéi prisustvu
fluorofora. Imaju¢i u vidu da je dimerizacija receptora proces zavisan od vezivanja liganda za
LBD, Muddana i Peterson su pretpostavili da je intenzitet emitovane fluorescencije srazmeran
relativnom afinitetu vezivanja liganda za odgovarajuci receptor. Tretiranje rekombinantnih ¢elija
kvasaca poznatim prirodnim i sintetskim agonistima i antagonistima steroidnih receptora
rezultovalo je dozno zavisnim fluorescentnim signalom, koji su detektovali na nekoliko nacina:
kvalitativno, fluorescentnom mikroskopijom i kvantitativno, proto¢nom citometrijom i
ispitivanjem fluorescencije Celijskog ekstrakta fluorimetrijski u mikrotitar plocama. Efekte ovog

testa su uporedili sa efektima dobijenim u transkripcionom dvohibridnom testu u kvascu, od kog

kao osnova za pocetak izrade ove doktorske disertacije, €iji je prvi specifican cilj bio usmeren na
optimizaciju ovog testa i proSirenje njegove primene na testiranje sinteti¢kih steroidnih derivata i

fitoestrogena, prirodno zastupljenih u biljkama.

2.2.2.1.1. Kvasac kao model organizam
Kvasac je uveden kao eksperimentalni model organizam pocetkom XX veka, od tada je

konstantno prouc¢avan i poklonjena mu je velika paznja, S obzirom na njegov ogroman potencijal.
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Mnogi istraziva¢i ga, zahvalju¢i gradi celije i osnovnim
¢elijskim mehanizmima, smatraju idealnim sistemom za
bioloska ispitivanja [112]. Najbolje proucen jednocelijski
eukariot je kvasac Saccharomyces cerevisiae (Slika 11), ¢iji

je genom sekvenciran 1996. godine i kojim se lako

manipuliSe. U odnosu na bakterije, kvasci imaju vecu

geneticku kompleksnost i znacajne tehnicke prednosti, $to ih

Slika 11. Celije Saccharomyces
¢ini moénijim model-sistemom u odnosu na prokariotske cerevisiae.

organizme. Mehanizmi osnovnih ¢elijskih procesa poput replikacije, transkripcije, translacije i
popravke DNK kod visih organizama 1 kvasaca imaju mnogo sli¢nosti. Osim toga, treba naglasiti
i da su kvasci neizostavni model organizmi i za izucavanje regulacije lipidnog i proteinskog
metabolizma kod eukariota. Mnogi geni i proteini ukljuéeni u ove biolo§ke procese su
evoluciono i funkcionalno ocuvani od kvasaca do sisara, $to otvara mogucénosti ispitivanju gena
poreklom iz razli¢itih eukariota, ukljucujuéi i Coveka, u kvascu [25,112,113]. Sve navedeno ga
¢ini veoma popularnim i omiljenim model sistemom za ispitivanje eukariotske ¢elije i osnovnih
pitanja u ¢elijskoj biologiji [25].

Nasuprot mnogim drugim mikroorganizmima, celije kvasca mogu biti haploidne 1
diploidne, pri ¢emu su prve najcesée ovalnog oblika, a druge elipsoidnog [25]. Pre¢nik éelija
Saccharomyces cerevisiae je u rasponu 1-10 uM. Okruzuje ih debeli celijski zid [112], a
poseduju i mnogo organela, uklju¢ujuéi mitohondrije, peroksizom i jedro, gde je hromozomska
DNK upakovana sli¢no kao kod sisara [113]. Ovaj jednostavni model organizam karakterise brz
rast u definisanom medijumu, zatim jednostavno i ekonomi¢no gajenje u laboratoriji, lakoc¢a
zasejavanja i izolacije mutanata. Prednosti su, takode, i to, Sto prilikom rada sa njima nisu
potrebne posebne mere zastite istrazivaca, buduci da nisu patogeni [25], i $to im je prosecno
generacijsko vreme samo 90 minuta, ¢ime se brzo obezbeduje velika populacija za analizu [113].

Dodatno, lako¢a manipulacije genetskim sistemom kvasca doprinela je detaljnom
proucavanju njegovih osnovnih funkcija koris¢enjem biohemijskih pristupa i metoda
molekularne biologije. Veliki napredak doneo je razvoj metode transformacije, ¢inec¢i kvasce
domacinima pogodnim za kloniranje Zeljenih gena, pa tako odgovaraju¢i plazmidi mogu biti

uneti u kvasceve celije kao replikuju¢i molekuli ili mogu biti integrisani u genom. Danas je
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dostupan Sirok spektar protokola za genetsku manipulaciju kvasaca, kao i veliki broj sojeva koji

poseduju auksotrofne markere, marker za rezistentnost ili odredenu mutaciju [25,112].

2.2.2.2. In silico predvidanje protein-ligand interakcija
U oblasti otkrivanja lekova ispitivanje protein-ligand interakcija je od neprocenjivog

znacaja za rasvetljavanje mnogih bioloskih procesa i, osim eksperimentalnih, velika paznja je
posvecena i kompjuterskom pristupu, tj. in silico metodama [114]. S obzirom na to da su in vitro
i in vivo eksperimenti vremenski i materijalno zahtevni i ponekad neizvodljivi za ispitivanje
velikog broja uzoraka, in silico analiza je unela pravu revoluciju u ovoj oblasti [115].
Kompjutersko predvidanje moze biti zasnovano na strukturi liganda (engl. ligand-based) ili na
strukturi ciljnog proteina (engl. structure-based, target-based), u zavisnosti od dostupnih
informacija o strukturi makromolekulske mete (Cesto se naziva receptor) i malog molekula
(liganda), a mogu i da se kombinuju [114,116,117]. Prvo se primenjuje kada struktura
biomolekula nije poznata, pri ¢emu se nepoznati ligand poredi sa bazom poznatih liganada
ciljane mete, uz pretpostavku da strukturno sli¢ni ligandi ispoljavaju sli¢ne bioloske odgovore
[114,118]. Drugi pristup polazi od poznate strukture biomolekula, dobijene eksperimentalnim
putem ili kompjuterski homolognim modelovanjem i ima za cilj identifikaciju potencijalnih
liganada i nacina njihovog vezivanja za datu metu [114].

Jedna od najcesce
upotrebljavanih i najpopularnijih in
silico metoda za ispitivanje
biomolekulskih interakcija
zasnovanih na strukturi mete je -~
molekularni doking. Doking S "
analizom je moguce predvideti  Receptor
potencijalne orijentacije i
konformacije liganda u kompleksu
sa  biomolekulom uz kljuéne

interakcije i odrediti  slobodnu

energiju njihovog vezivanja (Slika

12). Cilj je identifikovati Slika 12. Princip molekularnog dokinga. E na slici oznacava

potencijalni  ligand i njegovu energiju vezivanja.
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energetski najpovoljniju konformaciju (nize vrednosti slobodne energije vezivanja oznacavaju
ve¢i afinitet 1 obrnuto) kroz ciklicne procese upotrebom odgovaraju¢ih algoritama i
matematickih funkcija vrednovanja (engl. scoring functions) [119,120]. Postavljanje liganda u
odgovarajuce mesto vezivanja primenom algoritama nije jednostavan zadatak, s obzirom na to da
¢ak i veoma jednostavni molekuli poseduju veliki broj konformacionih stepena slobode
[121,122]. Algoritmi se kombinuju sa funkcijama vrednovanja dizajniranim za predvidanje
afiniteta vezivanja liganda za receptor, koje kroz dalje faze postaju sve kompleksnije [121].
Kako je broj pretpostavljenih nacina vezivanja virtuelno neogranicen, algoritmi treba da budu
brzi i efikasni u pretrazi ispitivanog konformacionog prostora, a navedeni problemi se
pojednostavljuju na dva nacina: uvodenjem ograni¢enja poput rigidnosti receptora, pri cemu su
ostaci unutar proteina fiksirani i nefleksibilni, i ograni¢avanjem unutrasnje geometrije liganda,
¢ime se smanjuje konformacioni prostor; kao i pojednostavljenjem funkcija vrednovanja [119].
Efikasnost dokinga se takode povecava i poznavanjem polozaja Vezujuteg mesta pre same
simulacije [118]. Najces¢e se izvodi re-doking, odnosno uklanjanje liganda iz postojeCeg
poznatog receptor-ligand kompleksa, a zatim vradanje u pokuSaju ponovnog dobijanja
prvobitnog vezivanja, pri ¢emu se uspesnost prati na osnovu vrednosti RMSD (engl. root-mean-
square deviation) [122]. Dostupno je mnogo akademskih i komercijalnih softverskih paketa za
predvidanje protein-ligand interakcija, medu kojima se isti¢e i Siroko upotrebljava AutoDock,
koji je besplatan i otvorenog pristupa, kao i njegov naslednik AutoDockVina, kojim se lakse
manipuliSe i brzi je [119].

Glavne prednosti in silico metoda su pouzdanost i mogucnost preliminarnog testiranja
Citavih biblioteka liganada, uz ustedu vremena i finansija, a rezultat je dobijanje obimnih baza
podataka. Osim smanjene upotrebe reagenasa, prednost in silico testova je i ta Sto izostaje i Cesto
eticki problemati¢na potreba ispitivanja na zivotinjama [120,123]. Treba naglasiti i to da je in
silico metodama moguca procena afiniteta vezivanja liganda za odgovarajuéi receptor ¢ak i pre
njegove sinteze, kao i drugih svojstava, poput toksi¢nosti delovanjem na CYP450 enzime Kkoji
ucestvuju u metabolizmu razlicitih egzogenih materija, kada eksperimentalni podaci jo§ nisu
dostupni [120,122]. Medutim, u cilju potvrde bioloSke aktivnosti virtuelna ispitivanja moraju biti
pracena i eksperimentalnim [120]. Molekularni doking pored viSestrukih prednosti ima i
odredena ograni¢enja u smislu krutosti receptora (rigidni doking), pa se za realniju

konformacionu analizu tezi fleksibilnom dokingu i molekularnoj dinamici. Potencijalni problemi
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ovih testova su jos i otezano predvidanje interakcija liganda i receptora zbog prisustva molekula

rastvaraca, kao i entropijski efekti, koje nije jednostavno obuhvatiti algoritmom [118-120,124].

2.3. Aromataza
Aromataza ima klju¢nu ulogu u biokonverziji androgena do estrogena, tacnije u

aromatizaciji A prstena androgena, nakon visestruke oksidacije. Jedini je poznati enzim koji ima
ovu sposobnost. Clan je CYP450 familije enzima i poseduje za njih karakteristiénu hem grupu.
Dominantna mesta sinteze ovog enzima su jajnici, placenta i adipozno tkivo, a lokacija u
¢elijama endoplazmati¢ni retikulum. Za njenu potpunu kataliticku aktivnost neophodno je
prisustvo proteinskog partnera, citohrom P450 reduktaze (CPR), §to predstavlja dodatni izazov
prilikom optimizacije bioloSkih testova za ispitivanje potencijalnih inhibitora. Zajedno sa ER,
aromataza je glavni ,,okida¢®“, kako fizioloske, tako i patofizioloske uloge estrogena, te stoga,
zahvaljujuéi specifi¢nosti delovanja, njena inhibicija predstavlja odli¢an ciljani pristup u le¢enju
kancera dojke [15,125,126]. Poznavanje kristalne strukture aromataze je znacajno olakSalo
razumevanje specifi¢nosti i mehanizma delovanja ovog enzima na molekularnom nivou [127]. U
daljem tekstu navedene su strukturne i funkcionalne karakteristike ovog steroidogenog enzima,
njegov potencijalni mehanizam delovanja, nacini inhibicije, kao i odabrane metode za ispitivanje
aktivnosti, sa fokusom na rekombinantnu ekspresiju, i vezivanja liganda za aromatazu,
zahvaljujuc¢i fluorescenciji Trp ostatka u aktivnom centru enzima 1 promeni spinskog stanja Fe iz

hem grupe.

2.3.1. Struktura i funkcija aromataze
Jedinstveni predstavnik CYP450 familije enzima, aromataza (estrogen sintaza ili estrogen

sintetaza), katalizuje aromatizaciju SestoClanog A prstena C19 androgenih prekursora,
androstendiona, testosterona i 16a-hidroksitestosterona, pri ¢emu, nakon uklanjanja oksidovane
C-19 angularne metil grupe, nastaju C18 steroidi — estrogeni, sa karakteristi¢cnim aromati¢nim A
prstenom i hidroksilnom grupom u polozaju C-3: estron, estradiol i estriol, respektivno.
CYP19A1 gen lociran na hromozomu 15¢g21.1 je zasluzan za kodiranje ovog enzima sacinjenog
od 503 aminokiseline i hem prosteticne grupe [127,128]. Hem kofaktor sadrzi porfirinski sistem
visoko konjugovanih prstenova sa atomom gvozda u centru, ¢ija se oksidaciona stanja i spin
mogu menjati (Fe**/Fe**) [129]. Aromataza je protein, usidren u membranu endoplazmati¢nog
retikuluma preko svog amino terminusa [130,131]. Kao i ve¢ina CYP450 enzima, i aromataza za

potpunu funkcionalnu aktivnost zahteva funkcionalno povezivanje sa flavoproteinom CPR koji
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sadrzi FAD i FMN prosteti¢ne grupe i prenosi elektrone sa redukovanog koenzima NADPH
(nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) na aromatazu [132]. Primarna mesta ekspresije
aromataze kod ljudi su C¢elije reproduktivnih tkiva, ukljucujuéi granuloza Ccelije jajnika,
sinciotrofoblaste placente, epitelijalne ¢elije i preadipocite dojke, Lajdigove ¢elije testisa, zatim
¢elije adipoznog tkiva, mozga, kostiju i fibroblaste koze [125,126]. U poredenju sa zdravim
¢elijama, u ¢elijama kancera je detektovan nekoliko puta visi nivo informacione RNK aromataze,
kao i eksprimiranog proteina [125].

Kod zena u reproduktivnom periodu glavni izvor estrogena predstavlja aromataza iz
funkcionalnih jajnika, dok se neznatna koli¢ina sintetiSe i u perifernim tkivima, gde deluje
parakrino i autokrino. Medutim, nakon atrofije jajnika, posle menopauze, aromataza se sintetiSe
samo u perifernim tkivima, poput adipoznog, u kostima, mozgu, kozi i vaskularnom endotelu.
Estrogeni nastali u ovim ekstragonadalnim tkivima deluju lokalno na parakrin ili intrakrin nacin,
dok deo krvlju stize i do ostalih ciljnih tkiva. lako u ovim tkivima ekspresija aromataze nije
visoka, kao ni ukupna koli¢ina sintetisanih estrogena, njihova lokalna koncentracija je visoka,
¢ime postizu znacajan (pato)fizioloSki efekat kroz takozvani koncept lokalne biosinteze
estrogena [126,128,133]. Osim u reprodukciji i polnoj diferencijaciji, aromataza ucestvuje i u
metabolizmu kostiju i ima neuroprotektivnu ulogu [134]. Interesantno je i da su, zahvaljujuci
aromatazi iz placente, i fetus i majka zastieni od viska androgena, odnosno maskulinizacije
[135].

CYP19A1 gen je organizovan u 10 egzona, od kojih je egzon | odgovoran za kodiranje
devet promotora koji reguliSsu kompleksnu tkivno specifiénu ekspresiju aromataze, dok su egzoni
[1-X translirajuci i kodiraju protein. Za funkciju aromataze najveéi znacaj imaju egzoni V i IX,
odgovorni za kodiranje kataliticke podjedinice i regiona za vezivanje hem kofaktora, respektivno
[129]. Kod zdravih Zena adipozno tkivo dojke eksprimira aromatazu u maloj meri preko
promotora Pl1.4, dok su promotori P1.3 i PIl gotovo neaktivni. Nasuprot tome, tokom malignih
promena aktivnost glavnog promotora koji je dominantan u zdravom tkivu je zamenjena
povecanom aktivnoscu promotorskih regiona P1I, P1.3 i P1.7, pa je povecana i ekspresija enzima.
Kao rezultat zamene promotora menja se i na¢in regulacije biosinteze estrogena [125,126]. Osim
kancera dojke, aromataza se dovodi u vezu i sa sindromom policisti¢nih jajnika, kancerom

endometrijuma i nekim neurodegenerativnim poremecajima, Koji mogu biti posledica
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jednonukleotidnih polimorfizama na CYP19A1 genu [134]. Sa druge strane, smanjena produkcija
ili aktivnost aromataze se retko javljaju [125].

Ghosh 1 saradnici su 2009. godine uspesno odredili trodimenzionalnu strukturu humane
placentalne aromataze u kompleksu sa njenim prirodnim supstratom, androstendionom (Slika 13.
levo) i time olakSali razumevanje odnosa strukture i funkcije, kao i poslednjeg koraka u
mehanizmu delovanja, jedinstvenog za ovaj enzim. Za razliku od drugih CYP450 enzima Koji
nisu visoko specifiéni prema supstratu, kod aromataze je identifikovano postojanje visoko
specificnog ,,dZzepa“ za vezivanje androgena, koji je manji u odnosu na ,,dzepove mnogih
predstavnika ove familije enzima. Elementi sekundarne strukture obuhvataju 12 a-heliksa i 10 -
ploc¢a savijenih na nacin karakteristican za CYP450 proteine. Aktivni centar aromataze okruzuju
polarni i hidrofobni aminokiselinski ostaci, odgovorni za razli¢ite tipove interakcija sa prirodnim

supstratom (Slika 13. desno).

Slika 13. Trodimenzionalna struktura aromataze sa uve¢anim prikazom aktivnog centra i aminokiselinskim ostacima
kljuénim za interakcije sa prirodnim supstratom androstendionom (ASD) i hem kofaktorom (PDB: 3EQM).

Met374 gradi vodoni¢nu vezu sa 17-keto grupom androstendiona, koja je na bliskom
rastojanju i sa Argl15, koji dominantno ucestvuje u elektrostatickim interakcijama, ali je prema
misljenju ovih autora i formiranje vodoni¢ne veze izmedu Argll5 i 17-keto grupe
androstendiona takode moguce. Protonovani oblik Asp309 gradi vodoni¢nu vezu sa 3-keto
grupom supstrata i molekulom vode i ima centralnu ulogu u pretpostavljenom mehanizmu
delovanja aromataze. Visoko ocuvan Cys437 ucestvuje u vezivanju hema, delujué¢i kao peti
ligand u koordinativnom vezivanju atoma gvozda, pored 4 atoma azota iz porfirina. Pored

navedenih veza, brojne su i Van der Valsove interakcije [127,136]. Lo i saradnici su potvrdili
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ulogu Asp309 mutacijom aspartata u asparagin, koji moze da ucestvuje u gradenju vodoni¢ne
veze zahvaljuju¢i amidnoj grupi, ali ne i u enzimskoj reakciji zbog nemogucnosti manipulacije

protonima, te je rezultat kataliticki neaktivan enzim [130].

2.3.2. Mehanizam delovanja aromataze
Reakcija katalizovana aromatazom obuvata tri faze, od kojih svaka zahteva po 1 mol

NADPH i 1 mol O,, kao i povezivanje sa CPR, komponentom kompleksa koja posreduje u
prenosu elektrona sa donora na akceptor. Ono §to aromatazu izdvaja od drugih ¢lanova CYP450
enzima je neuobicajeno raskidanje C19-C10 veze [137]. Konverzija androgena u estrogene se
odvija i pri veoma niskim, nanomolarnim koncentracijama supstrata, $to je posebno znaéajno
kod lokalne sinteze u perifernim tkivima [138]. Aromataza formira kompleks sa
transmembranskim proteinom CPR, sacinjenim od domena za vezivanje FAD i FMN, domena
koji ih povezuje i regiona za vezivanje koenzima. Elektroni putuju od NADPH preko flavinskih
nukleotida do hema, te na kraju do supstrata. Aromataza i CPR intereaguju preko hidrofobnih
membranskih ostataka, a moguce su i interakcije izmedu pozitivno i negativno naelektrisanih
aminokiselinskih ostataka [132].

S obzirom na to da aromataza ispoljava najveci afinitet prema androstendionu [6],
reakcija aromatizacije ¢e biti objasnjena na primeru ovog molekula (Slika 14). Prvi korak
podrazumeva uvodenje hidroksilne grupe u polozaj C19, pri ¢emu nastaje 19-
hidroskiandrostendion. Druga faza je takode hidroksilacija u istom poloZzaju 1 rezultuje
nastankom 19,19-dihidroksi intermedijera, tj. gem-diola, ¢ijom dehidratacijom nastaje aldehid
19-oksoandrostendion. Poslednji korak obuhvata uklanjanje aldehidne grupe u vidu mravlje
kiseline, praceno aromatizacijom, a kao krajnji produkt nastaje estron [6,131]. Sethumadhavan i
saradnici su pokazali da se usled naruSenog odnosa koli¢ine CPR i aromataze u korist aromataze,
reakcija ne odvija do kraja, pa moze do¢i do nakupljanja 19-hidroski i 19-oksoandrostendiona,
koje je moguce izolovati [139]. lako se intenzivno proucava, mehanizam aromatizacije
androgena nije u potpunosti rasvetljen i najvec¢e nedoumice unosi tre¢i korak, pa je u literaturi
moguce pronaci nekoliko predlozenih mehanizama koji su, u zavisnosti od reaktivnih vrsta koje
ucestvuju (FeO, ili FeO®") podeljeni u dve grupe. Prvi elektron iz elektronskog para NADPH
prenet preko CPR na aromatazu redukuje Fe** iz hem grupe do Fe*, sto je praceno i vezivanjem
O,, pri emu nastaje oksi Fe?* kompleks, koji se preuzimanjem drugog elektrona prevodi u

perokso Fe** intermedijer (FeO,) i dalje moZe podleéi protonovanju i nastanku hidroperokso
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Fe** intermedijera ili jo§ jednom protonovanju i raskidanju O-O veze uz produkciju visoko
reaktivnih vrsta (FeO®"). Gantt i saradnici su izolovali perokso Fe** intermedijer aromataze, $to
sugeriSe njegovu ulogu u nukleofilnom napadu na C-19 [140].

Ghosh i saradnici su objavili da su aminokiselinski ostaci direktno ukljuéeni u
mehanizam delovanja aromataze: Ala306, Thr310 i Asp309. Oni su pretpostavili da
aminokiselinski par Ala306 i Thr310 u blizini androstendiona svojim nukleofilnim karakterom
ucestvuje u eliminaciji H atoma sa 2B polozaja androstendiona tokom 2,3 enolizacije.
Nukleofilni karakter Ala306 je izrazen zahvaljujuéi katalitickom dejstvu molekula vode
smestenog izmedu Thr310 1 peroksi intermedijera (FeO;”). Uporedo tece i elektrofilni napad
protonovanog bo¢nog niza Asp309 na 3-keto grupu supstrata. PredloZzena teorija u navedenom
radu je da je eliminacija H atoma sa 1f polozaja bliskog hemu najverovatnije posledica
nukleofilnog napada Fe** peroksi (FeO,") grupe na C-19 aldehidnu, pri emu nastaju mravlja
kiselina i estron [127].

Yoshimoto i Guengerich su 2014. godine opovrgnuli teoriju o nukleofilnom napadu
FeO, reaktivnih vrsta na C-19 aldehidnu grupu prilikom eliminacije H atoma sa 1p polozaja.
Oni su, na osnovu rezultata dobijenih u eksperimentima sa obelezenim kiseonikom, izneli teoriju
da tu funkciju vrie FeO®* vrste. Preis¢enom enzimu su dodali 19-deutero-19-oksoandrostendion
i 80, te, nakon analize dobijenih produkata masenom spektrometrijom, zakljugili da nije dolo
do ugradivanja *0 u mravlju kiselinu, $to bi trebalo da se desi da je u pitanju mehanizam

posredovan FeO,™ jonom [137].
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Slika 14. Pretpostavljeni mehanizam delovanja aromataze sa ilustracijom aromataza-CPR kompleksa i za
mehanizam kljuénih aminokiselinskih ostataka na bliskoj udaljenosti od supstrata.

2.3.3. Inhibicija aromataze
Inhibiranje proliferacije celija kancera dojke zavisnih od snabdevanja estrogenima kod

Zena u postmenopauzi, koje 1 ¢ine najvecu rizicnu grupu, osim ER antagonistima, moZe se
posti¢i i blokiranjem sinteze estrogena inhibitorima aromataze, imaju¢i u vidu da se u tom
periodu biosinteza estrogena dominantno odvija van polnih zlezda [15,141]. Ovaj terapijski
pristup je efikasan iskljuc¢ivo kod Zena sa smanjenom ili blokiranom funkcijom jajnika, dok se
kod zena pre menopauze veoma retko primenjuje (samo uz inhibiciju oslobadanja
gonadotropina) [142]. Ako se izuzme primarna primena, inhibicija aromataze moze biti
delotvorna i u le¢enju endometrijalnog kancera, kancera jajnika [136], zatim ginekomastije,
bolesti prostate, benignih tumora dojke [143], tumora Lajdigovih ¢elija i preuranjenog puberteta
[144].
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Postoji nekoliko strategija u inibiciji aromataze. Na osnovu strukturnih osobina i
mehanizma dejstva, inhibitori aromataze se dele na steroidne (tip 1) i nesteroidne (tip 1), a prema
redosledu odobravanja za klinicku upotrebu i pojavljivanja na trziStu na inhibitore prve, druge i
tre¢e generacije (Slika 15). Inhibitori tipa I su strukturno uglavnom veoma sli¢ni prirodnom
supstratu aromataze, androstendionu. Vezuju se za aktivni centar enzima i prevode u reaktivne
intermedijere, koji zajedno sa nukleofilnim grupama enzima grade kovalentnu vezu, nepovratno
inhibirajuci aromatazu sopstvenim delovanjem [15,143,145], zbog ¢ega su poznati pod imenom
,»suicidni®, ireverzibilni ili ,inhibitori zasnovani na mehanizmu®, jer menjaju mehanizam
delovanja aromataze [6]. Uporedivanjem strukture i potentnosti razli¢itih inhibitora utvrdeno je
da su zbog veli¢ine i kompaktnosti aktivnog centra aromataze u veéini sluc¢ajeva dozvoljene
samo male strukturne modifikacije u odnosu na prirodne supstrate, kako bi vezivanje i potencijal
inhibitora bili §to jaci. Naime, ¢estu metu modifikacija predstavlja C-19 polozaj zbog direktnog
uceS¢a u mehanizmu delovanja aromataze. Takode i A 1 B prstenovi okupiraju paznju
istrazivaCa, pa je tako uvodenjem 7a-aril [6] ili 6B-alkoksi/alkiniloksi grupa, koje se lako
uklapaju u hidrofobni ,,dzep* aromataze, ostvarena inhibicija [136,144]. Ovaj tip inhibitora
karakteriSe visoka selektivnost i dugotrajna inhibicija (¢ak i nakon uklanjanja iz organizma) uz
,,oporavak® sistema jedino sintezom novog enzima [6,133,143]. Selektivan inhibitor aromataze
bi trebalo da poseduje hidrofobne grupe, koje ¢e intereagovati sa alifatiénim ostacima aktivnog
centra, kao i akceptor, koji ¢e ucestvovati u vodoni¢nom vezivanju sa ostatkom S478, kljuénim u
prve dve faze mehanizma delovanja, fazama hidroksilacije. Nedostaci steroidnih inhibitora su
lako podleganje metabolickim promenama delovanjem enzima iz iste familije [143] i uticaj na
endokrini sistem tj. hormonska aktivnost zbog sli¢nosti sa strukturom androgenog supstrata
[133]. Inhibitori tipa Il su kreirani po uzoru na strukture pojedinih antifungalnih agenasa,
inhibitora CYP450 enzima [144]. Uglavnom u svojoj nesteroidnoj strukturi sadrze heteroatome,
naj¢esce N u okviru imidazolnog ili triazolnog sistema, pomocu kog se koordinativno vezuju za
Fe iz hem prosteti¢ne grupe enzima. Imajuéi u vidu da i ostali CYP450 enzimi imaju hem grupu,
nepozeljno nespecificno vezivanje nije retko kod ove klase inhibitora. Osim razlike u
specifi¢nosti delovanja, nesteroidni inhibitori, za razliku od suicidnih, inhibiraju enzim povratno

(reverzibilno) i pokazali su vecu potetnost [15,143,145].
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| GENERACIJA

II GENERACIJA

' Eksemestan Anastrozol Letrozol Vorozol

......................... 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0 00 0 0 0 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TIP | (STEROIDNI INHIBITORI) TIP 1| (NESTEROIDNI INHIBITORI)
Slika 15. Klasifikacija inhibitora aromataze; Androstendion-supstrat aromataze.

Generalni nedostatak svih inhibitora aromataze je taj $to usled smanjenja koncentracije
estrogena mogu dovesti do gubitka koStane mase, talasa vruéine i drugih simptoma
hipoprodukcije estrogena. Kod prve generacije inhibitora najveéi problem je bila unakrsna
interakcija sa drugim putevima steroidogeneze, $to je kod druge poboljsano, ali se javilo
ogranienje u vezi sa slabom bioraspolozivosti leka nakon oralne administracije. Treca
generacija inhibitora je prevaziSla pomenute nedostatke i rezultovala vrlo specificnim 1
potentnim klini¢ki odobrenim inhibitorima [143]. Jedini steroidni predstavnik trece generacije
odobren za klinicku upotrebu je eksemestan, dok su ostali nesteroidne strukture. Lombardi i di
Salle su predlozili nekoliko sintetskih pristupa u sintezi eksemestana, rukovodec¢i se ranijim
otkri¢cima da je najveca inhibicija aromataze uocena kod derivata androstendiona sa 3-keto
grupom i dvostrukom vezom u polozaju 1,4 i/ili 6, te su uveli dodatnu dvostruku vezu 1
metilensku grupu na C-6 polozaju androstendiona [146,147]. Mehanizam delovanja eksemestana
je postuliran kao suicidna inhibicija, zahvaljujuéi izostanku H-1p atoma u strukturi zbog 1,2

dvostruke veze, usled Cega ne dolazi do zavrSne eliminacione reakcije kojom se regeneriSe
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enzim, tako da on prakticno ostaje kovalentno vezan za inhibitor, ¢ime je ireverzibilno
inaktiviran [146].

Sve popularniji pristup lecenju hormonski zavisnih bolesti je kombinacija inhibicije dva
ciljna enzima istovremeno. U slucaju ER+ kancera dojke dvojni inhibitori aromataze i steroid
sulfataze, enzima koji katalizuje konverziju sulfonovanih steroida u bioloski aktivne, su se
pokazali vrlo uspe$nim. Efikasni dvojni inhibitori su nastali uvodenjem aril-sulfamatne
farmakofore u poznate inhibitore aromataze ili obrnuto, uvodenjem heterocikli¢nog prstena koji
se vezuje za hem u poznate inhibitore steroid sulfataze [148].

Kako priroda Cesto nade put u tretmane razliCitih bolesti, i ovde treba uzeti u obzir
antiaromataznu aktivnost jedinjenja prirodnog porekla, koji, iako manje potentni od sintetskih,
imaju manje nezeljenih dejstava. Fitoestrogeni mogu ispoljiti antiaromataznu aktivnost na dva
nacina-inhibicijom samog enzima ili uticajem na ekspresiju CYP19A1 gena kao i kombinacijom
oba pristupa. Flavonoidi, izoflavonoidi i stilbestani su klase biomolekula biljnog porekla koje su
pokazale umerenu do jaku inhibitornu aktivnost prema aromatazi delujuci putem oba mehanizma

[18].

2.3.4. Odabrane metode za ispitivanje aktivnosti aromataze
Eksperimentalne metode za odredivanje aktivnosti aromataze su od esencijalnog znacaja

za ispitivanje njenih inhibitora sa potencijalnim terapeutskim svojstvima i ovde ¢e biti opisano
nekoliko razli¢itih metodoloskih pristupa radi boljeg razumevanja razvoja i optimizacije metode
koja je bila predmet ove doktorske disertacije.

Lephart i Simpson su razvili brz i jednostavan in vitro radioaktivni test za ispitivanje
aktivnosti aromataze zasnovan na oslobadanju vode obelezene tricijumom (Slika 16.a). Voda
obelezena tricijumom se oslobada stereospecificnom apstrakcijom *H atoma sa 1B polozaja
radioaktivnog supstrata, [1B-H] androstendiona, u poslednjoj fazi reakcije katalizovane
dejstvom aromataze, istovremeno sa nastankom estrogenog produkta. Nakon razdvajanja faza
aktivnim ugljem ili drugim adsorbensom radioaktivnost vodene faze se detektuje scintilacionim
brojacem 1 proporcionalna je stepenu konverzije androgena u estrogene, tj. aktivnosti aromataze
[18]. Ovaj test pokazuje izvesne nedostatke kada se primenjuje na sisteme u ¢elijama ili tkivima,
jer delovanjem pojedinih enzima moze takode doci do oslobadanja vode i lazno povisene
aktivnosti aromataze. U cilju prevazilaZzenja ovog problema i bojazni da se ne ugraduje svaki 1-H

atom supstrata u oslobodeni molekul vode, Tanwell 1 saradnici su predloZili detekciju glavnog
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estrogenog produkta radioimunoloskim testom umesto detekcije vode, kao sporednog produkta.
Medutim, radioaktivhe metode imaju bezbednosno ogranic¢enje zbog koriS¢enja i odlaganja
Stetnog radioaktivnog materijala, te se javila potreba za unapredivanjem istrazivanja razvojem
alternativnih neradioaktivnih metoda [149].

Matsui i saradnici su za ispitivanje inhibitora aromataze primenili neradioaktivan
kompetitivan enzimski imunoadsorpcioni test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) (Slika 16.b). Osnova ove imunoloske metode je visoko specifi¢na interakcija izmedu
antitela i antigena koja se detektuje spektrofotometrijski, zahvaljujué¢i konverziji bezbojnog
supstrata u obojeni produkt dejstvom enzimskog markera. Estrogen nastao delovanjem
aromataze i markerom obelezen estrogen se ,takmice“ za vezivanje za antitela usmerena ka
ovom hormonu. Ukoliko je aromataza aktivna, za antitela ¢e se u vecoj meri vezivati njen
prirodni produkt, neobelezeni estrogen, dok ¢e se u suprotnom, u slu¢aju inhibicije aromataze,
viSe vezivati enzimom obeleZeni estrogen. Intenzitet apsorbance kod ovog testa je obrnuto
srazmeran koncentraciji nastalog estrogena, odnosno aktivnosti aromataze [150].

Stresser i saradnici su radioaktivnost zamenili fluorescencijom, razvojem testa koji je
ponovljiv, jednostavan, jeftin i pogodan za testiranje velikog broja uzoraka odjednom.
Delovanjem aromataze dolazi do debenzilovanja dibenzilfluoresceina (DBF) i nastanka fenolnog
intermedijera, koji se u baznoj sredini kovertuje u fluorescentni produkt, fluorescein (Slika 16.c)
[151] sa talasnom duZinom ekscitacije 485 nm, a emisije 530 nm. Intenzitet rezultujuce
fluorescencije je direktno srazmeran aktivnosti aromataze [21]. S obzirom na to da DBF nije
prirodan supstrat, ovaj test takode ima ogranicenja, pa je ipak predlozena upotreba prirodnih
supstrata i metode izolacije produkata hromatografskim tehnikama [152] (Slika 16.d). Nakon
inkubacije smeSe aromataze, supstrata i koenzima sledi ekstrakcija steroidnih produkata
organskim rastvaraCem, hromatografsko razdvajanje i finalna Kkarakterizacija i kvantifikacija
[19,153]. Na kraju, za ispitivanje inhibitora aromataze Zhou i saradnici su transfekcijom MCF-7
¢elija ekspresionim vektorom koji sadrzi cDNK humane aromataze generisali novu celijsku
liniju sa pove¢anom ekspresijom ovog enzima, MCF-7aro [20], dok su Li i saradnici generisali
transgenog AROM+ misa [154].
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Slika 16. Metode za odredivanje aktivnosti aromataze: a) Radioaktivni test oslobadanja tricijumom obelezene vode
b) Kompetitivan ELISA test c) Fluorescentni test sa DBF kao supstratom d) Metoda izolacije produkta.

2.3.4.1. Rekombinantna ekspresija aromataze
Kao izvor aromataze u eksperimentima cesto se koriste placentalni mikrozomi (humani,

svinjski, govedi), granuloza ili folikularne ¢elije jajnika razlic¢itih organizama i celijske linije
adrenokortikalnog (H295R) ili horiokarcinoma (JEG-3) [153,155]. Prednost ¢éelijskih linija sisara
u odnosu na humane placentalne mikrozome je §to nisu potrebna posebna odobrenja eticke
komisije i Sto omoguc¢avaju dobijanje podataka o uticaju ispitivanog jedinjenja na ekspresiju
aromataze, dok su nedostaci prisustvo drugih metabolisu¢ih CYP450 enzima i potencijalna
citotoksi¢nost jedinjenja koja se testiraju [153]. Zahvaljuju¢i poznavanju c¢cDNK humane
placentalne aromataze, alternativan izvor aromataze predstavlja rekombinantna ekspresija u
razli¢itim sistemima-celijama insekata (Hi5 i Sf9), kvasaca ili bakterija, pri ¢emu je najvisi nivo
ekspresije uocen u prvom ekspresionom sistemu. Enzimi eksprimirani na ove nac¢ine su pokazali
vecu aktivnost u odnosu na one iz humanih placentalnih mikrozoma [153,155]. Komercijalno
dostupan rekombinantni protein olakSava i ubrzava eksperiment, ali iz ekonomskih razloga

mnogi istrazivacéi se ipak opredeljuju da Kkloniraju, eksprimiraju u odgovaraju¢em domacinu i
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preciste zeljeni protein. Tehnologija rekombinantne DNK je unela ogroman napredak u bioloska
istrazivanja. Ona obuhvata skup eksperimentalnih metoda kojima se kreira, a potom umnozava
zeljeni rekombinantni molekul u izabranom prokariotskom ili eukariotskom domacinu. Prva faza
predstavlja kloniranje Zeljenog gena ubacivanjem u odgovarajuci vektor, zatim sledi unosenje i
umnozavanje rekombinantnog DNK molekula u izabranom model organizmu, pa indukcija
ekspresije kloniranog gena, pri ¢emu se sintetiSe zeljeni rekombinantni protein. Nakon
heterologne ekspresije, izolovanja i pre¢iS¢avanja, protein je spreman za razli¢ite biohemijske
studije: ispitivanje aktivnosti, vezivanja liganda, inhibitora itd. [156,157].

Kada je re¢ o heterolognoj ekspresiji aromataze u bakterijama, oteZzavaju¢a okolnost je
hidrofobni karakter i nestabilnost ovog membranskog proteina, zbog ¢ega je u toku precis¢avanja
neophodno koristiti deterdzente, kao i prirodni supstrat, koji bi stabilizovao njegovo pravilno
savijanje. Kagawa i saradnici su u cilju povecanja rastvorljivosti i stabilnosti enzima
modifikovali N terminalni deo sekvence aromataze, odgovoran za vezivanje (usidravanje) za
membranu (engl. anchoring) [158]. Sli¢nim pristupom, Nardo i saradnici su zamenili 39 N-
terminalnih aminokiselinskih ostataka sa 10 hidrofilnih, pozitivno naelektrisanih, ekspresiju
ovako modifikovane aromataze izvrsili u Escherichia coli DHSa soju i uspesno dizajnirali i
razvili protokol za preci§¢avanje stabilne aromataze u odsustvu liganda [159]. S obzirom na to da
Escherichia coli ne sadrzi CPR, mnoge istrazivacke grupe radije vrse rekombinantnu ekspresiju
CYP450 enzima u Saccharomyces cerevisiae, domacinu koji sadrzi ovaj sistem za transfer
elektrona, dok je endogeni nivo CYP450 enzima kvasca-domacina zanemarljiv [160,161].
Aktivnost heterologno eksprimiranin CYP450 enzima u kvascu se pokazala niskom zbog
ograniCene koli¢ine kvas¢eve CPR i citohroma b5. Medutim, ovaj problem je prvobitno
prevaziden koekspresijom oba enzima na istom plazmidu, $to zahteva novo kloniranje za svaki
CYP450-CPR par. Da bi to prevazisle, grupe predvodene Truan-om i Urban-om su kreirale set
sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae sa pojacanom ekspresijom kvasceve ili humane CPR,
integracijom specificnih sekvenci u genom WN domacina. Osim inducibilnih promotora,
integrisane su i sekvence pozadinskih oksido-redukcionih proteina, neophodnih za prenos
elektrona sa supstrata na CYP450 enzime. Aktivnost razliCittih CYP450 enzima u ovim
modifikovanim sojevima je znafajno povecana u poredenju sa divljim tipom zahvaljujuci
optimizovanoj redoks okolini, a velika olaksica je i to $to kod ovakvog sistema nisu neophodne

dodatne enzimske komponente i koraci precis¢avanja [162,163].
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2.3.5. Odabrane metode za detekciju vezivanja liganada za CYP450 enzime
Vezivanje liganda indukuje konformacione promene enzima, omogucujuci $irok opseg

metoda za izuCavanje ovih interakcija pracenjem promena u fleksibilnosti proteina [159]. Za
ispitivanje ovih interakcija u slucaju CYP450 enzima dostupne su razliCite eksperimentalne
biohemijske i biofizicke metode [164]. IzuCavanje nacina vezivanja liganada za enzime ove
familije daje odgovor na pitanje kakva je specificnost liganda za odgovarajuci enzim, da li je
vezivanje kooperativno, kojim mehanizmom deluje ispitivano jedinjenje, a omogucava i bolje
razumevanje funkcije samog enzima i njegovih ligand-vezuju¢ih domena [165], kao i nacina
inhibicije [166].

CYP450 enzimi, kao hem-tiolatni proteini, imaju prednost u odnosu na druge enzime
kada je izbor metoda u pitanju, zahvaljujuéi spektroskopskom potencijalu hem prostetiéne grupe.
Naime, nakon vezivanja liganda moze do¢i do promene spinskog stanja Fe iz hem grupe, §to
znacajno uti¢e na funkciju enzima i detektibilno je razli¢itim spektroskopskim metodama [167].
Dva klasi¢na na¢ina ponaSanja liganda u interakciji sa CYP450 enzimom su istiskivanje ili
zamena aksijalnog molekula vode, vezanog za Fe hema u odsustvu supstrata [168]. Apsorpciona
spektroskopija je brza i jednostavna spektroskopska metoda, te se stoga Cesto koristi u ispitivanju
samih hemoproteina, kao i pojedinacnog vezivanja liganda za njih. Elektronskom
paramagnetnom rezonancom (EPR) se takode pouzdano odreduje elektronsko okruzenje hema
[165] i promene spinskog stanja Fe uzrokovane interakcijom enzima i liganda. U kombinaciji
obe navedene metode se koriste kada se radi o kompleksnijem visestrukom vezivanju liganada
[167,169]. Pomoc¢u EPR je u novijim studijama pokazano da, osim dva klasi¢na na¢ina vezivanja
liganada za CYP450 enzime, postoje i slucajevi gde ligand ostvaruje vodoni¢nu vezu sa
aksijalnim molekulom vode [168]. Strukturne karakteristike hema i njegovih aksijalnih liganada
mogu se odredititi i Ramanovom spektroskopijom. Mak i saradnici su primenom ove metode
ispitali vezivanje androgenih intermedijera za aromatazu u cilju desifrovanja njenog zagonetnog
mehanizma delovanja [170].

Sa druge strane, kada se interakcija liganda i CYP450 enzima ne ispoljava promenom
spinskog stanja, neophodna je metoda zasnovana na drugacijem principu, a opet jednostavna,
brza, selektivna i ekonomski prihvatljiva. Ako se izuzmu in silico metode, takva je fluorescentna
spektroskopija. Ova metoda je bazirana na fluorescentnim osobinama liganda ili ostataka Trp i/ili

Tyr u aktivhom centru CYP450 enzima, ¢ija fluorescencija je osetljiva na promene okoline koje
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su posledica vezivanja supstrata za enzim [165,171]. Apsorpciona i fluorescentna spektroskopija,
osim preliminarne identifikacije potencijalnih liganada, omogucavaju odredivanje njihovog
afiniteta vezivanja preciznim odredivanjem konstanti disocijacije (Kd) titracijom [165]. Jos jedna
vrlo moéna tehnika za pracenje protein-ligand interakcija, nuklearna magnentna rezonantna
spektroskopija (NMR), zasnovana je na pra¢enju hemijskih pomeranja (engl. chemical shift)
atoma odredenih aminokiselinskih ostataka u magnetnom polju. Oprema za ovu tehniku je
veoma skupa i priprema uzorka zahteva obelezavanje proteina izotopima nekih atoma [165].
Osim navedenih metoda koristi se i infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
(engl. Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR) kojom je mogucée pratiti promene

elemenata sekundarne strukture CYP450 enzima nakon vezivanja liganda [159].

2.3.5.1 Apsorpciona spektroskopija
Zahvaljujuéi prisustvu hem prosteticne grupe i njenim apsorpcionim osobinama kod

CYP450 enzima apsorpciona spektroskopija se namecée kao jednostavna metoda za odredivanje
interakcija sa ligandima [164]. Grupe predvodene Maurelli-em, Nardo-m i Baravelle-om su na
taj nacin obezbedile eksperimentalne dokaze vezivanja supstrata, androstendiona, i inhibitora,
anastrozola i sildenafila, za aromatazu [134,159,169,172]. Metoda se zasniva na promeni
oksidacionog i koordinacionog stanja Fe iz hema nakon interakcije sa ligandom, sto se detektuje
na osnovu promene talasne duZine apsorpcionog maksimuma, tj. Soretovog pika,
karakteristi¢nog pika koji se javlja u plavoj oblasti spektra. Sam naziv familije enzima, CYP 450,
potice upravo od talasne duzine karakteristicne za apsorpcioni maksimum njegovog redukovanog
oblika u kompleksu sa CO, 450 nm. U odsustvu liganda u oksidovanom stanju apsorpcioni
maksimum je u opsegu 415-418 nm, a u redukovanom 407-409 nm [164].

U zavisnosti od nacina vezivanja liganda za enzim, tipi¢éne promene spektra do kojih
dolazi se oznacavaju kao promene tipa | i tipa 1l (Slika 17) [165]. Kod promena tipa | vezivanje
supstrata u aktivnom centru istiskuje molekul vode (Sesti ligand), pri ¢emu Fe iz hem grupe
postaje pentakoordinirano, prelazi iz niskospinskog u visokospinsko stanje i u apsolutnom
spektru dolazi do znaCajnog pomeranja Soretovog pika u levo, na 385-395 nm [164,165]. Ovaj
oblik enzima je dostupan za delovanje reduktaze i pocetak reakcije aromatizacije. Pored
vezivanja supstrata, do nagomilavanja visokospinske forme moze do¢i i usled vezivanja nekih
inhibitora koji blokiraju aktivni centar, ali bez direktnog kontakta sa Fe [166]. Za analizu i

poredenje se CeS¢e umesto apsolutnog koristi diferencijalni spektar, koji predstavlja razliku
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izmedu apsopcionog spektra enzima u odsustvu i nakon vezivanja liganda, jer je osetljiviji i
moze pruziti uvid i u vezivanja liganada sa niskim afinitetom [168,173]. Diferencijalni spektar
ovakvog nacina vezivanja karakteriSe maksimum na oko 390 nm i minimum na priblizno 418 nm

[165].

pentakoordinirano
visokospinsko stanje
Cys )
N N Tipl
heksakoordinirano > Fl< -~
niskospinsko stanje N N
Cys H,0
ot 385-395 nm
Cys Tip I
-
oy
18, o
420-425 nm
415-418 nm
heksakoordinirano

niskospinsko stanje

Slika 17. Princip odredivanja CYP450-ligand interakcija apsorpcionom spektroskopijom.

Sa druge strane, do pomeranja apsorpcionog maksimuma u desno, ka crvenom delu
spektra, na 420-425 nm dolazi usled vezivanja jedinjenja koja uglavnom imaju inhibitorni
potencijal [164]. U strukturi ¢esto sadrze atom azota (U okviru imidazolne, triazolne ili piridinske
funkcionalne grupe), preko kog se vezuju koordinativno za Fe iz hem grupe ili indirektno preko
molekula vode [164,166]. Vezivanjem za Fe umesto Sestog liganda stabilizuju njegovo
heksakoordinirano niskospinsko stanje i onemogucuju delovanje CPR [166], kao i vezivanje
kiseonika, inhibiraju¢i na taj na¢in enzim i spre¢avajuci pocetak reakcije aromatizacije [173]. U
ovom sluc¢aju minimum diferencijalnog spektra se javlja na oko 410 nm, a maksimum na oko
434 nm [166]. Pojedini ligandi ovog tipa mogu delovati i kao supstrati [173]. Osim pomenutih
spektralnih promena, postoje i izuzeci koji se ne uklapaju u ovu podelu, poput supstrata
reverznog tipa I, koji ima diferencijalni spektar obrnut diferencijalnom spektru tipa I, sa
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minimumom na 390 nm umesto maksimuma, dok ostatak spektra li¢i na onaj kod tipa Il, osim
Sto je pomeren ka crvenoj oblasti [166,168]. Ovom tipu ¢esto pripadaju ligandi koji ne sadrze N,

ve¢ neki drugi heteroatom [168].

2.3.5.2. Fluorescentna spektroskopija
Kada u izolaciji CYP450 enzima preovlada visokospinski oblik ili kada vezivanje liganda

nema uticaja na hem, umesto apsorpcione moze se primeniti jo§ osetljivija fluorescentna
spektroskopija upotrebom fluorescentnog liganda ili odredivanjem unutrasnje fluorescencije
proteina [165]. Unutras$njoj, sopstvenoj fluorescenciji proteina doprinose aromati¢ne
aminokiseline, u najve¢oj meri tirozin i triptofan, zahvaljuju¢i delokalizovanim n-elektronima
benzenovog i indolnog prstena, respektivno. Na talasnoj duzini od 280 nm obe aminokiseline su
pobudene, dok se selektivna ekscitacija samo Trp ostataka, koji pokazuju veéi intenzitet
fluorescencije, postize na 295 nm, a emisija na 350 nm [174]. Fenilalanin ima slabiji signal, pa
nije pogodan za eksperimentalno odredivanje, a fluorescencija tirozina moze biti smanjena zbog
interakcija sa nekim grupama peptidnog lanca [175].

Fluorescentni emisioni spektar triptofana je veoma osetljiv na promene u okolini, do
kojih dolazi usled konformacionih promena proteina, vezivanja liganda, promena u organizaciji
podjedinica ili denaturacije i odvijanja proteina [175]. Fluorescentna spektroskopija je
neizostavna metoda u studijama koje se bave vezivanjem liganada zbog svoje velike osetljivosti,
robustnosti i neinvazivnog karaktera [175,176]. Fluorescencija Trp je osetljiva na polarnost
okolnih grupa: kod savijenog proteina ovi ostaci smesteni Su u hidrofobnoj unutrasnjosti, njihov
intenzitet fluorescencije je visok, a emisioni spektar pomeren ka niZim talasnim duZinama
[174,175]. Fluorescentni emisioni spektar Trp ostataka u aktivnom centru je pomeren za 10-20
nm ka nizim talasnim duZinama u odnosu na one na povrsini proteina [177]. Suprotno, usled
promena u strukturi proteina nakon vezivanja liganda ili iz drugog razloga, ove aminokiseline
izlaze na povrsinu i vise nisu zaklonjene od rastvaraca, $to uzrokuje gaSenje fluorescencije (engl.
fluorescence quenching) [174,175]. Eksperimentima u kojima se prati gasenje fluorescencije,
osim dostupnosti Trp ostataka [178] i strukturnih promena u proteinu [179], moguce je odrediti i
afinitet ispitivanog liganda za vezujuc¢e mesto [165]. Prednost ove metode je §to kod proteina
koji poseduju Trp ostatak u strukturi, posebno u aktivnom mestu, nije neophodno dugotrajno
fluorescentno obelezavanje kao kod drugih fluorescentnih tehnika, a izostaje i problemati¢na

pozadinska fluorescencija koja moze poticati od razli¢itih komponenata i/ili metabolita kada se
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radi sa celijskim linijama [176]. Ova metoda je pogodna za analiziranje velikog broja uzoraka,
$to je joS$ jedna njena prednost [177].

Procentualno membranski proteini sadrze vise ostataka Trp u odnosu na one u citoplazmi
[176]. Aromataza sadrzi pet ostataka Trp u svojoj strukturi, od kojih je jedan Trp224 u aktivnom
centru i u€estvuje u Van der Valsovim interakcijama sa supstratom. Nardo i saradnici su ispitali
vezivanje androstendiona i anastrozola za aromatazu fluorescentnom spektroskopijom, uporedili
oblik fluorescentnog emisionog spektra divljeg tipa aromataze i mutiranog Trp224Phe, pri ¢emu
je prvi pokazao znacajne promene nakon interakcije sa supstratom ili inhibitorom, za razliku od

mutiranog, upucujuci na znacaj Trp224 ostatka u vezivanju liganada [159].
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3. CIL] ISTRAZIVANJA
Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije predstavljaju steroidni receptori i

steroidogeni enzim aromataza, kao aktuelne mete u leCenju hormonski zavisnih bolesti 1 stanja.
Fokus disertacije bio je na razvoju i optimizaciji bioloskih testova za identifikaciju liganada
odabranih steroidnih receptora i aromataze, kao i za ispitivanje aktivnosti ovog enzima, a sve u
cilju otkrivanja farmakoloski potentnih jedinjenja.

Prvi specifican cilj bio je usmeren na razvoj 1 optimizaciju visoko specificnog,
ponovljivog i Siroko primenljivog testa za ispitivanje afiniteta vezivanja prirodnih i sintetskih
liganada za steroidne receptore koris¢enjem kvasca Saccharomyces cerevisiae, model organizma
sa ogromnim potencijalom. Ovim testom bi se eliminisali zagadenje okoline i opasnost po
zdravlje usled upotrebe radioaktivnih supstrata. Velike prednosti kvasca, kao model sistema za
ispitivanje procesa u eukariotskim ¢éelijama su, osim brzog i jednostavnog gajenja u laboratoriji,
jos 1 to, Sto u kvascima ne postoje nuklearni receptori i aromataza, niti se sintetiSu estrogeni
hormoni, $to ga ¢ini ,,Cistim* sistemom za planirana istrazivanja. Osnovna ideja je bila unaprediti
fluorescentni celijski test koju su razvili Muddana i Peterson [80] povecanjem njegove
osetljivosti i selektivnosti, a primenu prosiriti na ispitivanje afiniteta vezivanja novosintetisanih
steroidnih derivata [180] i fitoestrogena za odabrane steroidne receptore. Takode, imajuéi u vidu
da mnoge biljke obiluju fitoestrogenima, jedan od zadataka bi bio usmeren na primenu
optimizovanog testa u proceni estrogenog potencijala ekstrakata odabranih biljnih vrsta. Da bi se
upotpunili rezultati, pojedina jedinjenja koja bi u fluorescentnom testu pokazala znacajnu
biolosku aktivnost dalje bi bila podvrgnuta ispitivanju antiproliferativnog potencijala prema
odabranim ¢elijskim linijjama humanih kancera, kao 1 kontrolnoj zdravoj ¢elijskoj liniji. Dodatno,
radi preciznijeg utvrdivanja strukturne osnove vezivanja, odnosno polozaja molekula u aktivnom
centru proteina, planirana je i in silico analiza kompleksa protein-ligand. Korelacijom rezultata
razli¢itih testova zamisao je bila omoguciti bolje razumevanje mehanizma delovanja ispitivanog
jedinjenja.

Imajuéi u vidu vaznost inhibicije aromataze u tretmanu estrogen-zavisnog kancera dojke i
drugih reproduktivnih tkiva, drugi specifi¢an cilj doktorske disertacije bio je usmeren na razvoj i
optimizaciju testa za ispitivanje aktivnosti ovog enzima i identifikaciju potencijalnih liganada
medu jedinjenjima iz baze modifikovanih steroida. S obzirom na to da je za aktivnost aromataze,

kao CYP450 enzima, neophodno prisustvo NADPH-zavisne CPR, prvobitna ideja je bila
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eksprimirati humanu aromatazu u kvascu sa poja¢anom ekspresijom reduktaze, pri ¢emu bi bio
koris¢en jedan model sistem. Medutim, zbog potencijalnih problema sa respiracijom ovih sojeva,
alternativni cilj bi bio razvoj testa za odredivanje aktivnosti aromataze, pri ¢emu bi kao izvor
enzima bila koriS¢ena rekombinantna aromataza iz Escherichia coli, dok bi reduktaza bila
izolovana iz domacina Saccharomyces cerevisiae. Pored potvrde enzimske aktivnosti u ovom
kuplovanom sistemu, cilj bi bio optimizovati i uslove pod kojima bi se moglo proceniti vezivanje
potencijalnih liganada za aromatazu, a nakon toga, kombinacijom ovih testova, identifikovati

nove inhibitore.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO
U Eksperimentalnom delu ove doktorske disertacije opisane su biohemijske i

molekularno-bioloske metode koris¢ene tokom razvoja testova za identifikaciju i kvantifikaciju
vezivanja liganada za steroidne receptore, kao i za merenje aktivnosti aromataze bez i uz
prisustvo inhibitora. Pored uspesno optimizovanih protokola navedeni su i pojedini koji nisu dali
ocCekivane rezultate, ali su doprineli boljem razumevanju optimalnih uslova za izvodenje testa.
Zajedno sa eksperimentalnim procedurama, ovo poglavlje daje informacije i o sojevima bakterija
i kvasaca koji su kori$¢eni kao model organizmi, medijumima za njihov rast, vektorima, kao i
informacije o panelu ispitivanih jedinjenja. Radi bolje preglednosti podataka sastav reakcionih

smesa i ¢vrstih 1 te¢nih medijuma je prikazan u formi tabela.

4.1. Sojevi bakterija i kvasaca i plazmidni konstrukti
Laboratorijski soj Escherichia coli DHS5a kori$¢en je za transformaciju, umnozavanje i

precis¢avanje plazmidne DNK, kao i za ekspresiju CYP450 enzima, aromataze, pod kontrolom
Tac promotora. Za optimizaciju fluorescentnog celijskog biosenzora koris¢en je Saccharomyces
cerevisiae FY250 soj i plazmidni konstrukti sa odgovaraju¢com LBD-YFP sekvencom dobijeni
na poklon od dr Blake-a Petersona (Univerzitet u Kanzasu, Kanzas), dok je Saccharomyces
cerevisiae sojeve sa optimizovanim redoks okolinama pogodne za ekspresiju CYP450 proteina,
W(R), W(hR) i BY2R, i vektore za ekspresiju u navedenim kvascima, pYeDP60 i pYeDP60 His,
ljubazno ustupio dr Gilles Truan (Nacionalni institut primenjenih nauka u Tuluzu, Francuska).
Plazmidne konstrukte za heterolognu ekspresiju aromataze u Escherichia coli su velikodusno
poklonili dr Gianfranco Gilardi (Univerzitet u Torinu, Italija) (pCWori+ Arom) i dr Norio
Kagawa (Univerzitet u Nagoji, Japan) (2cAr-pET), dok je dr Andelka Celi¢ (Univerzitet u
Novom Sadu, Prirodno-matematicki fakultet) uspesno izvrsila kloniranje gena za aromatazu iz
vektora koji je poklonio dr Kagawa u vektor za ekspresiju u kvascima (pRS425-Arom). U Tabeli
2. su navedeni sojevi i plazmidni konstrukti kori§¢eni u toku izrade ove doktorske disertacije,

kao i osnovni podaci o njima.
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Tabela 2. Opste informacije o kori§¢enim bakterijskim/kvas¢evim sojevima i plazmidnim konstruktima.

Soj Genotip Napomena i:)anZsTrISIStI Rezistentnost Sreriglﬁ('g:" Napomena
Escherichia coli
F p80lacZaM15 2cAr-pET - 7 prc.)motor
A(lacZYA- (PET-17b) Ampicilin / 4xHis tag
DH50 argF)u169 recA% en /
dAl hsdR17(r¢, . Tac
mk") phoA SUpE44 4~ pCWori+ Ampicilin / promotor
thi-1 gyrA96 relAl) Arom 4xHis tag
Saccharomyces cerevisiae
MATa, ura3-52, pRF4-6- GAL1
FY250 his32400, leu2A1, / hERa LBD- Ampicilin TRP1 promotor
trplA6 EYFP
Kvasc¢eva
] CPR pod PRF4-6-
ura3, his3, ade2, kontrolom L GAL1
WR) trp1, leu2 GAL10-CYC1 hEIéE(EED' Ampicilin TRPL promotor
hibdridnog
promotora
Humana CPR
pod kontrolom
W(hR) | his3, ade2, trpl, leu2 | GAL10-CYC1 PRF4-6-NAR Ampicilin TRP1 GALL
o LBD-EYFP promotor
hibdridnog
promotora
Kvasc¢eva
CPR pod
kontrolom
GAL10-CYC1
BY2R | his3, leu2, metl5 hibdridnog | osios-Aro | Ampicilin LEU2 GALL
promotora, promotor
dodatna kopija
divljeg tipa
kvasceve CPR
u genomu

4.1.1. Ekstrakcija plazmida i kvasaca sa papira

Kako je vecina sojeva kvasaca i plazmida dobijena na poklon od drugih istrazivackih

grupa i transportovana na papiru, bilo je neophodno izvrsiti njihovu ekstrakciju. Sterilisanim

makazama je iseCeno oznafeno mesto nanoSenja plazmida i izvrSena ekstrakcija sa 30 pl EB

pufera (za sastav pogledati Tabelu 13) ili sterilne H,O, 1 h na sobnoj temperaturi. Sadrzaj je

zatim centrifugiran 3 min na 13400 x g i izvrSena je transformacija DH5a bakterija

ekstrahovanim plazmidom da bi se obezbedile dovoljne koli¢ine za buduce eksperimente. Kvasci
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su takode dopremljeni na papiru, umotani u sterilnu aluminijumsku foliju. Zona papira sa
¢elijjama je iseCena u sterilnim uslovima 1 postavljena na prethodno temperirane YPD podloge
(za sastav pogledati Tabelu 3) uz nanosenje nekoliko kapi sterilne H,O kako bi se osigurao
kontakt éelija sa hranljivom podlogom. Tokom trodnevne inkubacije na 30°C svakog dana je
sterilnom pincetom papir pazljivo premesten na drugo mesto na podlozi u cilju Sirenja kolonija
(Slika 18). Sposobnost ovih sojeva da vrSe oksidativnu fosforilaciju je ispitana zasejavanjem
¢elija na iste podloge, ali sa glicerolom kao izvorom ugljenika umesto glukoze, s obzirom na to
da je celijama sa oSteCenjem ovog metabolickog puta onemoguéen rast na nefermentabilnom

izvoru ugljenika.

Slika 18. Ekstrakcija Saccharomyces cerevisiae W(hR), BY2R i W(R) sojeva sa papira prvog (A) i treceg (B) dana
inkubacije na 30°C na YPD podlogama.

4.2. Medijumi i podloge za rast bakterija i kvasaca

Nutritivni zahtevi bakterija i kvasaca za rast su vrlo jednostavni. Minimalni elementi
obuhvataju izvor ugljenika u obliku razli¢itih Secera, ¢ijim metabolizmom se oslobada energija u
vidu adenozin trifosfata (ATP), i izvor azota, kao prekursora sinteze aminokiselina, uz dodatak
ostalih komponenata, poput razli¢itih vrsta soli. Osim u kulturama u te¢nom medijumu, ovi
mikroorganizmi se lako uzgajaju i u Petri posudama na povrSini polucvrstih podloga od
polisaharida, agara [181].

Tokom kultivacije bakterija i kvasaca kori§¢eni su sterilisani medijumi i hranljive

podloge, opisane u Tabeli 3. Kao izvor azota upotrebljeni su tripton, dobijen digestijom kazeina,
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i pepton, proteinski hidrolizat iz mesa, dok je ekstrakt kvasca bogat kompleksom vitamina B
takode dodat u cilju stimulacije rasta ¢elija bakterija i kvasaca. Pored kompletnih medijuma i
podloga sa svim neophodnim hranljivim materijama, selektivni medijumi i podloge su u slucaju
gajenja bakterija podrazumevali dodavanje odgovarajuceg antibiotika Kojim bi se izvrsila
selekcija rasta iskljucivo bakterijskih celija koje su usvojile plazmidni konstrukt sa genom za
rezistentnost, a u slucaju kvasaca odsustvo specificne/ih aminokiseline/a u zavisnosti od
selektivnog markera. Cvrste podloge su napravljene na vrlo slian naéin kao medijumi, uz
dodatak agara koji je potom zagrejan, izliven u Petri posude i ostavljen da se ohladi i o¢vrsne.
Kao izvor ugljenika prilikom gajenja kvasaca, u zavisnosti od ispitivanih uslova, dodavane su

glukoza, rafinoza ili galaktoza u koncentraciji od 2% (20 g/l).

Tabela 3. Sastav kompletnih i selektivnih medijuma/podloga za rast bakterija i kvasaca.

Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae
. LB? LB TB? YPD? YPD SD* SD
Naziv komponente - - . .
medijum | agar medijum medijum agar medijum agar
Koncentracija (g/l)
Tripton 10 10 12
Ekstrakt kvasca 5 5 24 10 10
NaCl 5 5
Adgar 15 20 20
Ampicilin (po potrebi) (0,1) (0,1)
Pepton 20 20
Glicerol 5
KH,PO, 2,31
K,HPO4 12,54
Glukoza (Dekstroza) 20 20
Kvasceva azotna
osnova bez 6,7 6,7
aminokiselina®
Suplement® 1,92 1,92

engl. Lysogeny Broth

engl. Terrific Broth

engl. Yeast extract-Peptone-Dextrose

engl. Synthetic Drop-out

engl. Yeast nitrogen base without amino acids

engl. Yeast synthetic Drop-out medium supplements without trp/leu/his/leu,trp (odgovarajuéi suplementi koji sadrze sve
aminokiseline osim naznacene (trp/leu/his/leu,trp)

1
2
3
4
5
6

4.3. Ispitivana jedinjenja
Testovima koji su razvijeni tokom izrade ove doktorske disertacije ispitana je bioloska

aktivnost Sirokog spektra steroidnih jedinjenja sintetisanih na Katedri za organsku hemiju
Departmana za hemiju, biohemiju i zastitu zivotne sredine Prirodno-matematickog fakulteta
Univerziteta u Novom Sadu. Njihova glavna strukturna karakteristika je postojanje steroidnog

skeleta sa razli¢itim modifikacijama, u vecini slu¢ajeva na A i/ili D prstenu. Osim velikog broja

59



Doktorska disertacija

Sofija Beki¢

steroidnih, prema aromatazi je ispitan i afinitet vezivanja dva nesteroidna jedinjenja, sintetisana u

okviru iste katedre i projekta koji povezuje sintezu i bioloSka ispitivanja. Ispitivana jedinjenja su

u Tabelama 4-11. grupisana na osnovu sli¢nosti u strukturi i navedeni su radovi u kojima je

objavljena njihova sinteza i karakterizacija. Kao referentna jedinjenja u razli¢itim testovima

koriS¢eni su estradiol (E2), estron (E1), androstendion (ASD), testosteron (T), dihidrotestosteron
(DHT), tamoksifen (TMX), formestan (FOR), eksemestan (EXM), doksorubicin (DOX) i
sildenafil (SIL), ¢ije su strukture prikazane u Tabeli 12.

Tabela 4. D-seko androstanski i estranski derivati.

Struktura

Ref.

Struktura

Broj Broj Ref.
Br
CN 183]
HO
0]
O OH
CH, CHs
3 CN [184] | 4 CH,NH, | [184]
HO HO
Tabela 5. Steroidni D-homolaktoni.
Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
(0]
5 o) [185] 6 [186]
AcO
(o)
7 [185] 8 [187,
188]

AcO

AcO
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9 [185] | 10 [187]
AcO
11 [187] | 12 [187]
AcO AcO
o)
13 [187] | 14 O | (8]
A -
cO OH:
Br
15 [187] | 16 [187]
17 [187] | 18 [187]
O
19 187, 20 [187]
o 189]
AcO 2N
21 [187] 22 [190]
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o O
23 o [190] | 24 O | o
d N™ X
(@) 7, Z
d [ P
O
25 o [191]
N™ X
| = o
Tabela 6. D-homolaktoni sa modifikacijama C-19.
Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
O
| Q OHC ?
26 o [187] | 27 o | 1187
O
HO
OH
HO o) N 0
N
28 o [187] | 29 o [187]
AcO AcO
(I)H
N O N\ O
30 o [187] 31 o [187]
AcO HO
N (0] AcO @)
32 o [187] 33 o [187]
HO 0]
O
34 o [187] 35 [187]

HOOC
AcO

(@)
(@]
AcO
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(@]
H,NOC

36 o)

AcO AcO
N O
38 o [187] | 39 o | 11871

HO AcO

(@]

(@]

TsO O
[187] | 37 o | [187]

[187] | 41 [187]

HO

HO (0]
OHC Q
40 :15 i :§
AcO
HO O
42
0]

Tabela 7. 6,19-epoksi-D-homolaktoni (izuzev 45, koji je dikarboksilna kiselina).

[187]

Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
43 [187] | 44 [187]
45 [187] | 46 [187]

AcO
O
47 [187] | 48 o [187]
O
O
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49 [187]
AcO
Tabela 8. Steroidni tetrazoli i oksimi i nesteroidni tetrazoli.
Broj Struktura Ref.
NN,
\N/
50 [192]
©/\O
N-N,
51 N [192]
e
O
=N
52 OH [192]
HO
Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
OH -OH
Y L H
N
N,H
53 [192] | 54 o | [192]
(@]
¢}
HO
_OH
.OH N
N |y
| H N
N \N/OH
55 ~ _OH [192] | 56 [192]
" o
HO
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)C\FIS N02 >§‘ g = N\ \N >§§ =
oS E N-N NO 5=F
57 N7 N Z2=| 58 N=N 2 235
v o _8 > o % >
NN No, < g <2
NO,
Tabela 9. A-supstituisani ferocenilmetil estranski derivati.
Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
OH
59 | £ [193] | 60 [193]
Fe
@/\O
61 [193] 62 [193]
Tabela 10. 17a-pikolil i 17E-pikolinilidenski derivati androstana.
Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
OH
SN | AN
63 N | [70] | 64 [70]
(@)
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OH
S8 | AN
N~
65 [191] | 66 [191]
N
| =
OH
RN | \
N N~
67 HO™ ' [194] | 68 [70]
(0]
NOH
OH a
(\} H N\
A
I L%
69 70
NG [194] [190]
NC
AcO
s ~=
N/
71 N [70]
HO
Tabela 11. 16,17-seko-dinitrili androstanske i estranske serije.
Broj Struktura Ref. | Broj Struktura Ref.
CN CN
72 CN [67] 73 CN [67]
AcO HO
CN CN
CN
74 CN 671 | 75 [195]
HO o
O
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CN gz
76 CN 671 | 77 [195]
o @)
NOH
CN CN
CN CN
78 [67] 79 [195]
(0] HO
OH o
CN gs
80 CN [67] | 81 [195]
A z
0 0" Ho
(0]
Tabela 12. Referentna jedinjenja.
Oznaka Struktura Oznaka Struktura
El
ASD .
H
H3C\'}l/\/o O
CHj, _— CHg,
DHT TMX

67




Doktorska disertacija Sofija Beki¢

FOR EXM

DOX

s Y
SIL (\N N

4.4. Dobijanje kompetentnih bakterija
U visefaznom procesu molekularnog kloniranja Zeljena DNK se izoluje iz organizma u

kom se prirodno nalazi i unosi u domacina (skoro uvek bakterije), ¢ijim se jednostavnim
laboratorijskim uzgajanjem i umnozavanjem dobija veliki broj klonova unetog fragmenta DNK.
Ovom tehnikom se formira rekombinantni DNK molekul i umnozava iz ograni¢ene koli¢ine
pocetnog materijala [156,157]. Da bi se poboljsala efikasnost usvajanja strane DNK, koje se u
normalnim okolnostima prakti¢no ne odvija, bakterije je neophodno podvrgnuti odredenim
fizickim ili hemijskim metodama koje povecavaju tu sposobnost, ¢ineéi ih kompetentnim [157].
Hemijske metode podrazumevaju tretiranje ¢elija solima dvovalentnih ili jednovalentnih metala
(kalcijum-hloridom, rubidijum-hloridom, itd). Mehanizam kojim se uti¢e na efikasnost usvajanja
egzogene DNK kalcijum-hloridom jos uvek nije poznat, ali se pretpostavlja da kalcijum-hlorid
omogucava spajanje DNK sa celijskom membranom i dovodi do stvaranja pora na membrani,
koje olakSavaju ulazak DNK [156,157,196]. Fizicke metode se zasnivaju na elektroporaciji,
odnosno tretiranju celija kratkotrajnim pulsevima struje visokog napona, koji ¢ine celijsku

membranu propusnom, ¢ime omogucéavaju ulazak molekula DNK [156,197]. Nasuprot
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komercijalno dostupnim kompetentnim ¢elijama razlic¢itih nivoa efikasnosti, mnogi istrazivaci se
ipak opredeljuju da samostalno kreiraju hemijski kompetentne sojeve, kao i mi u ovom radu.
Bakterijske celije Escherichia coli DHS5a soja su iz glicerolskog osnovnog ili $tok
rastvora (engl. stock solution), ¢uvanog na -80°C, zasejane na LB agar podloge i inkubirane
preko noéi na 37°C. Sledeéeg dana je izvriena inokulacija 5 ml LB medijuma kolonijom sa sveZe
zasejane podloge i kultura je gajena do zasi¢enja oko 16 h u inkubatoru Biosan orbital shaker-
incubator ES-20/60 na 37°C pri brzini od 120 obrtaja/min. Zasiéena bakterijska kultura je
razblazena 100 puta u 50 ml svezeg LB medijuma i inkubirana pod istim uslovima do dostizanja
opticke gustine (engl. optical density, OD) od oko 0,35 na 600 nm. Bakterijski rast je pracen
spektrofotometrijski na Thermo Nicolet Evolution 100 UV-VIS spektrofotometru. Bakterije su
zatim inkubirane na ledu 30 min, nakon ¢ega su rasporedene u 8 tubica od 1,5 ml i centrifugirane
u 4 ciklusa po 10 min pri brzini 5900 x g u centrifugi ohladenoj na 4°C. Posle uklanjanja
supernatanta talozi koji sadrze bakterije su inkubirani 15 min na ledu, zatim pazljivo pipetom
rastvoreni u 1,5 ml prethodno ohladenog 0,1 M CaCl, i suspenzija je ostavljena na ledu 30 min.
Na kraju je izvrSeno jo§ jedno centrifugiranje 5 min na 5900 x g i 4°C. Bakterijski talozi su
veoma nezno, zbog povecane osetljivosti bakterija, rastvoreni u 375 pl hladnog rastvora 0,1 M
CaCl,, 15% glicerol. Ovako pripremljene hemijski kompetentne bakterije su alikvotirane i

¢uvane na -80°C do transformacije [198].

4.5. Transformacija bakterija
Molekularno kloniranje obuhvata eksperimentalne metode kojima se fragment DNK

klonira u odgovarajuci nosa¢, vektor, koji mu zahvaljujuci prisustvu ORI sekvence (engl. origin
of replication, mesto pocetka replikacije) omogucéava replikaciju unutar domacina. Pored toga,
vektori sadrze 1 druge kljuéne elemente neophodne za odrzavanje i funkcionisanje
rekombinantnog molekula DNK unutar domacina, kao $to su marker za selektivnu propagaciju
¢elija, zatim promotor za pokretanje ekspresije gena i druge. Plazmidi su, kao samostalno
replikuju¢i cirkularni  dvolancani molekuli, medu najces¢e koris¢enim vektorima u
molekularnom kloniranju. Rekombinantni molekul DNK se unosi u ¢eliju domacina u procesu
koji se naziva transformacija. Da bi se ustanovilo koje ¢elije su uspesno usvojile stranu DNK,
neophodno je postojanje odgovarajuceg selektivnog markera, koji ¢e omoguciti prezivljavanje
uspesno transformisanim ¢elijama na selektivnim podlogama, a u slucaju bakterija uglavnom se

radi 0 genu za rezistentnost na antibiotik [156,157]. Transformacija u bakterijama, osim na
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takozvani vesStacki posredovan nacin podvrgavanjem razli¢itim laboratorijskim uslovima, moze
se, ali retko, odvijati i prirodnim putem usvajanjem DNK iz njihove okoline [196]. Uobicajena
tehnika u molekularnoj biologiji, koris¢ena i u ovoj tezi za kreiranje transformanata DH5a soja,
je transformacija bakterijskih celija metodom toplotnog Soka (Slika 19) gde se kompetentne
éelije izlazu stresu kratkotrajnim promenama temperature od O do 42°C, ¢ime se menja

propustljivost membrane dodatno stimulisuci usvajanje molekula DNK [199,200].
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Slika 19. Princip transformacije kompetentnih bakterija metodom toplotnog Soka.

Kompetentne bakterijske éelije Escherichia coli DH5a soja su sa -80°C odmrznute na
ledu, a za to vreme su ohladene 1,5 ml tubice. Broj tubica je odreden na osnovu broja zeljenih
transformacija, uz obaveznu pozitivnu i negativnu kontrolu. Zeljena plazmidna DNK je dodata u
zapremini 1-5 ul, u zavisnosti od koncentracije. Kada se radi o transformaciji plazmida
nepoznate koncentracije moguce je dodati i neSto vecu zapreminu (10-ak pl), mada to moze
predstavljati ,,ma¢ sa dve oStrice”, s obzirom na to da se zapremina reakcije povecava. Kao
pozitivna kontrola obi¢no se koristi 1 pl plazmidne DNK poznate koncentracije, za koju je ranije
utvrden broj transformanata, tako da se moze odrediti efikasnost transformacije koju radimo, dok

se kao negativna kontrola obi¢no koristi ista zapremina sterilne vode, odnosno pufera u kojem je

70



Doktorska disertacija Sofija Beki¢

rastvorena plazmidna DNK kojom transformisemo. U sve tubice je zatim dodato po 90 pl
kompetentnih bakterija i izvrSeno blago meSanje pipetom zbog njihove povecane osetljivosti.
Nakon 40 min inkubacije na ledu bakterije su izloZene toplotnom Soku naglim zagrevanjem u
vodenom kupatilu na 42°C u trajanju od 45 sekundi, a potom su vraéene jo$ 2 min na led. U cilju
,,oporavka“ bakterija i generisanja rezistentnosti na antibiotik u svaku tubicu je dodato po 900 ul
LB medijuma, prethodno zagrejanog na 37°C, nakon &ega su tubice inkubirane 1 h na 37°C. U
sterilnim uslovima 200 pl suspenzije bakterija je zasejano na selektivne podloge sa
odgovaraju¢im antibiotikom. U ovoj doktorskoj disertaciji Svi ispitivani plazmidi su nosili
rezistentnost na ampicilin, pa je kori§¢en LB agar sa 100 ug/ml ampicilina. U slucaju unapred
oc¢ekivane smanjene efikasnosti transformacije, ¢elije su pre zasejavanja koncentrovane 5 puta.
Podloge sa zasejanim bakterijama su inkubirane 16-18 h na 37°C i o&ekivano je da se kolonije
pojave na podlogama zasejanim uspe$no transformsanim bakterijama, a da podloga sa

negativnom kontrolom ostane prazna.

4.6. Preciscavanje plazmidne DNK
Birnboim i Doly su prvi razvili proceduru za alkalnu ekstrakciju plazmidne DNK

liziranjem Celija u prisustvu NaOH i natrijum dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate,
SDS) [201], koja se i danas naj¢esc¢e upotrebljava. U ovom radu umnozena plazmidna DNK iz
DH5a ¢elija je takode preciS¢ena standardnim protokolom liziranja u alkalnoj sredini (alkalne
lize), dok su kao matrice za vezivanje DNK tokom precis¢avanja korisceni silika-gel granulacije
10-40 p ili komercijalno dostupne (QIAprep® Spin) kolonice [202].

Dan pre izolacije plazmidne DNK sterilnom tehnikom rada inokulirana je tecna
bakterijska kultura sveze transformisanom bakterijskom kolonijom u 10 ml LB medijuma u
prisustvu 100 pg/ml ampicilina. Celije su gajene u inkubatoru na 37°C i 180 obrtaja/min, ne duze
od 16-18 h, da bi se izbegla prekomerna bakterijska produkcija enzima B-laktamaze, a time i
degradacija ampicilina i neselektivan rast ¢elija koje nemaju usvojen plazmid. Nakon zavrSetka
inkubacije 5-6 ml kulture ¢elija je sakupljeno centrifugiranjem 5 min na 9300 x g. Talog
bakterija je resuspendovan u 250 pl P1 rastvora (Tabela 13), koji pored TrisHCI sadrzi i
etilendiamintetrasir¢etnu kiselinu (EDTA), koja stiti plazmidnu DNK tako sto helira dvovalentne
jone, ¢ime inhibira aktivnost DNaza. Osim toga, u sastav P1 rastvora ulaze i RNaze kojima se
razgraduje kontaminirajuéa RNK, koja ometa predis¢avanje plazmidne DNK. Celije su lizirane

dodavanjem 250 ul P2 rastvora, koji sadrzi 200 mM NaOH i 1% SDS, i invertovanjem tubice
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nekoliko puta, pri ¢emu je ve¢ golim okom vidljivo povecanje viskoznosti uzorka, koje je
posledica oslobadanja DNK iz ¢elija. Sledeca faza je bila dodavanje 350 ul kiselog N3 rastvora
za neutralizaciju i1 talozenje kontaminiraju¢ih makromolekula, poput proteina i RNK.
Invertovanjem tubice nekoliko puta formiran je beo precipitat, koji je istalozen centrifugiranjem
na 4°C, 9300 x g, 10 min. Od ovog koraka se pomenuta dva protokola za pre¢i¢avanje plazmidne
DNK razlikuju. U prvom, Kkoji predstavlja metodu osmis$ljenu u okviru nase laboratorije (,,in
house*) supernatant je pazljivo prenet u tubicu sa 40 ul 100 mg/ml silika-gela, dok je kod drugog
protokola prema uputstvu proizvodaca [202] nanet na centar membrane kolonice. Kako bi se
DNK vezala za matricu, tubica je invertovana 5 min, a kolonica ostavljena na sobnoj temperaturi
i potom su obe centrifugirane na 9300 X g, 1 min. Supernatant, odnosno proto¢na frakcija (engl.
flow through) kod kolonice su uklonjeni i izvrSeno je ispiranje sa dve porcije po 500 ul PE
rastvora. Tubica je ostavljena nekoliko min na sobnoj temperaturi da se osusi od zaostalog EtOH,
a kolonica je iz istog razloga centrifugirana dodatno 1 min. Za eluiranje DNK sa nosaca u oba
slu¢aja dodato je po 50 ul EB rastvora i tubica je zagrejana u vodenom kupatilu 5 min, na 65°C.
Kolonica pod koju je postavljena Cista tubica ostavljena je 1 min na sobnoj temperaturi. Na kraju
je izvrseno poslednje centrifugiranje tokom 1 min, na 9300 X g i supernatant, odnosno proto¢na
frakcija u slu¢aju kolonice su prebaceni u ¢iste tubice i plazmidna DNK je skladistena na -20°C.
Koncentracija i ¢isto¢a plazmidne DNK je odredena koris¢enjem Nanodrop BioSpec-nano
Shimadzu aparata. Nakon zavrSetka preciSCavanja, ostatak prekonoc¢ne bakterijske kulture je

zamrznut u 15% glicerolu na -80°C.

Tabela 13. Sastav rastvora za preci§¢avanje plazmidne DNK.

P1 P2 N3 PE EB
50 mM TrisHCI .
pH 7,5 200 MM NaOH 4,2 M GUHCI 10 m'\mr?HC' 10 mM TrisHCI
10 mM EDTA pH 8,0 1% SDS 0,9 M CHsCOOK pH 4,8 PH 7, pH 7,5
80% EtOH
100 pg/ml RNaza

4.6.1. Restrikciona digestija
Restrikcioni enzimi prepoznaju i specificno seku dvolan¢anu DNK u okviru jedinstvenih

nukleotidnih sekvenci (4-8 nukleotida), koje se nazivaju mestima prepoznavanja (restrikciona
mesta) u procesu poznatom kao restrikciona digestija. Njihovo otkri¢e 70-ih godina XX veka
predstavlja jedan od sustinskih napredaka u tehnologiji rekombinantne DNK. Danas je

identifikovan i dostupan veliki broj restrikcionih endonukleaza, uglavnom iz bakterija,
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grupisanih u tri velike klase, od kojih se enzimi iz klase II najéeS$¢e koriste u molekularnom
kloniranju, tj. prebacivanju Zeljenog inserta DNK iz jednog vektora u drugi [157,203].

S obzirom na to da je veli¢ina plazmida i inserta DNK bila poznata, restrikciona digestija
je izvrSena u cilju verifikacije plazmidnog konstrukta, a prisustvo i veli¢ina restrikcionih
fragmenata (linearizovanog plazmida i zeljenog inserta DNK) su potvrdeni elektroforezom na
agaroznom gelu u prisustvu DNK markera. Odabir restrikcionih enzima koji selektivho seku
plazmid, ali ne i cONK aromataze je bitan ukoliko se planira dalje manipulisanje sa datim genom
(insertom DNK). Tada je moguce konsultovati online program NEB cutter [204] koji na osnovu
unete sekvence (Slika 20) teorijski odreduje za koje su restrikcione enzime prisutna mesta
prepoznavanja, kao i za koje enzime nisu (Slika 21). Baravalle i saradnici su klonirali cDNK
rekombinantne rastvorljive aromataze (rArom) u pCWori+ vektor izmedu restrikcionih mesta
Ndel i Hindlll [205], pa smo i mi Koristili iste restrikcione enzime da bismo proverili da li su
insert i vektor odgovarajucih veli¢ina.

Nakon §to je odluceno da restrikciona digestija bude izvrSena sa ovim restrikcionim
endonukleazama, na osnovu informacija dostupnih od proizvodaca odabran je pufer za reakciju u
kom oba enzima poseduju najvecu aktivnost (100%), optimalna temperatura za njeno izvodenje i
temperatura za inaktivaciju enzima. Da bi se izbeglo nespecifi¢no se¢enje u uslovima koji nisu
optimalni (engl. star activity), vodilo se ra¢una da finalna koncentracija glicerola (u kom se
c¢uvaju enzimi) u reakcionoj smeSi ne premaSi 5%. Tokom rukovanja restrikcionim
endonukleazama sve vreme se radilo na ledu. U ohladenu tubicu je dodato 4,5 ul sterilne H,O,
8 ul preciséene plazmidne DNK, 1,5 pl 10x koncentrovanog SB pufera [206] i po 0,5 ul
restrikcionih enzima Ndel (20 000 U/ml) i Hindlll (5000 U). Inkubacija je izvrSena tokom 2 h u
vodenom kupatilu na 37°C uz povremeno invertovanje tubice. Nakon zavriene restrikcione
digestije enzimi su inaktivirani 15 minuta na 65°C u termobloku Biometra TSc Thermo Shaker i

ise¢ena plazmidna DNK je ¢uvana na -20°C do provere elektroforezom na agaroznom gelu.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

atggttttgg
atgcctgctg
tatgagggca
tcccacggca
tatggagaat
tcaagtatgt
gggctgcagt
tggaaaacaa
gtcacagtct
gaatcgggct
acgctcttct
tttgatgcat
tacaaaaagt
gaaaaaagac
gagttgattt
ttggaaatgc
ctcattgcaa
ggtgagagag
tatgagagca
gatgtaatcg
atgcacagac
aatgttcctt
tacatcgcca
aagacattgc
ccagatgaga
ctggaacact

Slika 20.
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BbvCl
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aaatgctgaa
ccaccatgcc
catcctcaat
gattcctgtg
tcatgcgagt
tccacataat
gcatcggtat
ctcgaccctt
gtgctgaatc
atgtggacgt
tgaggatccc
ggcaagctct
atgagaagtc
gcaggatttc
tagcagagaa
tgatcgcagc
agcaccctaa
acataaagat
tgcggtacca
atggctaccc
tcgagttttt
ataggtactt
tggtgatgat
aaggacagtg
ctaaaaacat
ag

cccgatacat
agtcctgctc
accaggtcct
gatggggatc
ctggatctct
gaagcacaat
gcatgagaaa
ctttatgaaa
cctcaaaaca
gttgaccctt
tttggacgaa
cctcatcaaa
tgtcaaggat
cacagaagag
acgtggtgac
tcctgacacc
tgttgaagag
tgatgatata
gcctgtcgtg
agtgaaaaag
ccccaaaccc
tcagccattt
gaaagccatc
tgttgagagc
gctggaaatg

tataacatca
ctcactggcc
ggctactgca
ggcagtgcct
ggagaggaaa
cattacagct
ggcatcatat
gctctgtcag
catctggaca
ctgcgtcgtg
agtgctatcg
ccagacatct
ttgaaagatg
aaactggaag
ctgacaagag
atgtctgtct
gcaataataa
caaaaattaa
gacttggtca
gggacaaaca
aatgaattta
ggctttgggce
ctcgttacac
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atctttaccc

ccagcatcgt
tttttctcett
tgggaattgg
gcaactacta
cactcattat
ctcgattcgg
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gccccggcect
ggttggagga
tcatgctgga
tggttaaaat
tctttaagat
ccatagaagt
aatgtatgga
agaatgtgaa
ctttgttctt
aggaaatcca
aagtgatgga
tgcgcaaagc
ttatcctgaa
ctcttgaaaa
cccgtggcetg
ttctgagacg
tacacgactt
caagaaactc

cDNK humane aromataze (NCBI ID: NM_001347256.1, [207]).
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ggtgtggaat
acccctcatc
caaccgggta
cagcaagtcc
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ccaaggttat
ttcttggcta
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ctttgccact
ccagtgcata
catgctattt
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Slika 21. Restrikcioni enzimi koji ne seku u okviru cDNK humane aromataze, odredeni u NEB cutter programu
[204]. Podebljanim (bold) slovima su oznaceni restrikcioni enzimi koris¢eni za restrikcionu digestiju pCWori+

Arom vektora.

Avrll BsaHI BsrFl Eael Miul Nrul

4.6.2. Elektroforeza na agaroznom gelu
Optimalno razdvajanje fragmenata DNK na agaroznom gelu se postize pravilnim

odabirom koncentracije agaroze, pa je tako za molekule opsega veli¢ina od 500 do 10 000 bp, u
koji se uklapa vecina plazmida, preporucena upotreba 1% gela. Ovde je 1% agarozni gel
napravljen rastvaranjem 1 g agaroze u 100 ml TAE pufera (40 mM Tris, 20 mM sir¢etna
kiselina, 1 mM EDTA), zagrevanjem u mikrotalasnoj pe¢nici nekoliko minuta, dodavanjem 1 ul

boje koja specificno vezuje DNK (midori zelena) i izlivanjem u kadicu sa cesljem da bi se
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formirala udubljenja za nanosenje uzoraka, nakon cega je ostavljen da se ohladi i stegne. Uzorci
su pripremljeni meSanjem 9 ul plazmidne DNK i sterilne H,O sa 1 ul 10x koncentrovanog pufera
za uzorke (Blue Juice) i pazljivo naneti u odredene bunari¢e. U zavisnosti od o¢ekivane veli€ine
DNK koris¢eni su DNK markeri razli¢itih opsega (Hyperladder I 200-10000 baznih parova,
Bioron 250-10000 baznih parova). Molekuli DNK su razdvojeni po veli¢ini primenom
elektri¢nog napona ja¢ine 100-120 V u trajanju od oko 1,5 h. Gel je vizuelizovan i analiziran u
komori za fotografisanje gelova Biometra BDA digital system pod UV svetlos¢éu koris¢enjem
programa BioDocAnalyze. Da bi se preciznije odredila veli¢ina restrikcionih fragmenata,
kreirana je standardna kriva gde su na x osi prikazana migraciona rastojanja traka markera, a na 'y
veli¢ine koje im odgovaraju. Vrednosti dobijene iz standardne krive su potom uporedene sa

oc¢ekivanim.

4.7. Transformacija kvasaca
Osim transformacije bakterija, i unosenje egzogene DNK u kvasceve celije predstavlja

esencijalnu tehniku u molekularnoj biologiji za ispitivanje zeljenih gena i njihovih produkata.
Metode za transformaciju kvasaca su brojne. Obuhvataju primenu pulseva struje visokog napona
(elektroporaciju), biolisticke metode odnosno ,,bombardovanje“ ¢elija Zeljenom DNK, zatim
tretiranje enzimima koji razgraduju ¢éelijski zid, pri ¢emu nastaju sferoplasti u koje je lakSe uneti
DNK, tretman staklenim kuglicama i hemijske metode. Sve ove metode se konstantno
modifikuju i usavr$avaju u cilju povecéanja efikasnosti transformacije [208,209].

Najcesce koris¢ena hemijska metoda za transformaciju kvasaca podrazumeva tretiranje
¢elija litijum-acetatom (LiAc) i polietilenglikolom (PEG). Po potrebi, u cilju poveéanja
efikasnosti transformacije moze se dodati i nespecifi¢na, netransformiSuc¢a DNK, §to je u slucaju
LiAc/PEG metode jednolan¢ana DNK. Generalno, hemijske metode obezbeduju privremenu
promenu u stabilnosti membrane i time povecavaju Sansu za ulazak strane DNK mehanizmom
sli¢cnim endocitozi. Pretpostavlja se da PEG omogucava vezivanje DNK za povrsinu ¢elije, a joni
litijuma i promena temperature olak3avaju prolazak kroz celijski zid [209,210]. Sto se
mehanizma delovanja nespecifi¢ne jednolancane DNK ti¢e, On nije u potpunosti razjasnjen, ali je
pretpostavka da povecava efikasnost transformacije vezivanjem za sva potencijalna mesta
vezivanja na celijskom zidu za koja bi se vezala transformiSuca plazmidna DNK, povecavajuci
time Sanse za ulazak plazmida u ¢eliju [210] ili da ima zastitnu ulogu Stite¢i transformiSu¢u DNK

od nukleaza unutar ¢elije [208].
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Nakon $to je precis¢avanjem iz bakterija obezbedena dovoljna koli¢ina plazmidne DNK,
¢elije kvasca su transformisane standardnom LiAc/PEG metodom [211] uz manje modifikacije.
Za pojedine domacdine ovaj opsti protokol nije bio efikasan, pa su optimizovani dodatni koraci na
osnovu visoko efikisanih procedura opisanih u literaturi [212,213].

Prvog dana transformacije zapoceta je tecna kultura sa ¢vrstih master podloga domacina
inokulacijom sterilnim nastavkom u 2-5 ml odgovaraju¢eg medijuma (YPD medijum za sojeve
FY250, W(R), W(hR), BY2R i odgovaraju¢ci SD medijum sa dodatkom 2% glukoze za
rekombinantne sojeve, u zavisnosti od auksotrofnog markera). Master podloge predstavljaju
podloge sa odredenim sojem ¢elija kvasaca (domacina ili transformisanog soja) gusto zasejanim
u nekoliko izolata, koje sluze kao pocetna tatka u mnogim eksperimentima i ¢uvaju se na 4°C.
Cesto se kreiraju nakon ,,0Zivljavanja“ éelija iz glicerolskih tok rastvora sa -80°C ili nakon
transformacije, tako $to im uvek prethodi kreiranje podloga sa pojedina¢nim kolonijama da bi se

osigurala geneticka identi¢nost izolata (Slika 22).

Slika 22. Podloge sa pojedina¢nim kolonijama i master podloge kvasaca.

Teéne kulture su inkubirane uz agitaciju i aeraciju na 30°C, 180 obrtaja/min preko noéi.

Drugog dana, kada su ¢elije dostigle zasi¢enost (ODgoonm 4-9), razblazene su po formuli:

Vukupno(ml) - ODzZeljeno
ODpOéetno . Qbroj generacija

x(ml) =

gde je x (ml) guste kulture prebaceno u oko 20 ml svezeg medijuma (u zavisnosti koliko je
transformacija planirano, varirana je zapremina) i inkubacija je nastavljena pod identi¢nim
uslovima uz pracenje rasta merenjem ODggonm. S 0bzirom na to da je koris¢enje spektrofotometra

nepouzdano van dinami¢kog opsega aparata, uzorak ocekivane visoke OD vrednosti je pre
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ocitavanja razblazen nekoliko puta medijumom. Celije su gajene do ODgoonm 0ko 0,6, odnosno
logaritamske faze rasta kada su ,,najzdravije®, odnosno najbrze se dele i metabolicki su
najaktivnije, te je najpogodniji trenutak za transformaciju. Pripremljeno je onoliko tubica koliko
je transformacija planirano, obavezno uz pozitivnu i negativnu kontrolu, kako bi se omogucilo
praéenje validnosti eksperimenta. Celije su sakupljene centrifugiranjem oko 1,5 ml kulture pri
9300 x g 5 min na sobnoj temperaturi i supernatant je pazljivo odliven. U talog ¢elija je dodato
5 pl preciséene plazmidne DNK (osim u negativnu kontrolu, gde je dodata sterilna voda) i tubice
su blago protreSene. Zatim je u svaku dodato po 100 pl LIAC/PEG smeSe, sadrzaj je nezno
vorteksovan i inkubiran na sobnoj temperaturi 15 min.
LiAc/PEG smesa (dovoljno za 8-9 transformacija, ¢uvana na ledu):

660 ul 60% PEG

200 pl 1M LiAc (200 mM)

100 pul 1M DTT (ditiotreitol) (100 mM)

40 pl sterilne H,O

U slede¢em koraku ¢elije su izloZene toplotnom Soku zagrevanjem u vodenom kupatilu
na 45°C u trajanju od 25 min. Na kraju je svih 100 pl zasejano na odgovarajuée selektivne
podloge u sterilnim uslovima. Inkubacija do pojave kolonija transformanata je trajala 3-5 dana na
30°C u vlaznoj atmosferi. Ostatak guste prekono¢ne kulture je zamrznut u 15% glicerolu i ¢uvan
na -80°C. Na ovaj nacin nisu mogli da se transformi$u svi sojevi, pa su oni transformisani po
izmenjenom protokolu, tako §to je u LiAc/PEG smeSu umesto 40 pl sterilne H,O dodato 50 ul
2 mg/ml jednolanc¢ane DNK iz sperme lososa (engl. single stranded DNA, ssDNK), rastvorene
po uputstvu proizvodaca u puferu 1 mM EDTA, 10 mM TrisHCI, pH 7,5 i pre upotrebe

denaturisane 5 min u kljucaloj vodi.

4.7.1. Modifikovani protokoli kojima se povecava efikasnost transformacije kvasaca
Za transformaciju W(R), W(hR) i BY2R sojeva standardni protokol za transformaciju

nije bio efikasan, pa su primenjena tri razli¢ita protokola:

1. protokol: Nakon gajenja, Celije su sakupljene centrifugiranjem 5 ml te¢ne kulture na
2300 x g, 10 min i uklonjen je supernatant. Talog je ispran sterilnom H,O dva puta po 500 ul,
nakon Cega su Celije resuspendovane u 500 pl 0,1 M LiAc. Nakon kratkog centrifugiranja na

2300 x g supernatant je uklonjen pipetom i dodato je 360 ul LiAc/PEG smese.
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LiAc/PEG smesa:

200 ul 60% PEG

36 ul IM LiAc

50 ul ssDNK

5 ul plazmidne DNK (za negativnu kontrolu je umesto plazmidne DNK dodata sterilna

H,0)

69 ul sterilne H,O

Sadrzaj je vorteksovan do potpunog rastvaranja taloga i inkubiran 30 min na 30°C uz
povremeno invertovanje tubica. Dodato je 34 ul dimetilsulfoksida (DMSO), za koji se
pretpostavlja da pospesuje ulazak DNK, tubica je vorteksovana, nakon ¢ega je usledilo izlaganje
éelija toplotnom $oku u vodenom kupatilu na 42°C u trajanju od 15 min. Celije su istaloZzene
centrifugiranjem na 15000 x g, 30 sekundi i supernatant je uklonjen pipetom. Resuspendovanje
taloga je izvrSeno dodatkom 500 pl sterilne H,O i neznim pipetiranjem gore-dole. Na kraju je
suspenzija zasejana na selektivne podloge i inkubirana 3-5 dana na 30°C [212].

2. protokol: Gotovo sve faze ovog protokola su identi¢ne kao kod prethodno opisanog, s
tom razlikom $to su ¢elije rastvorene umesto u 500 ul 0,1 M LiAc u 500 ul sterilne H,O, dok je
toplotni Sok izveden na istoj temperaturi, ali duze (60 min) [213].

3. protokol je podrazumevao modifikaciju standardnog LiAc/PEG protokola uz dodatno
ispiranje Celija od LiAc/PEG smese sterilnom H,O, inkubaciju za ,,oporavak 1 h u 500 pl
kompletnog YPD medijuma, ponovno ispiranje sterilnom H,O i resuspendovanje u 100 pl

odgovarajuceg selektivnog medijuma pre zasejavanja [211].

4.8. Optimizacija fluorescentnog testa u kvascu za ispitivanje afiniteta
vezivanja steroidnih jedinjenja za steroidne receptore
Optimizacija fluorescentnog testa u kvascu je podrazumevala pronalaZzenje optimalnih

uslova za identifikaciju liganada LBD eksprimiranih u Saccharomyces cerevisiae FY250 soju,
pri emu je procedura opisana u nastavku bila najuspesnija. Celije transformisane
rekombinantnom DNK su gajene do =zasi¢enja u selektivnom medijumu u odsustvu
aminokiseline triptofan (SD-trp) na 28°C, uz agitaciju (150 obrtaja/min) i aeraciju. Kao prvobitni
izvor ugljenika u medijumu koris¢ena je 2% rafinoza, kako bi se izbegla represija GAL1
promotora od strane glukoze i indukcija ekspresije proteina galaktozom dok ¢elije nisu potpuno
spremne [214]. Kada je ODgoonm kulture dostigla vrednost ve¢u od 1, ¢elije su razblazene u

svezem selektivnom medijumu sa 2% rafinozom u zapremini vecoj od prekonoéne kulture, na
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oko 0,1 da bi se obezbedile bar dve generacije do Zeljene logaritamske faze rasta (ODgoonm~0,6)
po formuli iz poglavlja 4.7. Inkubacija je nastavljena pod istim uslovima dok ¢elije nisu dostigle
logaritamsku fazu rasta i 2-3 generacije, pri ¢emu je proteklo oko 12 h, a zatim je indukovana
ekspresija LBD-YFP proteina dodavanjem galaktoze u medijum u finalnoj koncetraciji 2%. U
isto vreme, sa namerom da se pospeSi pravilno savijanje proteina, dodati su poznati ligandi
eksprimiranih receptora ili ispitivana steroidna jedinjenja u jednakoj finalnoj koncentraciji od
10 uM, koja je izabrana kao optimalna nakon ispitivanja sirokog opsega koncentracija. Takode
su uradeni i eksperimenti gde je ligand dodat nakon odredenog vremenskog perioda po
indukovanju ekspresije, kako bi se utvrdilo na koji nacin se postize bolji efekat. Kod ¢elija koje
ekprimiraju LBD ERa ili LBD ERp za pozitivhu kontrolu su kori$¢eni tamoksifen, estron i
estradiol, a androstendion i testosteron za negativnu. Sa druge strane, ligandi visokog afiniteta za
AR, androstendion i testosteron, kao i oni sa niskim (tamoksifen, estradiol i estron), su
upotrebljeni kao pozitivna i negativna kontrola, respektivno, u ¢éelijama koje eksprimiraju LBD
AR. Da bi se ispitao uticaj fluorescencije samog rastvarata, DMSO bez liganda je dodat u
koncentraciji 1% (dalje u radu kontrola sa DMSO-om), a alikvot ¢elijske kulture bez dodate
galaktoze i liganda je sluzio kao neindukovana kontrola. Inkubacija je nastavljena pri nesto nizoj
temperaturi (25°C) u mraku izmedu 14 i 16 h, §to je odredeno kao optimalni vremenski interval
nakon ispitivanja vremenske zavisnosti fluorescentnog signala. Ideja za sniZzenu temperaturu je
proistekla iz rada u kom je objavljena efikasna ekspresija i savijanje varijanata zelenog
fluorescentnog proteina, kao §to je YFP, na sobnoj temperaturi ili ispod nje [215]. Na kraju je
intenzitet fluorescencije LBD-YFP spojenih proteina, eksprimiranih u prisustvu ili odsustvu
ispitivanog liganda tokom 14-16 h, odreden pomoc¢u dve detekcione metode: fluorescentnom
mikroskopijom i fluorimetrijskim merenjem u mikrotitar plo¢ama u 96-formatu. Ovim

optimizovanim testom je ispitano i vezivanje liganada za LBD ERP eksprimiran u W(hR) soju.

4.8.1. Fluorescentna mikroskopija
Za vizuelizaciju eksprimiranih fluorescentnih proteina spojenih sa odgovaraju¢im LBD u

rekombinantnim kva$¢evim c¢elijama koris¢ena je fluorescentna mikroskopija. Na predmetno
staklo je naneto 10 pl koncentrovane suspenzije celija i ¢elije su posmatrane i fotografisane na
fluorescentnom mikroskopu Axio Imager 2 ili Olympus BXS51 koriste¢i FITC filter (ekscitacija
485 nm, emisija 535 nm) i objektiv sa uve¢anjem 43 i 40 puta, respektivno. Vreme ekspozicije je

podeseno na 500 ili 1000 ms.
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U cilju provere metode kreirane su dozno i vremenski zavisne krive. Za ispitivanje dozne
zavisnosti rekombinantne ¢elije koje eksprimiraju LBD AR tretirane su dihidrotestosteronom u
Sest razlicitih koncentracija (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 i 100 uM) i pracena je promena Srednje
vrednosti intenziteta fluorescencije celija nakon 16 h ekspresije. Na sli¢an nacin je kreirana
dozno zavisna kriva za vezivanje estradiola za eksprimiran LBD ERp. Kako bi se ispitala
vremenska zavisnost, c¢elije koje eksprimiraju LBD ERP su tretirane estradiolom i
fluorescentnom mikroskopijom analizirane u razli¢itim vremenskim intervalima od indukcije
ekspresije, do 30 h nakon indukcije. Nakon optimizacije, fluorescentni test u kvascu koriscen je

za testiranje velikog broja steroidnih jedinjenja.

4.8.1.1. Denzitometrijska (Imagej) analiza slika
Slike dobijene mikroskopijom su analizirane denzitometrijski pomocu besplatnog ImagelJ

softvera [216]. Naime, slike snimljene koris¢enjem svetlosnog mikroskopa i njihovi
odgovaraju¢i fluorescentni parovi su preklopljeni kako bi se bolje videli tacni obrisi celija,
neophodni za dalju denzitometrijsku analizu, a pozadinski signal je oduzet. Celije su oznadene
koriS¢enjem odgovarajucih alatki koje nudi program i odredena je srednja vrednost intenziteta
piksela oznacenih regiona (Slika 23), koja je direktno proporcionalna srednjoj vrednosti
intenziteta fluorescencije celih ¢elija. Broj analiziranih ¢elija iznosio je 15-50 po uzorku. Afinitet
vezivanja liganda je izrazen kao odnos srednje vrednosti fluorescencije uzorka i kontrole sa

DMSO-om, i izracunat prema sledecoj formuli:

srednja vrednost intenziteta fluorescencije, orax

odnos fluorescencije = - - - =
srednja vrednost intenziteta fluorescencijepuyso kontrola

Histogrami su kreirani kori§¢enjem Origin Pro 8, softvera za analizu podataka i oznaene su

propagirane standardne greske odstupanja od srednje vrednosti.

80



Doktorska disertacija Sofija Bekié

File Edit Iae Process Analyze Plugins Window Help
QY8 Q|| A 4[N A% ||| owfsufun ] 4]a0] |»

Fiji Is Just) I'MageJ 2.0.0-rc-61/1.51n; Java 1.8.0_66 [64-bit];
File Edit Font Results

[Mean | oznacena celija od interesa za
104 denzitometrijsku analizu

' alatke za odabir regiona od interesa

srednja vrednost
intenziteta piksela

Slika 23. Primer denzitometrijske analize ¢elija koje eksprimiraju YFP u ImageJ programu.

4.8.2. Merenje fluorescencije u 96-formatu
Za potrebe fluorimetrijskog merenja po 100 pl suspenzije zivih rekombinantnih ¢elija je

dodato u triplikatu u polja 96-mikrotitar ploce (Carl Roth), dok je kao slepa proba sluzio
medijum bez Celija. Pre merenja fluorescencije, neophodno je spektrofotometrijski izmeriti
ODesoonm ¢elija, kako bi se napravila razlika izmedu malog broja jako fluorescentnih i velikog
broja slabo fluorescentnih celija, odnosno kako bi se dobila srednja vrednost fluorescencije po
¢eliji. Merenje ODgoonm je izvrSeno na Cita¢u za mikrotitar plo¢e ThermoLabsystems Multiscan
EX, a merenje fluorescencije na fluorimetru Fluoroskan Ascent FL na temperaturi od 25°C
podesavanjem ekscitacione i emisione talasne duzine na 485 i 538 nm, respektivno. Pre svakog
merenja uzorci su promesani da bi se izbegla agregacija Celija. Za intenzitet fluorescencije
uzorka uzeta je srednja vrednost intenziteta tri probe, a afinitet vezivanja testiranog liganda je
izrazen kao odnos fluorescencije uzorka i kontrole sa DMSO-om i izracunat je prema sledecoj
formuli:

odnos fluorescencije =

intenzitet fluorescencije po Celiji, orqx — intenzitet fluorescencije po Celijiyeindukovana

intenzitet fluorescencije po Celijipyso kontrola — iNtenzitet fluorescencije po Celiji,ecindukovana
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Histogrami su kreirani koris¢enjem Origin Pro 8, softvera za analizu podataka i oznaCene su
propagirane standardne greSke odstupanja od srednje vrednosti. Tokom optimizacije uslova za
fluorimetrijsko merenje, osim zivih, na fluorimetru je izmerena i fluorescencija ¢elija liziranih

staklenim kuglicama.

4.9. Optimizacija fluorescentnog testa u kvascu za ispitivanje afiniteta
fitoestrogena i estrogenog potencijala ekstrakata odabranih biljnih vrsta
Za primenu fluorescentnog celijskog biosenzora u ispitivanju afiniteta vezivanja

fitoestrogena, fluorescentni test u kvascu je optimizovan koris¢enjem standarda fitoestrogena
navedenih u Tabeli 14. u razli¢itim koncentracijama na rekombinantnim c¢elijama koje
eksprimiraju LBD ER. Celije su prvobitno gajene do zasi¢enosti dva dana u SD-trp selektivnom
medijumu sa 2% rafinoze na 28°C i 140 obrtaja/min. Celijska kultura je razblazena do ODgoonm
0,1 u medijumu istog sastava i spektrofotometrijski je prac¢en rast do ODggonm 0,4-0,6, faze kada
je optimalno izvrsiti indukciju ekspresije LBD ERB-YFP proteina. Po 900 pl kulture celija je
rasporedeno u epruvete u koje je potom dodata galaktoza do finalne koncentracije 2% i standardi
fitoestrogena u koncentracijama 10, 50, 100 i 200 uM, kako bi se odredile granice osetljivosti
testa, s obzirom na to da je poznato da su ovi molekuli manje potentni prema ER od estrogena.
Kao ligandi visokog, odnosno niskog afiniteta prema ispitivanom receptoru su u istim
koncentracijama kori$¢eni estradiol i androstendion. S obzirom na to da su svi radni rastvori
napravljeni u DMSO-u, ovaj rastvarac je sluzio kao kontrola pozadinske fluorescencije, pri ¢emu
njegova finalna koncentracija nije prelazila 1%, te nije uticao na vijabilnost ¢elija. Indukovane
¢elije u prisustvu ili odsustvu potencijalnog liganda su inkubirane 15 h na 140 obrtaja/min i 25°C
u mraku. Za fluorimetrijska merenja po 150 ul suspenzije ¢elija je dodato u mikrotitar plocu u
triplikatu. Intenzitet emitovane fluorescencije je izmeren na 538 nm nakon ekscitacije na
485 nm, dok je za detekciju fluorescentnom mikroskopijom na predmetno staklo naneto po 4 pl
5 puta koncentrovane suspenzije Celija. Fluorescencija YFP-a je indukovana upotrebom FITC
filtera, a slike obradene denzitometrijski u ImageJ programu. Rezultati su u oba slucaja izrazeni
na prethodno opisan nacin, poredenjem odnosa normalizovanog intenziteta fluorescencije uzorka
i DMSO (ili negativne) kontrole. Nakon postizanja optimalnih uslova za izvodenje testa
upotrebom standarda fitoestrogena, testiran je estrogeni potencijal etanolnog i vodenog ekstrakta

virka i etanolnih ekstrakata sladica i crvene deteline u koncentracijama 0,01; 0,1; 0,51 1 mg/ml.
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Tabela 14. Standardi kori$¢eni tokom optimizacije fluorescentnog testa za procenu fitoestrogene aktivnosti.
Numeracija atoma izoflavona.
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4.9.1. Priprema ekstrakata odabranih biljnih vrsta
Ekstrakti virka (Alchemilla vulgaris aggregate), sladica

(Glycyrrhiza glabra L.) i crvene deteline (Trifolium pretense L.) su
pripremljeni u Laboratoriji za ispitivanje prirodnih resursa
farmakoloskih 1 bioloskih aktivnih jedinjenja (LAFIB). Nadzemni
delovi virka su sakupljeni na Vlasinskom jezeru u leto 2017.

godine, crvene deteline, kao gajene vrste, dobijeni sa Instituta za

. o
. . ., .. Slika 24. Etanolni ekstrakt
ratarstvo i povrtarstvo ,,NS seme®, dok je koren sladi¢a nabavljen iz yiya nakon uparavanja.
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komercijalnog izvora. Etanolni ekstrakti su pripremljeni maceracijom 5 g fino usitnjenog suvog
biljnog materijala sa 100 ml 70% rastvora EtOH (odnos 1:20) na tresilici (IKA®), na temperaturi
24°C tokom 24 h. Sadrzaj je profiltriran i rastvara¢ je uparen na rotacionom vakuum uparivacu
Blichi R-210 na 38°C. Radi uklanjanja preostale vode, upareni ostatak (Slika 24) je ostavljen
preko no¢i u eksikatoru, a potom je rastvoren u DMSO-u tako da je osnhovni rastvor bio
koncentracije 100 mg/ml i skladisten na 4°C do upotrebe. Vodeni ekstrakt virka je pripremljen
prelivanjem suvog biljnog materijala klju¢alom vodom u odnosu 1:10 i inkubacijom 1 h na 80°C
u vodenom kupatilu, nakon Cega je biljni material odvojen cedenjem, a vodeni ekstrakt

liofiliziran.

4.10. Odredivanje citotoksi¢nosti MTT testom
Nakon preliminarnog skrininga fluorescentnim ¢elijskim testom, na Institutu za

onkologiju Vojvodine u Sremskoj Kamenici je ispitana citotoksi¢nost odabranih jedinjenja
prema Celijskim linijama humanih kancera i kontrolnoj zdravoj celijskoj liniji, kako bi se
upotpunila slika njihovog moguc¢eg mehanizma delovanja. U okviru ove disertacije procenjen je
uticaj odabranih D-seko modifikovanih steroida na proliferaciju ¢elijske linije ER+
adenokarcinoma dojke (MCF-7), kancera prostate (PC-3) i zdravih fibroblasta plu¢a (MRC-5).
Antiproliferativna aktivnost ispitivanih jedinjenja je odredena in vitro MTT testom koji se
zasniva na redukovanju svetlozute MTT soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum
bromid) u ljubicasto obojeni produkt formazan aktivno$¢u mitohondrijalnih dehidrogenaza,
oksidoredukcionih enzima metabolicki aktivnih celija (Slika 25). Intenzitet apsorbance,
srazmeran broju preZivelih celija nakon tretmana ispitivanim agensom, je odreden
spektrofotometrijski [217].
HsC HsC

N N
H3C‘2/\| N chj\ N
N=N N=N
Br mitohondnijalna

dehidrogenaza

Slika 25. Princip MTT testa.
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Celijske linije su gajene u flaskovima u Dulbekovom modifikovanom medijumu (engl.
Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM) u prisustvu 4,5% glukoze, 10% fetalnog teleceg
seruma (engl. fetal calf serum, FCS), 100 IU/ml penicilina i 100 pg/ml streptomicina pri
slede¢im inkubacionim uslovima: 37°C, 5% CO,, 100% vlaznost. Odabrana steroidna jedinjenja i
poznati neselektivni citotoksicni agens, doksorubicin, su sveze rastvoreni u DMSO-u u
koncetraciji 0,1 M, a zatim su napravljeni radni rastvori koncentracija 107-10° M serijskim
razblaZivanjem u fizioloSkom rastvoru, ¢ime je uticaj DMSO-a prakti¢no zanemaren. Kada su
dostigle logaritamsku fazu rasta, celije su sakupljene centrifugiranjem i vijabilnost im je
izmerena testom sa tripan plavim, koji se zasniva na usvajanju ove boje od strane ¢elija ¢ija je
membrana o$te¢ena, dok zive ostaju neobojene [218]. Suspenzija ¢elija (50 pl) je pomesana sa
200 ul 0,1% tripan plavog i ¢elije su izbrojane u Neuber-ovoj komori za brojanje na invertnom
mikroskopu. Nakon potvrde vijabilnosti, 5x10° ¢elija je zasejano u mikrotitar plocu sa 96 polja
(Costar) i preinkubirane su u kompletnom medijumu na 37°C, 5% CO, tokom 24 h kako bi se
obezbedila njihova stabilizacija pre dodavanja supstanci. Slepa proba je obuhvatala medijum bez
¢elija, dok su kontrolna polja sadrzala ¢elije u odsustvu ispitivanih jedinjenja. Po polju mikrotitar
ploc¢e je dodato 10 pl radnih rastvora doksorubicina ili testiranih jedinjenja kako bi finalne
koncentracije bile u opsegu 10°-10* M, pa je izvriena inkubacija pod istim uslovima tokom
48 h. U svako polje je 3 h pre isteka inkubacije dodato po 10 pul MTT rastvora pripremljenog
rastvaranjem ove soli u medijumu u koncentraciji 5 mg/ml i filtriranjem u cilju uklanjanja
nerastvornih produkata. Po isteku inkubacije pipetom je uklonjeno 200 pl sadrzaja iz svakog
bunarica, pri ¢emu su Celije ostale zalepljene na dnu, a zatim im je dodato po 100 pl rastvora
0,04 M HCI u 2-propanolu u cilju rastvaranja nastalog obojenog produkta, formazana. Nakon
nekoliko minuta inkubacije na sobnoj temperaturi spektrofotometrijsko merenje je izvrSeno na
¢itacu mikrotitar plo¢a Multiscan MCC340 na ispitivanoj talasnoj duzini 540 nm i referentnoj
690 nm, pri ¢emu su polja sa medijumom i MTT predstavljala slepu probu. Uticaj ispitivanog
jedinjenja na proliferaciju Celija izrazen je kao ICsp vrednost, tj. koncentracija testiranog
jedinjenja neophodna za smanjenje broja ¢elija za 50% u odnosu na kontrolne (netretirane) celije,

a odredena je Median effect analizom.
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4.11. Predvidanje protein-ligand interakcija molekularnim dokingom
Za ispitivanje protein-ligand interakcija molekularnim dokingom najpre su pripremljene

strukturne koordinate biomolekula i liganda. 1z Protein Data Bank (PDB) baze podataka
[219,220] su preuzete trodimenzionalne strukturne koordinate LBD domena za ERa (PDB:
1A52) [221] i ERB (PDB: 30LS) [222]. Koordinate za molekule vode i liganda iz kristalne
strukture su uklonjene u Notepad™ programu. H atomi i Gasteiger-ova empirijska parcijalna
naelektrisanja su dodata biomolekulu pomoc¢u skripte ,,receptor.c u VEGA ZZ 3.1.0 programu
[223]. Nepolarni H atomi su spojeni u istom programu i koordinate biomolekula su sacuvane u
obliku PDBQT formata. Strukturni modeli liganada kreirani su i njima je manipulisano
koris¢enjem AVOGADRO 1.1.1 programa [224,225]. Strukture prirodnih liganada iz kristalnih
struktura kompleksa su preuzete iz prethodno pomenutih PDB fajlova, dok su strukture
ispitivanih modifikovanih steroida kreirane na osnovu koordinata kristalnih struktura odabranih
steroida (preuzetih iz baza PubChem ili Cambridge Crystallographic Data Centre, CCDC) i
modifikovane u programu AVOGADRO. Nakon dodavanja H atoma geometrija liganda je
optimizovana odabirom MMF94s polja sile (engl. merck molecular force field 94). U ovom
slu¢aju za izraCunavanje Gasteiger-ovih empirijskih parcijalnih naelektrisanja koriséena je
skripta ,liagand.c*, u istom programu kao i kod pripreme strukturnih koordinata biomolekula.
Rezultuju¢i fajlovi su sacuvani u PDBQT formatu. Logaritamske vrednosti particionog
koeficijenta (cLogP) testiranih jedinjenja su odredene u VEGA programu.

Potencijalna energija mesta vezivanja raCunata je koriS¢enjem programa AutoGrid4, a
rezultati upotrebljeni u programu AutoDock [226]. Pojedinacne reSetke sa dimenzijama
50x50x50 su postavljene u centar svakog proteina i razmak je podesen na 0,375 A. IzraGunavanje
je izvrSeno za svaki atom liganda, ukljucuju¢i donore i1 akceptore vodoni¢nih veza, kao 1 atome
aromati¢nog sistema. Zajedno sa koordinatnim mapama reSetki izraCunate su 1 elektrostaticke 1
desolvatacione mape pri standardnoj dielektricnoj vrednosti od -0,1465. U sledecoj fazi su
pripremljeni parametri za doking i izvrSene simulacije. PocCetna pozicija liganda, orijentacija i
diedralni uglovi su nasumic¢no postavljeni. Tokom pripreme liganda pomocu AutoDockTools
[226] opcije je odreden broj torzionih uglova slobode. Doking simulacije su izvedene pomocu
genetickog algoritma (GA) po Lamarckian-u. Maksimalna vrednost procene energije je podeSena
na 2 500 000, a veli¢ina GA populacije na 150. Za svaku simulaciju je izvedeno ukupno 50

hibridnih GA-LS ciklusa. Za vizuelizaciju potencijalnih konformacija vezivanja biomolekula i
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liganda je koris¢en program PyMOL [227] i one su uporedene sa kristalnim strukturama
kompleksa preuzetim iz PDB. AutoGrid i AutoDock proracuni su izvrSeni preko servera
National Biomedical Computational Resource [228,229] u okviru PyRX programa za virtuelni
skrining [230]. Radi kontrole izvrSene su doking simulacije liganada za koje su poznate kristalne
strukture protein-ligand kompleksa i rezultati dobijeni dokingom se preklapaju sa
eksperimentalno odredenim kristalnim strukturama (R.M.S.D. < 0,6 A). Na osnovu kontrolnih
simulacija zakljuc¢eno je da su energije vezivanja koje ukazuju na jak afinitet vezivanja za ERa
bile <-10,21 kcal/mol, a za ERP <-10,77 kcal/mol.

4.12. Optimizacija heterologne ekspresije humane aromataze u
Saccharomyces cerevisiae
Istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije su u najvecoj meri bila fokusirana na

kvasac kao model organizam, pa su tako i prvi pokusaji optimizacije heterologne ekspresije
humane aromataze izvedeni u ovom sistemu. Pompon i saradnici su razvili procedure ,,visoke* i
,,Niske* gustine za gajenje sojeva sa kvas¢evom (W(R)) ili humanom (W(hR)) CPR integrisanom
u genom kvasca [231]. Nakon transformacije ovih domacina vektorom Kkoji nosi gen za
aromatazu, heterologna ekspresija je optimizovana prate¢i ideju prve procedure gajenja.
Varijacijom eksperimentalnih uslova uspe$no je dobijen rekombinantni proteinski kompleks
aromataza-CPR u aktivnom stanju i dobrom prinosu. Celije W(R) soja transformisane pRS425-
Arom plazmidnim konstruktom su sa c¢vrstih podloga prebacene u 20 ml SD-leu te¢nog
medijuma sa 2% glukoze i gajene do zasiéenja na 26°C i 170 obrtaja/min. Potom su isprane
sterilnom H,O i prebacene u 0,5 | svezeg medijuma sa 2% galaktoze u kom je zapoceta
ekspresija proteina inkubacijom pod istim uslovima. Dodavanjem galaktoze u medijum, osim
aromataze pod kontrolom GAL1 promotora, indukovana je i eskpresija CPR, regulisana GAL10-
CYC1 promotorom. Zbog bolje aeracije i agitacije kultura je rasporedena u tri erlenmajera od
250 ml. U proseku nakon dva dana celije su dostigle ODgoonm Oko 5, kada su sakupljene
centrifugiranjem 10 min na 6000 X g i izmerena je masa vlaznog taloga koji je potom korisc¢en za
izolaciju mikrozoma. Testirano je i kako koris¢enje zamrzavanog umesto svezeg kvasCevog
taloga utice na rezultate.

Za razliku od heterologne ekspresije u rekombinantnim sojevima, za gajenje divljeg tipa

domacina u cilju izolacije samo CPR komponente primenjen je isti protokol, ali su pre-kulture
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gajene u YPD medijumu sa 2% rafinoze umesto glukoze, a ekspresija indukovana u istom

osnovnom medijumu sa 2% galaktoze.

4.13. Izolacija kvascevih mikrozoma precipitacijom solima
Da bi aromataza i CPR bili funkcionalni, s obzirom na to da su proteini vezani za

membranu, potrebno ih je izolovati unutar mikrozoma. U prvoj fazi istrazivanja izolovani su
mikrozomi W(R), W(hR) i BY2R sojeva koji eksprimiraju aromatazu, kako bi se dobila oba
zeljena proteina, medutim u kasnijim fazama preslo se na izolaciju samo redukcione komponente
CPR iz divljeg tipa W(hR). Mikrozomalna frakcija se najéesc¢e izoluje ultracentrifugacijom ili
precipitacijom solima. Kalcijum-hlorid se dodaje u postmitohondrijalni supernatant i izaziva
agregaciju mikrozoma, pa ih je moguce istaloziti standardnim laboratorijskim centrifugama
[232]. Ovde su mikrozomi izolovani po prilagodenoj metodi koju su opisali Pompon i saradnici
[231].

Oko 4 g vlaznog kvascevog taloga je resuspendovano u 50 ml pufera 50 mM TrisHCI,
pH 7,4; 5 mM EDTA, 100 mM KCI sa 87 ul -merkaptoetanola i inkubirano 5 min na sobnoj
temperaturi uz povremeno mesanje. Talog je ispran u istom puferu bez [-merkaptoetanola, a
zatim resuspendovan u 4 ml hladnog pufera 50 mM TrisHCI, pH 7,4; 2 mM EDTA, 1,2 M
sorbitol. Suspenzija je razblazena hladnim puferom istog sastava, ali niZze koncentracije sorbitola
(0,6 M) tako da koncentracija ¢elija iznosi 0,5 g/ml i rasporedena u nekoliko tubica sa staklenim
kuglicama (1:1). Mehanicko liziranje je izvrSeno na vorteksu u 6 ciklusa po 1 min, uz pauze na
ledu kako ne bi doslo do denaturacije proteina. Ovi uslovi su odabrani kao optimalni nakon
utvrdivanja uspesnosti liziranja posmatranjem pod mikroskopom c¢elija podvrgnutih razlic¢itom
broju ciklusa liziranja (Slika 26). Kada su se staklene kuglice slegle supernatant je ispipetiran u
novu tubu, kuglice su zatim isprane hladnim puferom i ova te¢nost je pripojena lizatu. Nakon
taloZenja ostatka liziranih ¢elija centrifugiranjem 10 min na 14000 x g, 4°C, supernatant je prenet
u novu tubu i dodat mu je CaCl, u finalnoj koncentraciji 15 mM uz inkubaciju na ledu u trajanju
od 15 min. Nakon toga, mikrozomi su istaloZeni centrifugiranjem 15 min na 14000 x g, 4°C i
rastvoreni u 200 pl hladnog pufera 50 mM TrisHCI, pH 7,4; 1 mM EDTA. Ukupna koncentracija
proteina je odredena metodom po Bradfordu, a mikrozomi su za eksperimente koriséeni svezi ili

su skladisteni u 20% glicerolu na -80°C do izvodenja enzimskog testa.
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Slika 26. A) Nelizirane éelije kvasca; Celije lizirane staklenim kuglicama na vorteksu u 4 ciklusa (B) u 8 ciklusa (C)
po 1 min.

4.13.1. Ispitivanje aktivnosti CPR
Nakon izolacije mikrozoma iz Celija kvasca sa eksprimiranom humanom CPR, a pre

izvodenja dvokomponentnog enzimskog testa za ispitivanje aktivnosti aromataze (eksprimirane i
izolovane iz bakterija), bilo je neophodno proveriti redukcionu aktivnost CPR i time
funkcionalnost Citavog sistema. Aktivnost CPR odreduje se indirektno pracenjem redukcije
elektron akceptora, citohroma c, koji je stabilan na vazduhu i ne podleze reoksidaciji. CPR
prihvata elektrone sa NADPH i prenosi ih na citohrom c¢, ¢ija redukcija je pracena porastom
apsorbance na 550 nm. Test je veoma brz i jednostavan i ne zahteva specijalizovanu opremu, a
jedino ograni¢enje je mogucnost postojanja drugih reduktaza u izolovanim mikrozomima ili
homogenatima tkiva, koje mogu ometati merenje prenosom elektrona na citohrom c¢ [233].
Eksperimentalni sistem je testiran i u Kiveti, i u mikrotitar plo¢i, pri ¢emu se drugi na¢in pokazao

U kivetu je dodato 80 ul 0,5 mM citohroma c rastvorenog u 10 mM K-fosfatnom puferu,
pH 7,4; 10 pl ispitivanih mikrozoma W(hR) soja bez unetog plazmida za humanu aromatazu i do
990 ul 0,3 M K-fosfatnog pufera, pH 7,4. Nakon snimanja pozadinske apsorbance na 550 nm,
dodato je 10 pl 10 mM elektron donora NADPH, sadrzaj je promes$an i na istoj talasnoj duzini je
pracena apsorbanca tokom 10 min. U kontrolnu kivetu dodate su sve komponente reakcije izuzev
mikrozoma.

U bunari¢e mikrotitar plo¢e su dodate komponente prema Tabeli 15., uz tri kontrolne
probe-bez mikrozoma, citohroma c¢ ili NADPH. Snimanja su izvrSena na Thermo Scientific
Multiskan GO c¢itacu mikrotitar ploca u kinetickom modu. Aktivnost CPR je odredena kao
koli¢ina citohroma c redukovana po ml Stok rastvora enzima u min prema uputstvu Guenbercih-a

i saradnika [233].
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Tabela 15. Ispitivanje aktivnosti CPR u mikrotitar plo¢i-sastav razli¢itih proba i postupak snimanja Assgnm.

1 2 3 4
V (uD)
0,5 mM citohrom ¢ 20 20 / 20
Mikrozomi 2,5 / 2,5 2,5
0,3 M K-fosfatni pufer, 2275 2275 2275 227,5
pH 7,4
10 mM K-fosfatni / / 20 /
pufer, pH 7,4
Pufer u kom su / 25 / /
mikrozomi
Snimanje Assonm 3 Min u intervalima po 10 sekundi.
10 mM NADPH 2,5 25 25 /
Sterilna H,O / / / 2,5

Snimanje Assonm 10 min u intervalima po 10 sekundi.

4.14. Heterologna ekspresija humane aromataze u bakterijama Escherichia

coli
Humana aromataza je heterologno eksprimirana u Escherichia coli DH5a soju sledeci

protokol Nardo-a i saradnika [159]. DHS5a bakterije transformisane pCWori+ Arom
ekspresionim vektorom su iz zamrznutog glicerolskog $toka sa -80°C zasejane na LB podloge sa
100 pg/ml ampicilina i postavljene u inkubator na 37°C, 16-18 h. Narednog dana zapodeta je
prekonoéna bakterijska kultura inokulacijom jedne kolonije u 10 ml LB medijuma sa 100 pg/ml
ampicilina. Celije su gajene u inkubatoru na 150 obrtaja/min i 37°C, tokom 16 h, nakon ¢ega je
centrifugiranjem tokom 4 min na 3300 x g, istalozeno 5 ml guste kulture. Iskoris¢en medijum je
uklonjen i talog je resuspendovan u 5 ml TB medijuma (Tabela 3). Ovaj inokulum je zatim
razblazen u 0,5 1 svezeg TB medijuma sa 100 pg/ml ampicilina (1:100), sadrzaj je podeljen u tri
erlenmajera zbog bolje aeracije i agitacije, pa je inkubacija nastavljena pod istim uslovima.
Bakterijski rast je pracen spektrofotometrijski merenjem ODgoonm tokom vremena, dok nije

dostignuta logaritamska faza rasta (ODgoonm ~ 0,5). U tom trenutku je izdvojen alikvot 1 ml
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neindukovanih éelija (NI) i talog sa¢uvan na -20°C za analizu ekspresije proteina i njegovog
prinosa i Cistoce SDS-PAGE elektroforezom (elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, engl.
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). Kao prekursor hema, u kulturu je dodata
d-aminolevulinska kiselina u finalnoj koncentraciji 0,5 mM, pa je inkubacija nastavljena na
28°C. Posle 1 h ekspresija aromataze je indukovana dodavanjem 0,5 mM izopropil B-D-1-
tiogalaktopiranozida (IPTG) i inkubacija nastavljena na 28°C, 150 obrtaja/min tokom 48 h.
Dodatna doza 100 pg/ml ampicilina je dodata 24 h nakon indukcije. Uzorci za elektroforetsko
ispitivanje su uzeti na prethodno opisan nacin 7, 19, 24, 26 i 48 h nakon indukcije (+7, +19, +24,
+26, +48). Po zavrsetku ekspresije proteina, celije su sakupljene centrifugiranjem 10 min na
5000 x g. Talog od 0,5 | bakterijske kulture je resuspendovan u 10 ml pufera za resuspendovanje
(100 mM K-fosfatni pufer, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1 % Tween20) sa 10 mM
B-merkaptoetanolom, dodatim neposredno pre upotrebe. Resuspendovan talog je zamrznut na

-80°C sa 1 mg/ml lizozima do preci$éavanja.

4.15. Izolacija i preciS¢avanje proteina Ni-afinitetnom i gel filtracionom

hromatografijom
Kao i za ekspresiju, i za izolaciju 1 preciS¢avanje rekombinantne aromataze iz

Escherichia coli je delimi¢no pracen protokol grupe predvodene Gilardi-em [159]. Prva faza
liziranja bakterija u cilju ekstrakcije ovog membranskog proteina je podrazumevala tretiranje
¢elija kombinacijom lizozima i deterdzenta. Talog bakterija zamrznut sa lizozimom je postepeno
otapan na ledu invertovanjem tube, a nakon oko 15 min prebaden u ¢aSu uz meSanje na
magnetnoj mesalici na 4°C. Da bi se izbegla proteoliza, dodat je inhibitor proteaza
fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmetylsulfonyl fluoride, PMSF), a nakon 30 min je
povecéana koncentracija Tween20 deterdZenta sa 0,1% (poreklom iz pufera za resuspendovanje)
na 1% i nastavljeno mesanje na hladnom jo§ 30 min. Druga faza liziranja je obuhvatila 5 ciklusa
sonikacije po 30 sekundi zvu¢nim talasima amplitude 14 MHz na sonikatoru Soniprep 150 uz
pauze na ledu. Nakon ovog koraka izdvojen je alikvot od 100 ul lizata (L) za proveru SDS-
PAGE elektroforezom i zamrznut na -20°C. Lizat je centrifugiran u tubicama od 2 ml, 1 h na 4°C
I 13400 x g. Alikvot supernatanta (SN) i talog (T) su takode sacuvani za razdvajanje na
poliakrilamidnom gelu kako bi se utvrdilo da li je zeljeni protein uspesno rastvoren. Frakcije
supernatanta su spojene i rekombinantna aromataza je zahvaljuju¢i prisustvu 4xHis taga

preciS¢ena afinitetnom hromatografijom sa imobilisanim metalom (engl. immobilized metal
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affinity chromatography, IMAC). Kori$¢ene su komercijalne HisTrap kolonice zapremine 1 ml
napunjene sefarozom i jonima nikla za formiranje helatnih kompleksa sa histidinskim ostacima
[234]. Kolonica je isprana pomocu Sprica sa 5 ml destilovane H,O i ekvilibrisana sa 10 ml
vezujuceg pufera (100 mM K-fosfatni pufer, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1% Tween20). Zatim je
nanet supernatant i proto¢na frakcija (FT) je sakupljena kako bi se utvrdilo da li je protein ostao
vezan preko histidinskih ostataka za imobilisani Ni**, odnosno da je odsutan u pomenutoj
frakciji. S obzirom na prisustvo zaostalog [-merkaptoetanola (poreklom iz pufera za
resuspendovanje) u suspernatantu, naredne faze preCiS¢avanja su izvedene u kratkom
vremenskom periodu, da ne bi doglo do redukcije Ni** i time slabijeg vezivanja proteina. Spric je
zamenjen i kolonica je isprana dva puta-prvo sa 10 ml vezujuceg pufera (W1), a potom sa 5 ml
vezujuceg pufera sa 20 mM imidazolom (W?2), da bi se uklonili nespecifi¢éno vezani proteini.
Eluiranje zeljenog proteina je izvrSeno sa 5 ml vezujuceg pufera sa 400 mM imidazolom i eluati
su sakupljeni u tubice po 1 ml (E1-E5). Na kraju je kolonica isprana sa 10 ml destilovane Hx0 i
5 ml 20% EtOH i ¢uvana uspravno na 4°C do sledeée upotrebe. Eluati su kvalitativno ispitani
metodom po Bradfordu na prisustvo proteina, odabrane su one tri frakcije koje su pokazale
najvisi sadrzaj i spojene pre nanosenja na gel filtracionu kolonu.

Ovaj tip hromatografske kolone sa ekskluzionim limitom
manjim od veli¢ine Zeljenog proteina je koriS¢en u svrhu zamene
pufera, radi uklanjanja imidazola, koji ometa spektroskopska merenja,
i kontaminirajucih proteina manjih od zeljenog. Gel filtraciona kolona
je pripremljena dan pre eksperimenta na sledeé¢i nacin: Biogel P-10
pogodan za razdvajanje proteina molekulskih masa 1500-20000 Da je
odmeren prema uputstvu za dobijanje zapremine matriksa 10 ml,
potopljen u dvostruko vecoj zapremini 100 mM K-fosfatnog pufera,
pH 7,4 i ostavljen preko no¢i. Carl Roth 1516.1 L prazna kolona je
postavljena na stativ i hidratisani gel je pazljivo kvantitativno nanet,
uz izbegavanje formiranja neravnina (Slika 27). Ekvilibracija je

izvedena sa 20 ml vezujuceg pufera, a protok omogucen zahvaljujuci

gravitaciji. Uzorak zapremine 3 ml nanet je na ekvilibrisanu kolonu,
nakon ¢ega je dodato 10 ml vezujuceg pufera i sakupljane su frakcije  Slika 27. Ru¢no pakovana

.. ) . gel filtraciona kolona sa
po 1 ml (FO-F10). Ukupna koncentracija proteina u uzorcima  gravitacionim protokom.
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odredena je Bradfordovom metodom, a za frakcije sa najviSom koncentracijom snimljeni su
apsorpcioni spektri. Intenzitet Soretovog pika je pokazatelj funkcionalnosti proteina u nasem
sludaju, pa su na osnovu njega odabrane frakcije koje su skadistene na -80°C za dalje
eksperimente. Od svih naznacenih frakcija tokom precis¢avanja Ni-afinitetnom i ekskluzionom
hromatografijom su izdvojeni alikvoti po 100 ul i zamrznuti na -20°C do izvodenja SDS-PAGE
elektroforeze. Za proveru na gelu su takode izdvojeni alikvoti E i F frakcija odabranih za dalje
eksperimente (P1, P2).

4.15.1. Razdvajanje proteina SDS-PAGE elektroforezom
Za proveru koli¢ine i ¢istoce izolovane aromataze prikupljeni uzorci analizirani su SDS-

PAGE elektroforezom na Mini-Protean Ill Bio-Rad aparaturi. Ovom metodom se razdvajanje
proteina vrsi u elektricnom polju na osnovu razlika u duzinama njihovih polipeptidnih lanaca
nakon naruS$avanja savijene strukture SDS deterdzentom, [-merkaptoetanolom i povisenom
temperaturom [235].

S obzirom na to da je molekulska masa aromataze oko 55 kDa, napravljen je 12,5 %
razdvajajuci gel (engl. separating gel), pogodan za razdvajanje proteina u rangu 15-60 kDa [235]
i 4% koncentrujuci gel (engl. stacking gel), koji obezbeduje ujednacen ulazak proteina svih
uzoraka u razdvajajuéi gel. Uzorci za gel su pripremljeni mesanjem 10 pl ispitivane frakcije (broj
¢elija je normalizovan medu uzorcima) sa 4 ul 5x koncentrovanog pufera za uzorke sa SDS-om,
0,5 ul B-merkaptoetanola i 5,5 ul destilovane H,O i zagrevanjem na 100°C, 5 min u termobloku.
Veoma viskozni uzorci (lizati Celija i talozi) su pre gel elektroforeze sonifikovani. Nakon
polimerizacije gelovi su prebaceni u komoru za elektroforezu i naliveni hladnim puferom 25 mM
Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS. U bunari¢e formirane pomoc¢u 1 mm ¢esljica naneto je po 20 ul
pripremljenih uzoraka i 10 pl proteinskog markera (Serva 6,5-200 kDa, Roti®-Mark 14-212 kDa
standard). Aparatura je zatvorena postavljanjem poklopca na odgovarajuce elektrode i primenjen
je napon od 80 V za kretanje proteina u koncentruju¢em gelu, zatim 180 V u razdvajajuéem.
Elektroforeza je zaustavljena nakon priblizno 90 min, nakon ¢ega su gelovi ostavljeni preko noci
da se boje u rastvoru 0,1% Coomassi Brilliant Blue R-250, 4,5% metanol, 4,5% glacijalna
siréetna kiselina, a zatim obezbojeni U rastvoru 1% metanol, 1% glacijalna sir¢etna kiselina i

fotografisani.
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4.15.2. Odredivanje koncentracije proteina
Koncentracija proteina je odredena na dva nacina-o¢itavanjem apsorbance na 280 nm ili

metodom po Bradfordu. Zahvaljujuéi prisustvu aromati¢nih aminokiselina, proteini apsorbuju u
UV oblasti sa apsorpcionim maksimumom na 280 nm, pa je nakon odredivanja Ajgonm, Njihovu
koncentraciju moguce izracunati preko Lamber-Berovog zakona:
A=¢-c-l

gde ¢ predstavlja molarni ekstinkcioni koeficijent proteina, koji smo odredili na osnovu sekvence
u ExPASy programu (za aromatazu iznosi 54320 M cm™), ¢ koncentraciju, a | duZinu opti¢kog
puta koja kod Kiveta iznosi standardno 1 cm. Odredivanje sadrzaja proteina metodom po
Bradfordu je izvedeno u mikrotitar plocama po protokolu Bio-Rad proizvodaca [236]. Prvo je
generisana standardna kriva, tako S$to su pripremljeni rastvori albumina govedeg seruma u
koncentracijama 125-2000 pg/ml. Istovremeno je odredena apsorbanca ispitivanih uzoraka i na
osnovu standardne krive odredene su nepoznate koncentracije. Nakon dodavanja Bradfordovog
reagensa uzorci koji sadrze proteine boje se u plavo, Sto je vidljivo i golim okom, te je ova
metoda korisc¢ena i za preliminarni kvalitativni skrining frakcija tokom precis¢avanja, kako bi se

identifikovale one u kojima su prisutni proteini.

4.16. Odredivanje aktivnosti aromataze i inhibitornog potencijala odabranih
steroidnih jedinjenja
Test za ispitivanje kataliticke aktivnosti rekombinantne aromataze baziran je na proceduri

Peyronneau-a i saradnika za enzim CYP 3A4, s tim $to su koncentracije komponenata reakcione
smeSe povecane [237]. Razvoj ovog testa je tekao u dva pravca. Prvobitno je kompleks
aromataza-CPR dobijen izolacijom mikrozoma rekombinantnih sojeva kvasca sa optimizovanim
redoks sredinama (W(R), W(hR) ili BY2R) transformisanih plazmidnim konstruktom sa genom
za aromatazu. Drugi pravac je podrazumevao razvoj kuplovanog testa, gde je aromataza
izolovana iz bakterija Escherichia coli DH5a soja transformisanih pCWori+ Aro plazmidom, a
reduktaza iz mikrozoma kvasca Saccharomyces cerevisiae W(hR) soja. Nakon §to je potvrdena
kataliticka aktivnost enzima testom aromatizacije supstrata, ispitan je uticaj poznatih inhibitora,
kao i nekoliko modifikovanih steroida na aktivnost aromataze. Tokom optimizacije ovih
enzimskih testova ispitane su razliCite koncentracije komponenata reakcione smese 1 razliciti

uslovi, a u Tabelama 16. i 17. su navedeni oni koji su dali pozitivne rezultate. Rastvor ¢istog,
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nedegradiranog NADPH pokazuje apsorpcioni maksimum na 340 nm, pa je svaki put pre

njegove upotrebe u eksperimentu, u cilju provere aktivnosti, snimljen apsorpcioni spektar.

Tabela 16. Sastav reakcione smese za ispitivanje aktivnosti aromataze enzimskim testom u kom je kori$¢en
kompleks aromataza-CPR iz jednog izvora.

Komponente reakcione smese Reakcija Ko.ntrOIa 2e
mikrozoma
Mikrozomi iz W(R) soja sa
eksprimiranom aromatazom i 43 g /
kvasc¢evom CPR
NADPH 100 uM 100 uM
Androstendion 80 uM 80 uM
Pufer
50 mM TrisHCI pH 7,4 do 0,5 ml do 0,5 ml
1 mMEDTA

Tubice sa reakcionom sme$om su postavljene u vodeno kupatilo i inkubirane 1 h na 37°C
uz povremeno blago invertovanje. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 50 ul NaOH. Steroidi su
ekstrahovani metilen-hloridom u dve porcije po 500 i 800 ul vorteksovanjem 3 min na
maksimalnoj brzini. Donji, organski sloj, je nakon centrifugiranja u trajanju od 1 min na
13400 x g, prenet u Cistu tubicu i uparen na sobnoj temperaturi do suva, a potom analiziran

tankoslojnom hromatografijom.

Tabela 17. Sastav reakcione smese za ispitivanje aktivnhosti aromataze kuplovanim enzimskim testom.

. Kontrola | Kontrola Kontrola . Reakcija
Komponente reakcione . Reakcija sa
. Reakcija bez bez bez S bez
smeSe . inhibitorom | . .=
aromataze | supstrata | mikrozoma inhibitora
Mikrozomi iz W(hR) soja
sa eksprimiranom 230-460
kvaséevom i humanom ug 460 ng 460 ug / 920 g 920 g
CPR
Aromataza iz Escherichia
coli DH54 soja 178 ug / 178 ug 178 ug 178 ng 178 ug
NADPH 1 mM 1mM 1 mM 1 mM 1mM 1mM
Androstendion/Testosteron 100 uM 100 uM / 100 uM 100 uM 100 uM
100 mM K-fosfatni pufer
pH 7.'4 do 1ml do 1ml do 1ml do 1ml do 1ml do 1ml
20% glicerol
0,1% Tween20
Inhibitor / / / / 300-1000 /
uM
DMSO / / 10 pl / / 3-10 ul

Tubice sa reakcionom smeSom su postavljene u vodeno kupatilo i inkubirane 1 ili 2 h na
37°C uz povremeno blago invertovanje. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 50 pl NaOH.

Steroidi su ekstrahovani sa 500 ul metilen-hlorida vorteksovanjem 3 min na maksimalnoj brzini.
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Donji, organski sloj, je nakon centrifugiranja 1 min na 13400 x g, prenet u ¢istu tubicu i uparen
na sobnoj temperaturi do suva, a potom analiziran tankoslojnom hromatografijom. Kod
odredivanja inhibitornog potencijala, aromataza je preinkubirana sa inhibitorom 30 min na 37°C
kako bi se omogucilo njegovo vezivanje, a potom je inkubacija nastavljena jos 2 h sa supstratom
1 ostalim komponentama reakcije. Takode je ispitan efekat inhibitora na aktivnost aromataze bez
preinkubacije, kao i da li je mogucée umesto kompletno izolovanih mikrozoma koristiti lizat kao

izvor CPR da bi se skratilo vreme izvodenja eksperimenta.

4.16.1. Detekcija proizvoda enzimske reakcije tankoslojnom hromatografijom
Medu hromatografskim tehnikama za

analizu steroida, tankoslojna hromatografija
(engl. thin-layer chromatography, TLC) zauzima
posebno mesto kao veoma ekonomicna 1 brza
tehnika razdvajanja sa granicom detekcije u
nanomolarnom opsegu, koja, osim kvalitativne,
omogucava 1 kvantitativnu denzitometrijsku

analizu rezultata. Princip razdvajanja se zashiva

na razli¢itom afinitetu ispitivanih jedinjenja

prema stacionarnoj i mobilnoj fazi [238]. Kao Slika 28. Tankoslojni hromatogrami estrona,
androstendiona, eksemestana i formestana (sa leva na
stacionarna faza, najceS¢e se Kkoristi Cvrst desno) u razvijacima razlicitih polarnosti:
. . toluen:etilacetat = 9:1 (levo) i toluen:etilacetat = 5:2,
adsorbent, silika-gel, gde se optimalno 3 puta razvijanje (desno).

razdvajanje steroidnih jedinjenja postize sa
porama dijametra 50-60 A, dok se kao mobilna faza koristi jedan ili smesa rastvaraca razli¢itih
polarnosti. S obzirom na to da je silika-gel veoma polaran, polarnija jedinjenja ¢e se duze
zadrzati na njemu, dok ¢e kod razvijaca sa porastom udela nepolarnije komponente supstance
sporije migrirati, i obrnuto (Slika 28). U sluéaju loseg razdvajanja, plo¢ica moze biti razvijena
nekoliko puta. Fluorescentni neorganski indikator kojim je obeleZen silika-gel omoguéava da
UV-aktivna steroidna jedinjenja budu vidljiva pod UV svetlos¢u u obliku tamnih mrlja sa
smanjenom fluorescencijom, jer i sami apsorbuju na istoj talasnoj duzini. Ukoliko jedinjenja ne
apsorbuju u ovom opsegu, vizuelizacija se omogucava razli¢itim metodama derivatizacije [239].
Proizvodi enzimskog testa za ispitivanje aktivnosti aromataze i njenih inhibitora su nakon

ekstrakcije organskim rastvaracem i uparavanja razdvojeni i detektovani TLC hromatografijom.

96



Doktorska disertacija Sofija Bekié

Upareni ostaci i referentna jedinjenja su rastvoreni u 50 ul metilen-hlorida i naneti staklenim
kapilarama na aluminijumsku TLC plo¢icu silika-gela 60 F,s4 Merck. Razvijanje TLC
hromatograma je izvrSeno kapilarnim silama u smesi rastvaraca toluen:etilacetat = 2:1 u kadici
za razvijanje. Osusena plocica je posmatrana pod UV svetlos¢u i obelezene su lokacije UV-
aktivnih jedinjenja, nakon &ega je isprskana 50% sumpornom kiselinom i zagrejana na oko 80°C
u cilju vizuelizacije ostalih jedinjenja. Na kraju su odredeni retencioni faktori (Rf), tj. odnos
predenog puta supstance i fronta razvijaca, §to je omogucilo pouzdaniju identifikaciju produkata

enzimske reakcije i uporedivanje rezultata iz razli¢itih eksperimenata.

4.16.1.1. Denzitometrijska analiza TLC hromatograma
Za odredivanje specificne enzimske aktivnosti aromataze, kao koli¢ine nastalog

estranskog produkta u jedinici vremena po mg proteina, kvantifikacija TLC hromatograma je

izvrSena denzitometrijskom analizom u

ImageJ programu po  metodologiji |Bolclol4)s

l(Fiji Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-61/1.51n; Java 1.8.0_66 [64-bit];

opisanoj u radu Olech-a i saradnika [240]. [P
Nakon oduzimanja pozadinskog signala,

mrlje koje poticu od estradiola u

koncentracijama 25, 50, 75, 100 1 125 uM

su oznacene i odredena je povrSina ispod
pikova raspodele piksela razlicitih
intenziteta (Slika  29), direktno

LI

proporcionalna koncentraciji supstance. U

Origin Pro 8 programu je zatim kreirana

standardna kriva iz koje je odredena

nepoznata koncentracija nastalog

estradiola i specificna enzimska aktivnost Slika 29. Denzitometrijska analiza TLC hromatograma u

aromataze. ImageJ programu.

4.16.2. Ispitivanje aktivnosti aromataze u te¢noj kulturi kvasaca bez izolacije mikrozoma
Tokom razvoja metode za ispitivanje aktivnosti aromataze, sa nastojanjem da se smanji

broj eksperimentalnih koraka, testirana je moguénost izvodenja enzimskog testa u te¢noj kulturi
rekombinantnih kvasaca bez izolacije mikrozoma. Stepen biokonverzije steroida je odreden po

modifikovanom postupku Shkumatov-a i saradnika [241]. SD-leu medijum sa 2% glukoze je
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inokuliran rekombinantnim ¢elijama W(R) i W(hR) sojeva transformisanih pRS425-Arom
plazmidnim konstruktom sa ¢vrstih podloga i one su gajene do zasi¢enja u inkubatoru na
25-28°C i 180 obrtaja/min. Kada je dostignuta vrednost ODgoonm 0KO 3, éelije su razblaZene na
ODgoonm 0,1 u 20 ml svezeg SD-leu medijuma sa 2% galaktoze, dodat im je androstendion ili
testosteron rastvoren u etanolu do finalne koncentracije od 200 uM i inkubirane su pod istim
uslovima. Iz svakog erlenmajera je pre vracanja u inkubator izdvojen alikvot od 2 ml (O h),
centrifugiran 1 iz supernatanta su ekstrahovani steroidi vorteksovanjem sa 4 ml metilen-hlorida u
8 ciklusa po 1 min. Organski sloj je uparen na sobnoj temperaturi. Isti postupak je ponovljen i za
uzorke nakon 8, 24 i 48 h od indukcije (8 h, 24 h, 48 h). Uparene organske faze su rastvorene u
200 ul metilen-hlorida i u zapremini od 4 kapilare nanete na TLC ploc¢icu. Razvijanje je izvrSeno
u smesi rastvaraca toluen:etilacetat = 2:1, a vizuelizacija mrlja prskanjem 50% sumpornom
kiselinom i zagrevanjem na reSou. TLC hromatogrami su fotografisani. Pod sli¢nim uslovima
izveden je i eksperiment u kojem je istovremeno sa supstratom dodat 100 uM NADPH kofaktor,
a ekspresija izvedena na vi$oj temperaturi nego u prvom slucaju, tj. na 36°C. Osim toga, ispitano
je 1 kako liziranje ¢elija staklenim kuglicama utiCe na ekstrakciju produkata biokonverzije. Dalje,
da bi se ustanovilo da li dolazi do degradacije steroida tokom 48 h inkubacije, kao kontrolni
eksperiment umesto Celija dodat je medijum. Od eksperimentalnih uslova takode je ispitano i
odsustvo indukcije ekspresije proteina galaktozom, primena soja koji ne eksprimira pojac¢ano
CPR (FY250), kao i W(R) soja bez unetog gena za aromatazu, da bi se proverio uticaj same CPR
na biokonverziju. Neocekivano, na osnovu detektovane dominantne redukcije androstendiona u
testosteron kod W(R) soja sa eksprimiranom aromatazom, pretpostavljeno je da je nativna,
kvasceva 17B-HSD odgovorna za ovu biokonverziju, te je kao kontrolni eksperiment ovaj enzim

inhibiran dodavanjem ibuprofena u koncentraciji od 500 uM.

4.16.3. Kuplovani fluorescentni test za ispitivanje aktivnosti aromataze
IstraZivanja u okviru razvoja testa za odredivanje aktivnosti aromataze su tekla i u pravcu

koekspresije LBD ERf 1 aromataze u ¢elijama kvasca, gde bi, zahvaljuju¢i kuplovanom sistemu,
umesto tankoslojne hromatografije produkti enzimski katalizovane reakcije bili detektovani
fluorescentnim ¢elijskim biosenzorom. Ukoliko bi heterologno eksprimirana aromataza bila
funkcionalna, doslo bi do konverzije androgena u estrogene, njihovog vezivanja za eksprimirane
LBD ERB-YFP i mogao bi se detektovati FRET signal nastao usled dimerizacije i priblizavanja
domena (Slika 30). Nakon transformacije FY250 soja pRF4-6-hER LBD-EYFP i pRS425-Aro
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vektorima, sa master podloge su zapocete te¢ne kulture u 3 ml SD-leu-trp medijuma sa 2%
rafinoze. Erlenmajer sa éelijama je postavljen u inkubator na 28°C, 180 obrtaja/min preko noéi.
Sledeceg dana celije su razblazene na ODgoonm 0,15 1 gajene bar dve generacije, tj. do ODgoonm 0,6
(oko 12 h), kada je izvrSena indukcija ekspresije oba proteina dodavanjem galaktoze u finalnoj
koncentraciji 2%. Kultura je 24 h nakon indukcije rasporedena u epruvete po 1 ml i dodati su
steroidni hormoni u finalnoj koncentraciji od 10 uM, dok je u kontrolnu probu dodato samo 10 pl
DMSO rastvarata. Celije su posmatrane pod fluorescentnim mikroskopom u razligitim
vremenskim intervalima nakon dodavanja steroidnih hormona. Na isti nain testiran je i sistem

gde su LBD ERp i aromataza koeksprimirani u W(hR) soju.

LBD ERB-YFP Estrogen

® = LY
Saccharomyces '°é u Androgen u :

cerevisiae { Y f . é
8 @

> W i\f. - 7‘ ‘,‘,’- >

Aromataza

Slika 30. Princip kuplovanog fluorescentnog testa za ispitivanje aktivnosti aromataze.

4.16.4. Test oksidacije NADPH
Aktivnost rekombinantne aromataze u kompleksu sa CPR je ispitana i indirektno,

pracenjem sposobnosti oksidacije NADPH kofaktora [242]. U mikrotitar plo¢u su dodati
rekombinantna aromataza iz Escherichia coli DH5a soja (1,4 uM), mikrozomi iz W(hR) soja sa
eksprimiranom kvas¢evom i humanom CPR (76,5 pg) i testosteron (200 uM) u 100 mM K-
fosfatnom puferu, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1% Tween20. Plo¢a je preinkubirana u citacu
mikrotitar plo¢a 3 min na 37°C i Aggonm je shimana na svakih 10 sekundi u 15 ciklusa. Zatim je
dodat NADPH kofaktor (200 uM) i nastavljeno merenje u kinetickom modu u trajanju od oko 10
min na istoj temperaturi. Da bi se iskljucio uticaj komponenti iz preciS¢enih proteina na

oksidaciju NADPH, ispitane su kontrole u odsustvu aromataze ili mikrozoma.

4.17. Ispitivanje vezivanja liganada za aromatazu apsorpcionom
spektroskopijom
Da bi se proverila funkcionalnost aromataze precis¢ene Ni-afinitetnom i gel filtracionom

hromatografijom za dalje enzimske testove i odlucilo koje frakcije spojiti prilikom zamrzavanja
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proteina, snimljen je apsopcioni spektar hema u opsegu 250-650 nm. Kada je utvrdeno da enzim
pokazuje karakteristican Soretov pik na oko 416-418 nm, pristupilo se ispitivanju vezivanja
liganada metodom apsorpcione spektroskopije. Uzorak proteina koncentracije oko 16 uM je
ispipetiran u mikrotitar plocu u zapremini od 100-150 pl, a kao slepa proba koris¢en je pufer bez
proteina u istoj zapremini. Apsorpcioni spektar u opsegu 250-650 nm je snimljen na Thermo
Scientific Multiskan GO spektrofotometru na temperaturi 25°C. Nakon toga u oba bunariéa je
dodato po 1-5 ul 10 mM supstrata aromataze, androstendiona, i ponovo snimanjen spektar pod
istim uslovima odmah ili 10-15 min nakon dodavanja jedinjenja i inkubacije na 25°C. Da bi se
efekat vezivanja uporedio sa proteinom u odsustvu liganda, isti postupak je ponovljen sa DMSO
rastvaraCem umesto rastvora androstendiona. Eksperimenti su ponovljeni sa razli¢itim
koncentracijama supstrata, inhibitora eksemestana i formestana, sildenafila i nekoliko
modifikovanih steroida (kao i dva nesteroidna jedinjenja). Apsolutni spektri su obradeni u Origin
Pro 8 i Excel programima oduzimanjem vrednosti slepe probe od uzorka, kao i korigovanjem
bazne linije. Promene polozaja Soretovog pika, odnosno pomeranja, su pracena uporedivanjem
apsorpcionih maksimuma medu apsolutnim spektrima proba sa i bez liganda, a oduzimanjem

ovih spektara dobijeni su diferencijalni spektri.

4.18. Ispitivanje vezivanja liganada za aromatazu fluorescentnom
spektroskopijom
Fluorescentnom spektroskopijom je ispitano vezivanje za aromatazu onih steroidnih

jedinjenja koja su prethodno pokazala znacajno pomeranje Soretovog pika. S obzirom na to da se
tehnika zasniva na pracenju promena u fluorescentnom spektru triptofana nakon vezivanja
liganda za protein, talasna duZzina ekscitacije je podeSena na 295 nm, a emisionog spektra na
300-450 nm, kako bi se selektivno pratila samo ova aromati¢na aminokiselina. Zbog visokog
udela glicerola, koji moze da uti¢e na spektroskopska merenja, a neophodan je za stabilnost CYP
450 proteina, Stok rastvor aromataze u 100 mM K-fosfathom puferu, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1%
Tween20 je razblazen do koncentracije 0,1 uM u 50 mM K-fosfathom puferu istog pH i takav
koris¢en za merenja. U dve kvarcne kivete je dodato po 1 ml razblazenog rastvora proteina i
fluorescentni emisioni spektri su snimljeni na spektrofluorimetru Shimadzu RF-1501, a zatim je
izvedena spektrofotometrijska titracija sa po 2 pl ispitivanog steroidnog jedinjanja (koncentracije
10 mM) u jednu i rastvaraca DMSO u drugu, referentnu kivetu, u 10 ciklusa. Zbog vremenske

ogranicenosti neka jedinjenja su titrovana u samo dve zapremine, 10 i 20 ul. Kako bi se iskljucio
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fenomen prigusivanja ekscitacionog ili emisionog zraka (engl. inner filter effect) samih
jedinjenja, snimljeni su njihovi apsorpcioni spektri u opsegu 250-450 nm i korigovana vrednost

fluorescencije (Fkorigovano) je izraunata po sledecoj formuli:

ODex+0Dem
Fkorigovano = Fizmereno - 10 2

Rezultati su prikazani kao fluorescentni spektri i kao zavisnost intenziteta korigovane

fluorescencije od koncentracije dodatog liganda kao titranta.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA
Kod procesa otkrivanja novih lekova za leenje bolesti zavisnih od koncentracije

steroidnih hormona, bioloski testovi za preliminarni skrining bioloske i/ili farmakoloske
aktivnosti jedinjenja su od izuzetnog znacaja, pa je cilj ove doktorske disertacije bio upravo
razvoj takvih testova. Poredenjem dobijenih rezultata sa objavljenim rezultatima drugih
istrazivaca stavljen je akcenat na prednosti optimizovanih bioloSkih testova, kao i na znacaj
identifikovane bioloske aktivnosti ispitivanih jedinjenja. Korelacijom afiniteta vezivanja za
steroidne receptore, citotoksi¢nosti prema odabranim tumorskim celijskim linijama i in silico
odredenim energijama vezivanja omogucen je bolji uvid u potencijalni mehanizam delovanja
odabranih jedinjenja. Dodatni korak u boljem razumevanju nacina delovanja testiranih
modifikovanih steroida i njihove potencijalne uloge u tretmanu hormon-zavisnih bolesti
predstavljalo je ispitivanje afiniteta vezivanja za humanu rekombinantnu aromatazu i inhibiciju

njene aktivnosti.

5.1. Pregled koris¢enih plazmidnih konstrukata

Muddana i Peterson su konstruisali poel () GAL1 promoter
1 d ﬂ ., 1 k. v HA tag
plazmide za fluorescentni ¢elijski senzor na nacin | EcoRI{(576)
opisan u nastavku. PCR reakcijom kreirana su ~ PU¢°" §re
mesta prepoznavanja restrikcionih endonukleaza ADH Terminator s Hmdi{ce)

-~

H ' ! 1 1 BamHI (1078)

EcoRIl i Sall na 5, odnosno 3' krajevima - p(,Rif_so NO”(W):
- . . L

fragmenata DNK koji kodiraju humane ERa, ERp oo HindITI (1222)

I AR LBD. Na taj nacin dobijeni su konstrukti
TRP1 Peptide

2 pm Ori
5'-EcoRI-LBD receptora-Sall-Stop-Xhol-3', @  1rp1 Gene y S
nativna mesta seCenja ove dve nukleaze, koja se —__

nalaze unutar gena, uklonjena su uvodenjem tihih Slika 31. Mapa pRF4-6 vektora [301].

mutacija. Ista restrikciona mesta dodata su na

krajeve EYFP gena 5'-EcoRI-EYFP-Sall-Stop-Xhol-3', izvrsena je digestija sa EcoRI i Sall i
kloniranje u kvaséev vektor pRF4-6 iseCen sa ECORI i Xhol uz zamenu postojeceg aktivacionog
domena HA epitop tagom na N-terminusu. Ovaj vektor (Slika 31), veli¢ine oko 6 kbp, poseduje
TRP1 marker, odnosno kopiju ispravnog trpl gena bez mutacija, koji omogucava celijama
prezivljavanje na podlozi bez navedene aminokiseline i GAL1 promotor. Secenjem ovog vektora

i 5'-EcoRI-LBD receptora-Sall-Stop-Xhol-3' umnozenog fragmenta DNK sa EcoRI i Sall
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enzimima 1 njihovom ligacijom dobijen je plazmid za fluorescentni ¢elijski senzor koriS¢en u

daljim eksperimentima [80].

(3233) AatIl T7 terminator
(3231) ZraI‘ | “ Sty (59)
(3115) SspI_ \ \ [ /  BIpI (82)

\ ) | | /A _PaeR7I - PspXI - Xhol (141)

| | /" _Notl (147)
[ AN /~ _EcoRV (166)

‘ [‘ // " _Apol - EcoRI (174)
| [ ~~ _-Spel (199)

- BamHI (205)
_—Eco53kI (213)
__—BanII - SacI (215)
— Acc65I (217)

— KpnI (221)

— HindIII (223)
~NheI (261)

— BmtI (265)
—__NdeI (268)

_RBS
_ Xbal (306)

(2852) HincII _ \ | |/ /
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(2681) Pvul -
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pET-17b ~_BgIII (364)
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Slika 32. Mapa pET-17b vektora [243].

Norio Kagawa je opisao modifikacije sekvence humane aromataze [244,245] kojima se
postize visok nivo njene ekspresije u Escherichia coli. Klju¢ je u skra¢ivanju sekvence na N-
terminusu, odgovorne za membransko usidravanje proteina, i zameni regiona bogatog baznim
aminokiselinama odgovaraju¢im regionom iz CYP2C11 pacova. Nakon translacionog start
kodona ATG, dodat je GCT (Ala), ¢ime su dobijeni 2cA konstrukti. Kloniranje ove sekvence u
pET-17b vektor (Slika 32), ise¢en sa Ndel i Hindlll, rezultovalo je dizajnom 2cArpET. Izmedu
ostalog, da bi se olakSalo pre¢iS¢avanje aromataze niz od 4 histidinska ostatka dodat je uzvodno

od STOP kodona na C-terminusu.
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Slika 33. Mapa pRS425 vektora [246].
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bilo je neophodno klonirati ga u vektor namenjen

za ekspresiju proteina u kvascima, kao na primer
YEp-Rgal (pRS425, Slika 33) koji odlikuje
inducibilna ekspresija galaktozom, veliki broj
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Slika 34. Mapa pCW vektora [302].
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aromataze modifikovali zamenom prvih 39 N-terminalnih aminokiselinskih ostataka lancem od
10 hidrofilnih aminokiselina, od kojih su 3 lizinska ostatka, dok su na C-terminus uveli 4
histidinska ostatka 1 time omogucili precis€avanje eskpresovanog proteina afinitetnom
hromatografijom. Gen koji omogucava ekspresiju rastvorljive aromataze je direktno kloniran
izmedu Ndel i Hindlll restrikcionih mesta u pCW ori+ vektoru (Slika 34) sa IPTG inducibilnim

Tac promotorom i genom za otpornost na ampicilin [159,205].

5.2. Verifikacija koris¢enih plazmidnih konstrukata agaroznom
elektroforezom nakon preciS¢avanja iz DH5a celija
Transformacija kompetentnih DH5a ¢elija opisanim plazmidima, od kojih svaki nosi gen

za rezistentnost na ampicilin, je uspes$no izvrSena metodom toplotnog Soka, pri ¢emu su celije

koje su usvojile stranu DNK selektovane na LB ampicilinskim podlogama (Slika 35).

DH5a + pRF4-6-hERa LBD-EYFP DH5a + pRF4-6-hERB LBD-EYFP DH5a + pRF4-6-hAR LBD-EYFP

DHS5a + 2cAr-pET DH5a + pRS425-Aro DH5a + pCWori+ Arom

Slika 35. DH5a ¢elije transformisane plazmidima koris¢enim u disertaciji metodom toplotnog Soka nakon 16-18 h
inkubacije na 37°C na LB podlogama sa 100 pug/ml ampicilina.

Na podlozi zasejanoj celijama kojima je umesto plazmidne DNK u smeSu za
transformaciju dodata sterilna voda (negativna kontrola), kao §to je i o€ekivano, nisu uocene

kolonije, jer ove ¢elije nemaju sposobnost prezivljavanja na antibiotskoj podlozi. Prinos i kvalitet
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plazmida precis¢enih iz rekombinantnih DHS5a ¢elija metodom alkalne lize upotrebom silika-
gela i/ili Qiagen kolonica analiziran je agaroznom elektroforezom.

Plazmidi sa identi¢nom sekvencom se mogu javiti u nekoliko razli¢itih konformacija, $to
se na gelu manifestuje razlikama u predenim rastojanjima. Najcesc¢e zastupljen nativni oblik je
superspiralizovani, kako bi bilo omoguceno kompaktnije pakovanje u celiji, zatim, usled
mehani¢kog ili enzimskog raskidanja jednog lanca ovih cirkularnih dvolanc¢anih molekula DNK,
nastaje ,,zarezana“ (engl. nicked) forma, a dejstvom restrikcionih enzima koji seku oba lanca na
specificnim mestima prepoznavanja plazmidna DNK dobija linearizovani oblik. Kada je
neophodno precizno odrediti veli¢inu plazmida, on mora biti linearizovan kako bi rastojanje na
gelu koje prede bilo stvarno i uporedivo sa DNK fragmentima markera poznate veliine.
Elektroforetska mobilnost opisanih formi je superspiralizovana > linearizovana > ,,zarezana“, a
osim ovih monomernih oblika, plazmidi se mogu javiti i u oligomernim formama [248].

Marker

Marker

bp

10000 —> Linearizovan
8000 —> plazmid, iseéen sa
jednim enzimom

Linearizovan
plazmid isecen sa
oba enzima

—
=
%
—3
%
%
_>
%
%

Insert

2x1000 —>

750 —

500 —>

Slika 36. Panel 1% agaroznih gelova sa midori zelenom bojom nakon razdvajanja plazmida preé¢is¢enih iz DHS5a
¢elija. Gel A: marker, 1-pRS425-Aro (silika-gel), 2-pRF4-6-hERa LBD-EYFP (silika-gel), 3-pRF4-6-hERf3 LBD-
EYFP (silika-gel); Gel B: 1-2cAr-pET (Qiagen kolonica), 2-2cAr-pET (silika-gel), 3-pRF4-6-hAR LBD-EYFP
(silika-gel); Gel C: marker, 1-pCWori+ Arom ise¢en sa Hindlll i Ndel (Qiagen kolonica), 2-pCWori+ Arom
(Qiagen kolonica), 3-pCWori+ Arom (silika-gel).
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Na agaroznom gelu A u okviru panela Slike 36. u kolonama 1, 2 i 3 su vidljive trake koje
odgovaraju plazmidima pRS425-Aro, pRF4-6-hERo LBD-EYFP i pRF4-6-hERp LBD-EYFP,
prec¢is¢enim upotrebom silika-gela. Na osnovu njihovog jakog intenziteta moze se zakljuciti da
su dobijeni u visokom prinosu. Rastojanja na kojima su se ovi molekuli zadrzali odgovaraju
manjem broju baznih parova (bp) od ocekivanih, Sto sugeriSe zauzimanje superspiralizovane
konformacije, koja brze i sa manjim otporom prolazi kroz gel. Prisustvo treeg plazmida iz istog
seta, pRF4-6-hAR LBD-EYFP, se vidi na gelu B u koloni 3, u nesto manjoj koli¢ini. Trake na
polozajima 1 1 2 ovog gela odgovaraju 2cAr-pET plazmidu precis¢enom pomocu Qiagen
kolonice i silika-gela, respektivno. Bolje pre¢is¢avanje je postignuto u prvom sluéaju, medutim,
razmaz na dnu gela oznacava da je verovatno prisutna i kontaminacija sa RNK.

Na agaroznom gelu C prikazani

su produkti restrikcione digestije 100007 =
pCWori+ Arom plazmida enzimima 8000_'
Hindlll i Ndel (kolona 1). Na slici su %
oznaceni restrikcioni fragmenti koji E 6000
odgovaraju linearizovanom plazmidu »g ao00
ise¢enom najverovatnije jednim §
restrikcionim enzimom, zatim 2000 -

linearizovanom plazmidu kompletno

1seCenom sa oba restrikciona enzima,
Migracija (cm)

odnosno ,,otvorenom vektoru®, i insertu

.- . Slika 37. Zavisnost rastojanja DNK fragmenata markera od
DNK. Veli¢ine ovih fragmenata DNK njihove veli¢ine kao standardna kriva za odredivanje

su odredene na osnovu standardne krive nepoznate veliCine linearizovanih fragmenata DNK.

(Slika 37), pri ¢emu je predvidena veli¢ina inserta DNK bila u skladu sa eksperimentalno
odredenom. Na ovaj nacin je potvrdeno da se radi o ispravnom plazmidnom konstruktu sa kojim
su nastavljena dalja istrazivanja. Kolone 2 i 3 predstavljaju isti neiseceni plazmid preciSéen
upotrebom kolonice i silika-gela, respektivno, pri ¢emu je fluorescencija trake prvog intenzivnija

1 oznaCava da je za preciS¢avanje ovog plazmida pozeljno koristiti Qiagen protokol.
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5.3. Optimizacija netranskripcionog fluorescentnog testa u kvascu za

detekciju liganada steroidnih receptora
Upotrebom protocne citometrije, fluorescentni celijski biosenzor pokazuje osetljivost

slicnu transkripcionom testu u kvascu za poznate ligande ERa i AR, medutim osetljivost
neophodna za biolosku karakterizaciju sintetskih steroida je manja u odnosu na biomedicinske i
uzorke iz zivotne sredine. Stoga je ovde izvrSena optimizacija testa za brzu procenu afiniteta
vezivanja steroidnih derivata za steroidne receptore upotrebom standardne laboratorijske
opreme: fluorescentnom mikroskopijom ili spektroskopijom.

Prethodna istrazivanja sugeriSu da D-seko steroidni derivati 1-4 mogu ispoljiti
antiproliferativnu (1) ili antiestrogenu (2-4) aktivnost [67,182-184,249]. Da bi se procenio
relativni afinitet vezivanja ovih i drugih derivata steroidnih hormona za ERa, ERp i AR, u okviru
ove doktorske disertacije optimizovan je netranskripcioni fluorescentni test u kvascu, koji su
razvili Muddana i Peterson, kojim se direktno meri vezivanje liganada za LBD steroidnih
receptora [80]. Cesto je cilj sinteze kreiranje steroidnih jedinjenja koja se ne vezuju za ER ili AR,
kako bi se redukovala nespecifi¢na aktivacija ovih signalnih puteva, kao na primer kod dizajna
steroidnih inhibitora aromataze ili 17a-hidroksilaza/17,20-lijaze. Stoga se rezultati ovog testa u
kombinaciji sa rezultatima drugih testova za ispitivanje bioloske aktivnosti mogu iskoristiti za
usmeravanje daljeg toka organske sinteze, prepoznavanjem vaznih farmakofora.

LBD ERa, ERp ili AR spojeni sa YFP proteinom su eksprimirani u kvascu pod
kontrolom GAL1-inducibilnog promotora i njihovo prisustvo u celijama detektovano i
kvantifikovano na dva nacina fluorescentnom mikroskopijom i spektroskopijom. S obzirom na to
da vezivanje liganada moze stabilizovati savijanje LBD-YFP proteina tokom ekspresije [80],
testirani ligandi su dodati istovremeno sa galaktozom, ¢iji je zadatak indukcija ekspresije YFP-a.
Intenzitet fluorescencije ¢elija nakon simultanog dodavanja testiranog liganda i galaktoze bio je
visi u odnosu na situaciju kada su dodati u razli¢ito vreme. Kao §to se moze videti sa Slike 38.,
gde je koncentracija prikazana na logaritamskoj skali, intenzitet fluorescencije celije raste
sigmoidalno, dostizuéi saturaciju na 100 uM (Slika 38.A). Sa druge strane, nakon dodavanja
optimalne koncentracije (10 uM) testiranog liganda, intenzitet fluorescencije Celija raste sa
porastom vremenskog intervala izloZzenosti, dostizuéi saturaciju nakon 15 h (Slika 38.B). Na
osnovu dobijenih rezultata odluceno je da u buduc¢im testovima vezivanja modifikovanih steroida

optimalna koncentracija potencijalnog liganda bude 10 uM, a vreme izlozenosti 14-16 h.
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Slika 38. A) Dozno-zavisna kriva: promena u fluorescenciji kvaséevih ¢elija (n=15) koje eksprimiraju AR LBD-
YFP nakon 16 h izlozenosti ligandu AR, DHT, u Sest razli¢itih koncentracija (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 i 100 uM).
Koncentracioni opseg na x osi je dat u logaritamskoj skali; B) Vremenski zavisna promena u fluorescenciji
kvascevih celija (n=8) koje eksprimiraju ER LBD-YFP u prisustvu ER liganda, E2, u finalnoj koncentraciji 10 uM.
U oba slucaja srednja vrednost fluorescencije celija je odredena analiziranjem fluorescentnih slika denzitometrijom
u ImageJ programu. Podaci su fitovani u Origin Pro 8 programu upotrebom sigmoidalne funkcije, a odstupanja
predstavljaju standardne greske srednje vrednosti [180].

5.3.1. Merenje relativnog afiniteta vezivanja liganada za ER«, ERf i AR fluorescentnom
mikroskopijom Zivih ¢elija

Na Slici 39. prikazani su mikrografi dobijeni svetlosnom i fluorescentnom
mikroskopijom ¢elija koje eksprimiraju ERa LBD-YFP, ERf LBD-YFP i AR LBD-YFP,
tretiranih razli¢itim prirodnim ligandima 1 ispitivanim jedinjenjima. U odsustvu galaktoze
(neindukovana kontrola), fluorescencija nije detektovana, dok je bazalna fluorescencija YFP-a
uocena u odredenom vremenskom periodu nakon indukcije ekspresije galaktozom. Odsustvo
liganda (kontrola sa DMSO-om) je rezultovalo lokalizovanim fluorescentnim signalom za sve
konstrukte, najmanje intenzivnim kod AR LBD-YFP.

Celije sa eksprimiranim ERa ili ERp LBD su tretirane estronom i tamoksifenom, kao
ligandima visokog afiniteta (pozitivna kontrola) 1 uporedene su sa istim celijama izloZenim
androstendionu, steroidu za koji je ocekivano da ima nizak afinitet vezivanja za obe izoforme ER
(negativna kontrola). Za celije sa eksprimiranim LBD AR androstendion je koris¢en kao

pozitivna kontrola, a za tamoksifen i estron je pretpostavljeno da su ligandi niskog afiniteta. Sa
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Slike 39. se jasno moze videti da je dodavanje liganada visokog afiniteta celijama koje
eksprimiraju odgovarajuci receptor dovelo do velikog porasta intenziteta fluorescencije i vidljive
promene u distribuciji YFP-a u ¢eliji. U saglasnosti sa prethodnim zapazanjima, proces vezivanja
liganda uzrokovao je promenu celijske lokalizacije YFP proteina iz intracelularnih organela
(verovatno endoplazmati¢nog retikuluma) u citoplazmu [80], obezbedujué¢i brzu kvalitativnu
meru potencijalne bioaktivnosti ispitivanih jedinjenja fluorescentnom mikroskopijom. Kako bi se
kvantifikovao afinitet vezivanja jedinjenja 1-4 za LBD obe izoforme ER i AR, fluorescentni
mikrografi ¢elija su analizirani denzitometrijom u Imagel] programu [216] i afinitet je izrazen

kao relativna fluorescencija (Slika 40).

ERa ERB AR

Neindukovana
kontrola

DMSO

Estron

TMX

ASD

Jedinjenje 1

Jedinjenje 2

Jedinjenje 3

Jedinjenje 4

Slika 39. Reprezentativni mikrografi pod svetlosnim i fluorescentnim mikroskopom rekombinantnih ¢elija kvasaca
koje eksprimiraju ERa LBD-YFP, ERp LBD-YFP i AR LBD-YFP tretiranih sa DMSO-om (DMSO), estronom,
tamoksifenom (TMX), androstendionom (ASD) ili testiranim jedinjenjima 1-4 u finalnoj koncentraciji 10 uM
izmedu 14 i 16 h i neindukovanih ¢elija (neindukovana kontrola). Svi fluorescentni mikrografi su uslikani sa
identi¢nim vremenom ekspozicije od 500 ms upotrebom FITC filtera. Intenzitet fluorescencije Celije korelira sa
relativnim afinitetom vezivanja liganda za ove receptore [180].
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Jako vezivanje estrona i
tamoksifena za ERa 1 ERP, sa
fluorescencijom 1,5-1,7 puta jaCom u
odnosu na kontrolu sa DMSO-om

potvrduje validnost testa. Na slican nacin,
za AR je

androstendion, sa odnosom fluorescencije

jako vezivanje pokazao
1,5. Tamoksifen nije pokazao afinitet
vezivanja za ovaj tip receptora, medutim
iznteresantno je to Sto je detektovano
vezivanje estrona. Dobijeni rezultat je u
saglasnosti sa prethodnim tvrdnjama da
ovaj estrogen moze delovati kao slab
agonist AR signalnog puta u YAS testu
[250]. Kvantifikacijom rezultata dobijenih
fluorescentnom mikroskopijom, moze se
zakljuciti da se jedinjenja 1-4 vezuju
LBD AR od

androstendiona. U isto vreme, jedinjenja 2

znatno  slabije za
i 3 su se vezala sa sli¢énim afinitetom kao
tamoksifen i estron za obe izoforme ER,
Sto je u skladu sa objavljenom
antiestrogenom aktivno$¢u ovih jedinjenja

u uterotropnim testovima [183,184].
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Slika 40. Odnos fluorescencije ¢elija koje eksprimiraju
ERa LBD-YFP, ERB LBD-YFP i AR LBD-YFP u
prisustvu i odsustvu liganda (DMSO) izmeren
fluorescentnom mikroskopijom. Ova vrednost je izraGunata
na osnovu intenziteta fluorescencije po ¢eliji nakon 14-16 h
izloZenosti ligandima u finalnoj koncentraciji 10 pM i 1%
DMSO-u u kontrolnoj probi. Vise vrednosti odgovaraju
jacem afinitetu vezivanja. Slike su analizirane
denzitometrijski upotrebom besplatnog ImageJ programa.
Histogrami su kreirani u Origin Pro 8. programu, a
odstupanja predstavljaju propagirane standardne greske
srednje vrednosti, na osnovu analize 50 ¢elija za svaki
uzorak [180].

5.3.2. Merenje relativnog afiniteta vezivanja liganada za ERa, ER( i AR fluorimetrijom u

plocama sa 96 polja

Da bi se ispitalo da li fluorescentni ¢elijski biosenzor moze da se primenjuje u skrining

testovima visokog kapaciteta (HTS), isti eksperimenti su ponovljeni koris¢enjem fluorimetrijske
metode, pri ¢emu je merena fluorescencija celih, neliziranih ¢elija u ploCama sa 96 polja.
Rekombinantne ¢elije su tretirane ispitivanim ili kontrolnim ligandima tokom 14-16 h i intenzitet

fluorescencije zivih Celija je izmeren u standardnim polistirenskim plo¢ama sa 96 bunarica.
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Afinitet vezivanja za ERo, ERB i AR je i ovde izraZen kao relativna fluorescencija, tj. odnos

fluorescencije celija tretiranih ligandom i DMSO rastvaraem normalizovan za opticku gustinu

tretiranih i fluorescenciju neindukovanih
¢elija. Da je test funkcionalan i u formatu
ploce jasno je sa histograma prikazanih na
Slici 41., gde je jako vezivanje estrona i
izoforme ER i

tamoksifena za obe

eksperimentalno  potvrdeno  merenjem
14-1,6 puta jace fluorescencije celija
tretiranih ovim ligandima u odnosu na
kontrolu, dok je vezivanje androstendiona
za AR rezultovalo 1,3 puta jacom
fluorescencijom u odnosu na Celije izlozene
DMSO

kontrola tice, fluorimetrijski nije detektovan

rastvaracu. Sto se negativnih

merljiv  afinitet vezivanja estrona |
tamoksifena za AR, kao ni vezivanje
androstendiona ni za jednu izoformu ER.
Rezultati nakon obrade podataka dobijenih
fluorescentnom spektroskopijom su takode
sugerisali da kod jedinjenja 1-4 izostaje
vezivanje za AR, S§to je saglasno sa
rezultatima fluorescentne mikroskopije i
denzitometrije. Sli¢no tome, estranski
sekocijano bromid 2 je i ovom metodom

pokazao jako vezivanje za ERa i ERP, dok

1ERa

164 ERB

Qdnos fluorescencije
o
L

AR

DMSO E1 TMXASD 1 2 3 4

Slika 41. Odnos fluorescencije ¢elija koje eksprimiraju
ERo LBD-YFP, ERB LBD-YFP i AR LBD-YFP u
prisustvu i odsustvu liganda (DMSQO) izmeren
fluorimetrijski u 96-formatu. Ova vrednost je izraCunata
na osnovu intenziteta fluorescencije po ¢eliji nakon
14-16 h izlozenosti ligandima u finalnoj koncentraciji
10 uM i 1% DMSO-u u kontrolnoj probi. Histogrami su
kreirani u Origin Pro 8. programu, a odstupanja
predstavljaju propagirane standardne greske srednje
vrednosti [180].

se estranski sekocijano keton 3 jace vezivao za ERp izoformu.

Poredenje vrednosti odnosa fluorescencije dobijenih fluorescentnom spektroskopijom u

96-formatu i fluorescentnom mikroskopijom je prikazano na Slici 42. i ocigledno je da postoji

kvalitativna saglasnost medu ovim rezultatima. Dobro vezivanje detektovano fluorescentnom

mikroskopijom je izmereno i fluorimetrijski, i obrnuto, odsustvo vezivanja je potvrdeno obema
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metodama. Na osnovu izloZenih
rezultata moze se zakljuciti da se
fluorescentna merenja zivih Celija
kvasaca u 96-formatu mogu koristiti
kao preliminarni skrining za
identifikaciju potencijalnih liganada

steroidnih receptora, znatno
ubrzavajuci proces selekcije, Sto dalje
moze biti praceno detaljnom analizom
fluorescentnom

pojedinac¢nih  celija

mikroskopijom i kvantifikacijom

vezivanja odabranih jedinjenja

denzitometrijski. Vrednosti relativne
fluorescencije dobijene fluorescentnom
mikroskopijom su bile proporcionalno
vise nego kod fluorescentne
spektroskopije, Sto ukazuje na vecu
osetljivost kada je analiza pojedinacnih
¢elija pod fluorescentnim mikroskopom

u pitanju. S obzirom na to da je ovaj

test kreiran za merenje afiniteta
vezivanja steroidnih  derivata za
homodimere  steroidnih  receptora,

moguce je na sli¢an nacin razviti sistem
1 za izucavanje heterodimernih parova.

U kvascu se to moze posti¢i spajanjem

I Fluorimetar
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Slika 42. Poredenje odnosa fluorescencije ¢elija koje koje
eksprimiraju ERa LBD-YFP, ER( LBD-YFP i AR LBD-
YFP u prisustvu i odsustvu liganda (DMSQO) izmeren
fluorimetrijski u 96-formatu i fluorescentnom
mikroskopijom. Histogrami su kreirani u Origin Pro 8.
programu, a odstupanja predstavljaju propagirane
standardne greske srednje vrednosti. Pirsonov koeficijent
korelacije je izraCunat kako bi se uporedili rezultati
dobijeni ovim dvema metodama i iznosio je za ERa
(0,87), ERB (0,94) i AR (0,95) [180].

LBD steroidnog receptora razli¢itim FRET-kompatibilnim fluorescentnim proteinom il

upotrebom razdeljenog (engl. split) proteina [251]. Osim toga, upotrebom fluorescentnog testa u

kvascu interesantno bi bilo testirati i efekte koekspresije koaktivatora steroidnih receptora na

vezivanje liganada [252].
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5.3.3. In vitro antiproliferativna aktivnost jedinjenja 1-4
Da bi se dalje okarakterisala bioloska aktivnost jedinjenja odabranih fluorescentnim

¢elijskim biosenzorom, ispitana je njihova antiproliferativna aktivnost prema ¢elijskim linijama
humanih tumora. Antiproliferativno delovanje D-seko steroida 2-4 u koncentracijama od 10 do
10 M je ispitano prema MCF-7 i PC-3 ¢elijskim linijama in vitro MTT kolorimetrijskim testom
[217] nakon 48 h tretiranja. Kontrolne ¢elije zdravih fibroblasta plu¢a MRC-5 su izloZene istim
jedinjenjima i uslovima da bi se proverila selektivnost jedinjenja, a rezultati su uporedeni sa
efektom neselektivnog hemoterapeutika, doksorubicina. Antiproliferativni efekat, izrazen kao
ICso vrednost za svako jedinjenje, prikazan je u Tabeli 18.

Tabela 18. Antiproliferativna aktivnost jedinjenja 1-4 i doksorubicina prema PC-3 i MCF-7 ¢elijskim linijama
kancera i kontrolnoj zdravoj MRC-5 ¢elijskoj liniji.

Jedinjenje 1Cs(uM)
PC-3 MCE-7 MRC-5
1[67] 70,85 0,52 > 100
2 63,42 26,22 > 100
3 54,93 51,58 > 100
4 37,91 48,51 > 100
Doksorubicin 95,61 0,75 0,12

Za jedinjenje 1 je prethodno odredena submikromolarna antiproliferativna aktivnost
prema celijskim linijama i ER-zavisnog i ER-nezavisnog kancera dojke [67]. To je otvorilo
pitanje da li je mehanizam delovanja kojim smanjuje proliferaciju ovih ¢elija zavisan ili
nezavisan od ER, na $ta nije moguce odgovoriti bez dodatnih ispitivanja. S obzirom na to da je
fluorescentnim testom u kvascu odredeno veoma slabo vezivanje ovog jedinjenja za obe
izoforme ER, moze se iskljuciti njegovo delovanje preko pomenutog hormon-zavisnog signalnog
puta. Osvrtom na ICsy vrednosti, uofava se da je medu ostalim testiranim steroidnim
jedinjenjima, sekocijano bromid 2 ispoljio najvecu antiproliferativnu aktivnost (26,22 pM)
prema estrogen osetljivoj MCF-7 ¢elijskoj liniji, $to bi se moglo povezati sa identifikovanim
visokim afinitetom vezivanja za ERa. Ovaj D-seko estratrienski derivat je u testovima na
eksperimentalnim Zivotinjama pokazao antiestrogenu aktivnost [183], Sto sve zajedno ukazuje na
to da je mehanizam njegovog antiproliferativnog dejstva verovatno posredovan blokiranjem ERa
signalnog puta. Sekocijano keton 3 je prema MCF-7 ¢elijama pokazao slabu antiproliferativnu

aktivnost, a za ERa jako vezivanje, §to bi se mozda moglo objasniti razlikom u rastvorljivosti u
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odnosu na jedinjenje 2, koje je lipofilnije i verovatno laks$e prolazi kroz membranu (clogP 4,18
za jedinjenje 2, dok je za jedinjenje 3 clogP 2,74). Na proliferaciju ove celijske linije nije
znacajno uticalo ni izlaganje jedinjenju 4, Sto moze biti u saglasnosti sa odsustvom znacajnijeg
vezivanja ovog steroida za ERa. Testirani steroidni derivati nisu ispoljili znacajan
antiproliferativni efekat prema PC-3 c¢elijama, osim jedinjenja 4, koje je pokazalo umerenu
aktivnost (ICsp 37,91 uM). Za razliku od LNCaP c¢elija adenokarcinoma prostate koje
eksprimiraju AR, proliferacija PC-3 ¢elija kancera prostate, koje ne eksprimiraju ove receptore,
ne zavisi od prisutne koncentracije androgena [253]. Veoma je bitno napomenuti i to da ni jedno
od testiranih steroidnih jedinjenja nije smanjilo proliferaciju zdrave celijske linije MRC-5, za

razliku od doksorubicina, ¢ija je toksi¢nost visoka i ka ovim ¢elijama.

5.3.4. Afinitet vezivanja jedinjenja 1-4 za LBD ERa/3 predviden molekularnim dokingom

Molekularnim dokingom je moguce predvideti geometriju protein-ligand interakcija sa
velikom ta¢no$¢u, ali odredivanje afiniteta vezivanja jedinjenja samo na osnovu simuliranih
energija vezivanja bez eksperimentalnih podataka moze biti nedovoljno pouzdano [254]. U ovoj
doktorskoj disertaciji molekularni doking je upotrebljen da bi se predvidele i strukturno opisale
geometrije vezivanja onih jedinjenja koja su u fluorescentnom celijskom testu pokazala visok
afinitet vezivanja za ERa ili ERp, pa su tako simulacije izvedene u odnosu na kristalne strukture
LBD ERa (PDB ID: 1A52 [221]) i LBD ERp (PDB ID: 30LS [222]). Kontrolne simulacije,
bazirane na ponovljenom dokingu (re-dokingu) koris¢enjem prirodnog liganda, estradiola,
prisutnog u kristalnoj strukturi obe izoforme, su precizno reprodukovale geometrije protein-
ligand vezivanja iz originalne kristalne strukture, pri ¢emu je mera reproducibilnosti, izrazena
srednjom kvadratnom standardnom devijacijom (RMSD), imala vrednost manju od 0,6 A. Na
osnovu rezultata re-dokinga, predvidene energije vezivanja liganda < -10,21 kcal/mol za ERa i
<-10,77 za ERp su tumacene kao znacajne (Tabela 19).

Sekodinitril 1 je u simulacijama molekularnog dokinga pokazao nesto jace vezivanje za
ERB u odnosu na ERa, $to je u saglasnosti za rezultatima iz literature [67], medutim
eksperimentalno odreden afinitet vezivanja predstavljen kao odnos fluorescencije uzorka i
kontrole je nizi od predvidenog u in silico modelima. S obzirom na ¢injenicu da ovaj dinitrilni
derivat ispoljava jaku citotoksi¢nost prema ER-nezavisnim ¢elijama kancera dojke, mehanizam

njegovog delovanja verovatno obuhvata neke druge, trenutno nedefinisane puteve. Saglasno
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eksperimentalno dobijenim vrednostima fluorescentnih merenja, simulacije molekularnim
dokingom su ukazale na snazan afinitet izmedu jedinjenja 2 i ERa i ERP, sa energijama
vezivanja -10,79 kcal/mol i -11,06 kcal/mol, respektivno, dok je za jedinjenje 3 predvideno
donekle jace vezivanje za ERp izoformu.

Tabela 19. Korelacija izmedu eksperimentalno odredenih afiniteta vezivanja jedinjenja 1-4 za ERa i ERf

fluorescentnom mikroskopijom i energija vezivanja odredenih in silico molekularnim dokingom u AutoDock
programu [180].

Odnos fluorescencije Energija vezivanja odredena u
uzorka i kontrole AutoDock programu (kcal/mol)
Jedinjenje
ERa ERB ERa ERB
1 0,94 1,32 -10,31 -10,55
2 1,45 1,60 -10,79 -11,06
3 1,46 1,57 -10,37 -10,79
4 1,05 1,16 nema vezivanja | nema vezivanja
El 1,45 1,60 -10,15 -10,66
E2 / / -10,21 -10,77

Na Slici 43. se jasno vidi da se D-seko bromid 2 smesta unutar vezuju¢eg mesta obe
izoforme ER u sli¢noj orjentaciji kao i estradiol, dok je predvidena energija vezivanja niza,
odnosno visi afinitet. Slicno kao u kristalnim strukturama ERa i ERB u kompleksu sa
estradiolom, jedinjenje 2 ostvaruje vodoni¢ne veze izmedu atoma kiseonika u polozaju 3 i
Arg394/346, kao i1 izmedu atoma vodonika na polozaju 3 i Glu353/305 ERa/p [221,222]. Razlog
za predvideno jace vezivanje jedinjenja 2 u odnosu na prirodni ligand moze biti i formiranje
halogene veze izmedu atoma broma na polozaju 17 1 o€uvanog histidinskog ostatka His524 kod

ERa i His475 kod ERp, koja mozda mimikuje vodoni¢nu vezu izmedu O-17 estradiola i
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navedenih histidinskih ostataka, a zavisno od uslova, ovaj tip vezivanja moze ¢ak biti i ja¢i od
vodoni¢nog [255]. Sa afinitetom vezivanja jedinjenja 2 za izoforme ER verovatno korelira i
postojanje nitrilne grupe na poziciji C-16, funkcionalne grupe koja moze ucestvovati u
uspostavljanju vodoni¢nih veza, a Cije je prisustvo povezano sa jakim vezivanjem pojedinih
sinteti¢kih liganada ER [256]. Odgovor na pitanje zasto jedinjenje 4 ima nizi afinitet vezivanja
za ERa 1 ERP je mozda upravo nepostojanje ove nitrilne funkcije. Rezultati dobijeni u
simulacijama molekularnog dokinga kombinovani sa fluorescentnim merenjima i drugim
eksperimentalnim podacima mogu usmeriti dizajn novih derivata steroida ka jedinjenjima prema

kojima ove izoforme receptora pokazuju bolju selektivnost i veci afinitet.

Slika 43. Kompleks LBD ERa i LBD ER sa estradiolom (zeleno) i jedinjenjem 2 (roze) nakon simulacije
molekularnog dokinga vizuelizovan u PyMOL-u sa oznaéenim kontaktima (H-His, E-Glu, R-Arg) [180].

5.4. Afinitet vezivanja modifikovanih steroida za ERa, ERB i AR, izmeren
optimizovanim netranskripcionim fluorescentnim testom u kvascu
Relativni afinitet vezivanja jedinjenja 5-81 (osim jedinjenja 57 i 58) za LBD steroidnih

receptora ERa, ERP ili AR je kvantifikovan nakon optimizacije fluorescentnog celijskog
biosenzora ligandima visokog ili niskog afiniteta i steroidnim derivatima 1-4. Nakon $to je
utvrdeno da postoji dobra korelacija izmedu rezultata dobijenih fluorimetrijskom detekcionom
metodom i fluorescentnom mikroskopijom, serija modifikovanih steroida je isprva testirana
fluorimetrijski, a potom je afinitet vezivanja identifikovanih liganada potvrden detektovanjem
fluorescencije celih ¢elija pod mikroskopom. Relativni afinitet vezivanja je izraZzen kao odnos
fluorescencije ispitivanog uzorka i kontrole tretirane rastvaracem (DMSO) (Tabela 20), c¢ija
vrednost je normalizovana na 1. Ovaj odnos je za prirodne ligande steroidnih receptora (estron,
estradiol, androstendion i testosteron), prikazan kao srednja vrednost iz razlicitih

eksperimentalnih ciklusa sa propagiranom standardnom greSkom, dok je kod ispitivanih
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sintetskih steroida odreden u okviru jednog eksperimenta, na osnovu tri ponavljanja. Prilikom

tumacenja rezultata kao donja granica od koje se smatra da ispitivano jedinjenje pokazuje

vezivanje za odabrani receptor postavljena je 1,20 puta jaca fluorescencija u odnosu na kontrolu
sa DMSO-om.

Tabela 20. Relativni afinitet vezivanja ispitivanih jedinjenja za LBD ERo, ER ili AR izrazen kao odnos
fluorescencije uzorka i kontrole sa DMSO-om normalizovane na 1 odreden fluorimetrijski u 96-formatu. Ove
vrednosti su izracunate na osnovu intenziteta fluorescencije po ¢eliji nakon 14-16 h izloZenosti ligandima u finalnoj
koncentraciji 10 uM i 1% DMSO-u u kontrolnoj probi. Odstupanja predstavljaju propagirane standardne greske

srednje vrednosti.

Jedinjenje

=
P o®~o oo

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
88
34
85
36
81
38
39
40
41

ERao

1,21+0,03
1,28+0,04
0,87+ 0,04
0,92+ 0,03
1,24+0,03
0,93+ 0,07
1,13+0,06
1,10 +0,07
1,30 0,04
1,13+0,10
0,78 0,04
0,78 0,05
0,91+ 0,07
1,03+0,08
0,89+ 0,15
0,99 + 0,07
0,92+ 0,08
1,29+0,15
0,87 0,07
1,06+0,14
1,10 40,10
ntl
nt.
0,74+ 0,07
0,79+ 0,04
0,88+ 0,03
0,98 + 0,06
0,98+ 0,05
0,90 + 0,04
0,93+ 0,05
0,90 + 0,05
0,95 + 0,04
0,94+ 0,03
0,90 + 0,03
0,87 0,05
0,89 % 0,05
0,98+ 0,04
0,77+ 0,03
0,86 + 0,03
0,81+ 0,03
0,70 0,03

Odnos fluorescencije
ERB

2,01+0,05
1,61+0,03
1,01+0,02
1,02+ 0,02
1,01+0,07
0,84 +0,03
0,90 + 0,08
1,10+ 0,09
1,01+0,05
1,40 0,08
0,89 + 0,04
1,05+ 0,06
1,27 +0,05
1,11+0,07
1,25+0,10
1,33+0,05
1,19+ 0,09
1,26+ 0,08
0,91 + 0,04
1,21+0,07
1,09 + 0,04
0,74 + 0,21
0,88 + 0,24
1,00 + 0,04
1,00+ 0,03
0,81+ 0,04
0,99 +0,05
0,91 + 0,04
1,14+0,08
1,28+ 0,05
1,09 + 0,04
1,09+ 0,08
0,93+ 0,06
1,01+ 0,09
0,81+0,03
1,13+0,06
1,00 + 0,04
1,06 + 0,04
1,20+0,1
1,05 + 0,04
0,94 +0,04

2

AR

1,34£0,05
1,8+0,05
1,42 0,06
2,93+0,06
1,23+0,14
0,99 + 0,06
091+0,11
0,97 0,05
1,24+0,15
1,04 £ 0,06
0,81+0,06
1,00 + 0,06
1,25 +0,09
1,05 + 0,06
1,13+0,08
1,01 +0,07
0,94 +0,09
1,13+0,08
0,85 + 0,06
1,34£0,09
1,06 + 0,07

n.t.

n.t.
0,95+ 0,04
0,99+ 0,04
091+0,07
0,93+0,08
1,19+0,13
0,90+ 0,10
0,91+0,09
0,83+0,07
0,80 +0,06
0,88 +0,08
0,99 +0,07
0,83+0,07
0,89 +0,06
0,80 +0,05
0,90+ 0,10
0,77+0,07
0,79+ 0,06
0,81+0,09

Jedinjenje

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

ERa

0,89+0,03
0,95+0,03
0,93+0,04
0,76 £0,04
0,90 £0,03
0,90 £ 0,05
0,86 +0,05
0,92+0,04

n.t.

n.t.

n.t.
0,85+0,03
0,99 £0,04
0,93 £0,05
1,05+0,04

n.t.

n.t.
1,18 £0,07
1,19+0,04
1,13+0,08
0,87+0,03
0,56 +0,08
0,43 £0,05
0,69 +0,06
0,64 £0,07

n.t.

n.t.

n.t.

n.t.

n.t.
0,94+0,04
0,99 +0,03
1,00+ 0,04
0,88+0,04
0,91+0,03
1,10 £,04
0,92 +0,06
0,84 £0,03
0,99 £0,03
0,96 0,03

Odnos fluorescencije
ERB

0,93 £0,05
1,13 +0,05
1,14 +0,05
1,15 +0,04
1,01 +0,04
1,22 +0,05
1,10 +0,04
0,98 +£0,04
1,29 +0,12
1,30 +0,08
1,08 +0,11
1,07 +0,03
1,21 +0,05
1,12 +0,04
1,33 +0,04
n.t
n.t
1,88 +0,06
1,80 +0,06
1,37 +0,03
1,15 +0,03
1,05 +0,04
1,01 +0,04
1,04 +0,04
0,98 +0,04
1,06 +0,11
1,16 +0,20
1,06 +0,18
1,08 +0,11
1,22 +0,06
1,01 +0,03
1,75 +0,04
0,95 +0,04
1,18 +0,04
1,11 +0,04
1,15 +0,03
1,07 +0,06
1,14 +0,03
1,09 +0,04
1,19 +0,04

AR

0,94 +0,07
0,98 +0,09
0,84+0,08
0,86+ 0,09
0,86 + 0,06
097+0,12
0,91+0,07
097 +0,11
1,07+0,08
1,24+ 0,04
1,13+0,15
1,26 + 0,04
1,29+0,09
1,29+0,04
1,21+0,05
nt.

nt.

nt.

n.t.

n.t.

n.t.
1,17 0,04
091+0,03
1,09+ 0,05
1,00+ 0,07
1,09+ 0,07
1,04+0,05
1,25+0,03
1,13+0,15
1,19+0,07
1,45+0,05
1,04+0,04
1,39+ 0,04
143+0,06
1,46 +0,08
1,18+0,09
1,27+0,10
1,41+0,04
1,00+0,03
0,87 +0,07

Thije testirano

2 e . . . ..
detekcija izvr$ena fluorescentnom mikroskopijom
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U testu za ispitivanje liganada ERa identifikovana su 3 jedinjenja sa afinitetom vezivanja
sliénim prirodnim ligandima, estronu i estradiolu: androstanski D-homolaktoni 5, 9 i 18. Za ERf
izoformu izuzetno jako vezivanje, Sto Se i na osnovu strukture moglo pretpostaviti, su pokazali
estranski derivati 59, 60 i 73, sa fluorescencijom jacom za cak 88, 80 i 75% od kontrole,
respektivno. Aromati¢nost A prstena sva tri jedinjenja, koja im osigurava planarnost kao kod
prirodnih estrogenih hormona, mogla bi biti jedan od razloga njihovog jakog vezivanja za LBD
ERp. Umereno vezivanje prema ovoj izoformi su pokazali D-homoandrostanski laktoni 10, 13,
16, 18, 20 i 30, estranski derivati sa atomom azota u D-prstenu 50, 51, 54 i 56, A-supstituisani
ferocenilmetilestranski derivat 61 i 17a-pikolil-androst-5-enski derivat 71. Analizom rezultata,
kao ligandi sa znacajnim afinitetom vezivanja za AR su izdvojeni jedinjenje 72 sa androst-5-
enskim, kao i jedinjenja 75 i 76 sa androst-4-en-3-onskim sistemom, prisutnim i kod prirodnih
androgena, androstendiona i testosterona. Ovi modifikovani steroidi su se u testu vezivali isto
kao androstendion, dok je testosteron ispoljio dvostruko jace vezivanje od njih, najjace
identifikovano u ovom fluorescentnom biosenzoru. Poredenje vezivanja potencijalnih liganada
AR sa pozitivnom kontrolom nizeg afiniteta (androstendionom) povecava osetljivost i
omogucuje identifikaciju i jedinjenja koja se slabije vezuju. Vezivanje jedinjenja 5, 9, 13, 20, 51,
53, 54, 55, 56, 74 i 78 za AR je bilo umerenog intenziteta.

Dalje, uporedivanjem
vezivanja testiranih jedinjenja za sva
tri receptora dolazi se do zakljucka
da se jedinjenje 18 neselektivno
vezuje sa umerenim afinitetom za
obe izoforme ER, jedinjenje 9 za
ERa 1 AR, dok je nespecifi¢no
vezivanje za ERP 1 AR uoceno kod
jedinjenja 13, 20, 51, 54 i 56.

Slika 44. Levo: Panel fluorescentnih mikrografa rekombinantnih
Vezivanje ovih jedinjenja za dve kvascevih éelija koje eksprimiraju ERf LBD-YFP tretiranih 14-16 h
.. . .. rastvaratem (DMSO), 10 uM E1, E2, jedinjenjima 59, 60 i 73;
mete umanjuje njihovu potencijalnu  pegsno: Panel fluorescentnih mikrografa rekombinantnih kvascevih
¢elija koje eksprimiraju AR LBD-YFP tretiranih 14 -16 h
rastvaratem (DMSO), 10 uM T, ASD, jedinjenjima 72, 75 i 76. Svi
fluorescentni mikrografi su snimljeni sa identiénim vremenom
ekspozicije od 500 ms upotrebom FITC filtera. Intenzitet

jedinjenjima sa S§to specifi¢nijim fluorescencije ¢elije korelira sa relativnim afinitetom vezivanja
liganda za ove receptore.

farmakolosku primenu, S obzirom na

to da se u dizajnu lekova tezi ka
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nac¢inom delovanja. Na osnovu vrednosti navedenih u tabeli za ostale derivate se moze izvesti
zakljucak da se ne vezuju za pomenute receptore.

Nakon fluorimetrijske  kvantifikacije vezivanja za receptore, fluorescencija
rekombinantnih ¢elija tretiranih jedinjenjima sa najve¢im izmerenim afinitetom vezivanja i
specificnim na¢inom delovanja je detektovana fluorescentnom mikroskopijom i rezultati su
prikazani na Slici 44. Kod celija koje eksprimiraju ERBP LBD-YFP tretiranih estranskim
derivatima 59, 60 i 73 fluorescentni proteini su rasporedeni u Citavoj citoplazmi, kao i u
prisustvu estrona i estradiola, dok su modifikovani steroidi androstanske serije 72, 75 i 76 kod
rekombinantnih Celija kvasca sa eksprimiranim AR LBD-YFP izazvali sli¢cnu raspodelu
fluorescentnog signala u vidu lokalizovanih fluorescentnih polja kao i androstendion, mada nizeg
intenziteta nego kod testosterona.

Za odredene svrhe, kao na primer kod dizajniranja selektivnih inhibitora steroidogenih
enzima u terapiji hormon-zavisnih kancera, jedinjenja koja ostvaruju interakcije sa LBD AR ili
ER i ispoljavaju androgena ili estrogena svojstva su, u stvari, losi kandidati, pa je ovaj
preliminarni test od velikog znacaja ne samo za identifikaciju onih jedinjenja koja se vezuju za
LBD odgovarajuceg receptora, nego i za eliminaciju drugih, kod kojih je ovo vezivanje
nepozeljno ili izostaje. Sa druge strane, u cilju prevazilaZenja nedovoljne efikasnosti
pojedinac¢nog leka i rezistentnosti na terapiju, razvijeni su dualni inhibitori [257], odnosno
jedinjenja koja, osim §to inhibiraju enzim steroidogeneze klju¢an za konverziju steroidnih
hormona u potentnije oblike, blokiraju 1 delovanje odredenih steroidnih receptora vezivanjem za
njihove LBD (antagonisti), u ¢ijem ispitivanju fluorescentni test takode nalazi veliku primenu.

Objasnjenje za unakrsno vezivanje (engl. cross reactivity) pojedinih androstanskih i
estranskih derivata za ER i AR, respektivno, nije nimalo jednostavno. Kompleksno pitanje koje
se odnosi na ,,slobodu steroidnih receptora u pogledu vezivanja liganada sve viSe zaokuplja
paznju nauéne zajednice [258,259]. Jacinu interakcija izmedu liganda i receptora gotovo je
nemoguce predvideti samo na osnovu njihove strukture, s obzirom na to da se afiniteti vezivanja
steroida sa veoma sli¢nim strukturnim karakteristikama mogu mnogo razlikovati, dok se, sa
druge strane, strukturno razli¢iti ligandi mogu vezivati sli¢énim afinitetom [260].

Na vezivanje liganda za AR i ER u velikoj meri utice struktura liganda, odnosno njegove
dimenzije, raspored elektrona, polozaj nezasi¢enih veza, kao i osobine atoma u okolini. Osim

uspostavljanja dovoljnog broja kontakata za vezivanje, geometrija steroidnog molekula mora
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odgovarati geometriji ligand-vezujuceg ,,dZzepa“ steroidnog receptora. Ono $to obezbeduje
specificnost ovih receptora u prepoznavanju liganada su vodoniéne veze, koje povezuju
dijagonalno rasporedene polarne funkcionalne grupe steroida sa proteinom, a esencijalnu ulogu u
vezivanju ima i ¢itava mreza hidrofobnih interakcija. Iako su vodoni¢ne veze veoma specificne,
ono $to pro$iruje opseg mogucih liganada je nespecifi¢nost hidrofobnih interakcija i fleksibilnost
aminokiselinskih  bo¢nih ostataka uklju¢enih u njihovo formiranje, ¢ime se ,,dZzep*
konformaciono prilagodava strukturi egzogenog liganda, stabilizuju¢i ga. Veliki broj
neokupiranih hidrofobnih Supljina u ,,dzepu sa o i B strane Steroidnog skeleta pogoduje
smestanju strukturno razli¢itih supstituenata i ¢ini jo$ jedan od mogucih razloga za smanjenu
specifi¢nost vezivanja liganada steroidnih receptora. Klju¢ne aminokiseline kod uspostavljanja
vodoni¢nih interakcija AR, ERa i ERP i njihovih prirodnih liganada su Arg752, Asn705, Thr877,
Glu353, Arg394, His524 i Glu305, Arg346, His475, respektivno. ,,Dzep* za vezivanje liganda
ovih receptora obuhvata hidrofobnu Supljinu, koju odlikuje visok stepen fleksibilnosti, kao i
rigidni deo ,,dZzepa“ u koji se smeSta A prsten steroida. Ovaj krut deo ,,dzepa‘“ za vezivanje u
obliku kle$ta nameée ograniCenja da efikasan ligand mora posedovati, recimo u sluc¢aju ER,
planaran aromaticni A prsten, Sto je, medutim, eksperimentalno pokazano da nije uvek slucaj
[260-263]. Takode, tradicionalni koncept zahteva za postojanjem aromati¢nog A prstena sa C3
fenolnom grupom kod ER liganada je opovrgnut i studijama evolucione biologije. Na osnovu
istrazivanja koja se bave evolucijom familije steroidnih receptora, zakljuceno je da je ER nastao
prvi medu steroidnim receptorima. Buduci da je in vitro i in vivo potvrdena fizioloSka estrogena
aktivnost androgenih molekula, AS5-androstendiola i 5a-androstandiola, ispitivanjem
ancestralnog ER proteina doslo se do zakljucka da je vezivanje ovih steroida androstanske serije
verovatno posledica evolutivno jednostavnijeg puta njihove sinteze iz DHEA, za razliku od
estrogena, ¢ija sinteza zahteva aktivnost dva enzima. ,,Dzep® za vezivanje ER, dva puta vecih
dimenzija od samog liganda, je dovoljno evoluirao da moze razlikovati E2 od drugih steroida,
medutim ovaj receptor je zadrzao i neke osobine ancestralnog ER [258].

Kod AR je pokazano da je udaljenost izmedu Met745 i steroidnog skeleta liganda bez
C19 metil grupe manja, ¢ime se ostvaruju jaci hidrofobni kontakti, §to bi mozda moglo objasniti
uoceno vezivanje pojedinih estranskih derivata za AR u ovoj disertaciji. Sa druge strane,
povecéanje broja nepolarnih supstituenata na steroidnom skeletu mozda bi moglo povecéati afinitet

vezivanja za ligand ostvarivanjem veéeg broja hidrofobnih interakcija. Konformaciona promena

121



Doktorska disertacija Sofija Beki¢

proteina pomeranjem samo jednog aminokiselinskog bo¢nog lanca u cilju o¢uvanja interakcije u
,dzepu“ za vezivanje liganda posledi¢no moze dovesti do promene orjentacije i drugih, fino
prilagodavajuc¢i konformaciju tog dela ,,dzepa“ postoje¢em ligandu. Prisustvo konjugovanih
veza, koje ¢ini jezgro steroida rigidnijim, moglo bi dovesti do priblizavanja donora i akceptora
vodoni¢nih veza u strukturi, kao Sto je pokazano poredenjem kristalnih struktura AR sa
prirodnim i sintetskim ligandima [260]. Precizno merenje uglova i duzina veza kod jedinjenja sa
identicnom strukturom nekog segmenta moze objasniti zasto postoje fine razlike u afinitetu

visoko strukturno sli¢nih liganada [260].

5.5. Primena netranskripcionog fluorescentnog testa u kvascu za ispitivanje
afiniteta vezivanja fitoestrogena za ERf i estrogenog potencijala odabranih
biljnih ekstrakata

Uticaj bioaktivnih jedinjenja iz biljaka na fizioloske procese u organizmu sve vise

privlaéi paznju, a u samom vrhu interesovanja, zbog visestruke protektivne uloge u ljudskom
organizmu, su fitoestrogeni. Medutim, pored opSte poznatih blagotvornih efekata, sve vise se
proucavaju i Stetni uticaji koje ovi molekuli mogu ispoljiti, medu kojima je i toksi¢an efekat na
razvoj fetusa prilikom povecane izloZenosti majke ovim supstancama [264], Sto sve zajedno
ukazuje na vaznost 1 potrebu za razvojem osetljivih testova visoke specifi¢nosti kojima bi se
mogla identifikovati estrogena potentnost ksenoestrogena kojima su ljudi izloZeni. Pretragom
literature na ovu temu dolazi se do zakljucka da za odredivanje estrogenog profila induvidualnih
fitoestrogena ili smeSa u biljnim ekstrakatima 1 endokrinih disruptora dominiraju transkripcioni
testovi [264—-266], a pojedini autori su primenili i in vivo uterotropne testove prate¢i promenu
mase uterusa eksperimentalnih Zivotinja [264]. Jedan od specifi¢nih ciljeva ove doktorske
disertacije bio je da se na novi naéin, optimizovanim flurescentnim ¢elijskim biosenzorom u
rekombinantnim kvaséevim celijama koje eksprimiraju ERB LBD-YFP proceni relativna
estrogena aktivnost fitoestrogena iz biljnih uzoraka. Tome je prethodilo odredivanje estrogene
aktivnosti poznatih jedinjenja fitoestrogena iz Tabele 14. pod uslovima optimizovanim za
testiranje steroidnih jedinjenja, ¢iji su ovi molekuli strukturni analozi.

Tokom odredivanja optimalne koncentracije testiranih fitoestrogena, krenulo se od visih
koncentracija zbog njihovog pretpostavljenog manjeg estrogenog potencijala u odnosu na
estrogene hormone. Kod svih testiranih jedinjenja sa porastom koncentracije je uglavnom

dolazilo do saturacije i pada intenziteta fluorescencije (Slika 45), u najvecoj meri kod biohanina
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A, cije je vezivanje ve¢ pri koncentraciji od 50 uM bilo nemerljivo, odnosno nize nego kod
kontrole (ASD). Takode, u transkripcionom testu koji su izveli Collins i saradnici [267] biohanin
A, za razliku od drugih ispitanih fitoestrogena, nije doveo do aktivacije [-galaktozidazne
aktivnosti ni u jednoj ispitivanoj koncentraciji. Fenomen izostanka vezivanja za ERP u testu se
moze objasniti hipotezom da u koncentracijama viSim od odredene grani¢ne koncentracije (u
ovom slucaju oko 10 pM, gde se ovo jedinjenje vezivalo za ERP u rangu sa estradiolom) ono
mozda postaje toksi€no za celije 1 pomocu efluksnih pumpi biva ekskretovano u spoljasnju
sredinu [268]. Sli¢an trend je uocen i kod rekombinantnih ¢éelija tretiranih gliciteinom, narocito u
200 uM finalnoj koncentraciji, §to je u saglasnosti sa rezultatima Boever-a i saradnika koji su

uocili izostanak estrogene aktivnosti ovog molekula u transkripcionom testu [268].
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Slika 45. Afinitet vezivanja E2 i poznatih fitoestrogena u koncentracijama 10, 50, 100 i 200 uM za LBD ERp
eksprimiran u kvascu izrazen kao odnos fluorescencije rekombinantnih ¢elija u prisustvu ispitivanog liganda i
liganda bez afiniteta (ASD) &ija vrednost je normalizovana na 1, izmeren fluorimetrijski u 96-formatu. Histogrami
su kreirani u Origin Pro 8. programu, a odstupanja predstavljaju propagirane standardne greske srednje vrednosti.
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Da su ispitivana jedinjenja ligandi ERP ovim testom je potvrdeno pri najnizoj testiranoj
koncentraciji, a strukturno gledano u vezivanju i stabilizaciji receptor-ligand kompleksa
molekula fitoestrogena, koji su priblizno istih dimenzija kao estradiol, klju¢nu ulogu verovatno
imaju vodonic¢ne veze koje se formiraju izmedu hidroksilne grupe na polozaju C4', koju poseduju
svih pet ¢lanova, (sli¢na orjentacija kao 3-OH grupa estradiola) i aminokiselinskih ostataka
proteina u vezuju¢em mestu ili konzerviranog ostatka vode [269]. Medutim, za detaljnije
tumacenje razlika u afinitetima medusobno i sa prirodnim ligandom, koje verovatno poti¢u od
veli¢ine i prirode supstituenata na polozajima C7 i C5 kod fitoestrogena, neophodno je izvrsiti
detaljniju analizu.

Pri najnizoj testiranoj koncentraciji od 10 uM, koja se i ispostavila kao optimalna, svi
ispitivani fitoestrogeni su pokazali znacajno vezivanje za ERp, priblizno isto kao prirodni ligand,
estradiol, §to se jasno moze videti i na nivou pojedinaénih ¢éelija na panelu Slike 46., gde je
Citava citoplazma celija fluorescentna u prisustvu liganda visokog afiniteta, dok je u odsustvu

vezivanja ukupna fluorescencija niza i lokalizovana na odredene oblasti ¢elija.

Biohanin A

O. b @

Genistein Dan‘e Formonw &

Slika 46. Panel fluorescentnih mikrografa rekombinantnih kva$¢evih ¢elija koje eksprimiraju ERf LBD-YFP
tretiranih 14-16 h rastvaraéem (DMSO), 10 uM androstendionom (ASD), estradiolom (E2), biohaninom A,
genisteinom, daidzeinom, formononetinom i gliciteinom.

S obzirom na to da su i drugi autori pri istoj koncentraciji genisteina evidentirali
transkripcionu aktivnost u YES testu [265,267], ¢ini se da je osetljivost ova dva testa priblizna.
Formononetin je pri koncentraciji 10 pM ispoljio najveci afinitet vezivanja, ve¢i i u odnosu na
jedan od najpotentnijih fitoestrogena, genistein, §to potvrduje rezultate Matsumoto-a i saradnika
[270]. Glikozidi genistin i daidzin su pokazali sli¢an intenzitet fluorescencije, odnosno sli¢no
vezivanje za ERP kao i njihovi aglikonski oblici (Slika 47), sto je i ocekivano s obzirom na
identifikovano prisustvo glikozidaza u Saccharomyces cerevisiae, koje mogu vrsiti hidrolizu

glikozidnih veza flavonoidnih glikozida [271].
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Nakon §to je postignuta specifi¢nost
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", . Slika 48. Zavisnost odnosa fluorescencije
U testu su, dakle, koriscene 10 puta vise rekombinantnih celija koje ekprimiraju ER LBD-YFP
tretiranih etanolnim ili vodenim ekstraktom virka i

koncentracije od onih koje se mogu naci u (DMSO) kontrole od koncentracije ekstrakata.

caju.
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Fenolne komponente I Crvena detelina
] [ Sladic

etanolnog  ekstrakta  crvene 18
deteline koncentracije 0,5 mg/ml 1,3.-
su pokazale jako vezivanje za o 14
ERP u fluorescentnom celijskom § .
biosenzoru, ¢ak neSto viSe od %

estradiola (1,73 puta jada 21'0_
fluorescencija u odnosu na S os-
kontrolu), dok je u slucaju 06
etanolnog  ekstrakta  sladica 04 |

t . tenciial  ispoli 0.01 ' 0.1 ' 05 . 1
estrogent potencija ISpoljen Koncentracija (mg/ml)
samo pri pet puta nizoj

Slika 49. Afinitet vezivanja komponenata etanolnog ekstrakta crvene

koncentraciji, 1 to nesSto slabiji u o e .. .
deteline i sladi¢a u koncentracijama 0,01; 0,1; 0,5 i 1 mg/ml za LBD

odnosu na ekstrakt crvene ERp eksprimiran u kvascu izraZzen kao odnos fluorescencije
rekombinantnih ¢elija u prisustvu i odsustvu ispitivanog liganda ¢ija
deteline u istoj koncentraciji vrednost je normalizovana na 1 (DMSO, 1 + 0,032), izmeren
] Lo L fluorimetrijski u 96-formatu. Odnos fluorescencije za pozitivnu
(Slika 49). U ¢elijama tretiranim kontrolu E2 iznosi 1,73 + 0,063. Histogrami su kreirani u Origin Pro

8. programu, a odstupanja predstavljaju propagirane standardne

etanolnim ekstraktom sladi¢a u . . .
greske srednje vrednosti.

koncentraciji 1 mg/ml nije

detektovan merljiv estrogeni potencijal, Sto se mozda moze objasniti potencijalnom toksi¢noséu
komponenata ekstrakta sladi¢a u tim koli¢inama, slicno kao kod biohanina A. Detektovano
vezivanje za estrogeni receptor je u saglasnosti sa identifikovanim visokim sadrzajem
izoflavonoida genisteina i daidzeina u crvenoj detelini [272] i formononetina, biohanina A i
genisteina u korenu sladi¢a sa Fruske gore [273], koji ispoljavaju estrogena svojstva. Cilj ovog
seta eksperimenata bio je da se testira upotrebljivost fluorescentnog celijskog biosenzora za
testiranje prirodno zastupljenih molekula sli¢nih estrogenima sa potencijalnim farmakoloskim
delovanjem, §to je sa uspehom i postignuto, ¢ineci ovaj test odlicnom ,,alatkom* za brzi skrining
estrogenog potencijala velikog broja biljnih ekstrakata. Da bi se bolje razumeo uocen estrogeni
potencijal biljnih ekstrakata i dodelio pojedinacnim bioloski aktivnim jedinjenjima, neophodno
je izvrSiti dodatnu karakterizaciju i1 kvantifikaciju njihovog sadrzaja specificnim hemijskim

metodama.
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5.6. Efikasnost transformacije sojeva sa optimizovanom redoks sredinom i

prepoznavanje problema u vezi sa celijskom respiracijom
U literaturi su opisane brojne procedure za transformaciju kvasaca, medutim, s obzirom

na to da postoje velike razlike medu sojevima, Cesto su neophodne varijacije protokola koji se
najéeSce koriste u laboratorijama. Transformacija kvasaca u slucaju Saccharomyces cerevisiae
FY250 soja standardnom LiAc/PEG metodom je bila efikasna, medutim, kod domacina sa
pojacanom ekspresijom kvasceve i/ili humane CPR, pogodnih za ekspresiju aromataze, ona nije
dala rezultate ¢ak ni nakon povecanja koncentracije plazmidne DNK. Za transformaciju su
koriS¢ene celije u logaritamskoj fazi rasta, koja se medu istraziva¢ima favorizuje u odnosu na
¢elije u stacionarnoj fazi ili one sa ¢vrstih podloga [210]. Kada je re¢ o samom mehanizmu
transformacije Saccharomyces cerevisiae, u radu Kawai-a i saradnika iznet je zakljucak da su
nuzna dodatna istrazivanja u vezi sa poslednjim korakom, drugim reima oni su pretpostavili da
se DNK vezuje za ¢elijski zid, ulazi u ¢eliju putem endocitoze pomoc¢u PEG, LiAc i toplotnog
Soka, nakon Cega sledi isporuka u vakuole i na kraju ulazak u jedro, na nacin koji jo§ uvek nije
poznat [209].

Razlike u efikasnosti transformacije W(hR) soja plazmidom pRS425-Aro primenom 3
razli¢ita protokola su prikazane na Slici 50., pri ¢emu se jasno vidi da je najuspes$niji prvi, u kom
je dobijeno 50-ak kolonija, zatim sledi drugi sa samo dve kolonije, dok poslednji protokol nije
rezultovao pojavom transformanata na selektivnim podlogama. U okviru najefikasnije procedure
talog celija je resuspendovan u smesi LiAc, PEG, ssDNK i plazmidne DNK, §to je praceno
inkubacijom na 30°C, dodavanjem DMSO-a i toplotnim §okom na 42°C u trajanju od 15 min. Za
razliku od metode Cullun-a i Pompon-a koja se kroz radove citira kod transformacije sojeva sa
optimizovanom redoks sredinom [274], znacaj ovde dobijenih rezultata je u potvrdi efikasnosti
procedure Prochasson-a [212] i primeni nove, visoko efikasne metode za transformaciju
intaktnih kvascevih celija W(R), BY2R i W(hR) sojeva, koja rezultuje velikim brojem kolonija
sa uspesno usvojenom zeljenom DNK. Postupak opisan u doktorskoj disertaciji je brzi, zahteva
manju zapreminu te¢ne kulture kvasaca i toplotni Sok se izvodi na viSoj temperaturi, ali kraci
vremenski period. Moguce je i da bi dodatni korak oporavka celija od hemijskog tretmana u
kompletnom medijumu na optimalnoj temperaturi, ¢esto navoden u literaturi [210], jo§ vise
povecao efikasnost procedure. Kljucnu ulogu u povecanju efikasnosti transformacije u odnosu na

standardni LiAc/PEG protokol verovatno ima polarni rastvarac, DMSO, koji povecava poroznost
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¢elijskog zida, ali tatan mehanizam je i dalje nepoznat [275,276]. Interesantno, Murata i
saradnici su otkrili da DMSO, osim S$to naruSava celijski integritet, uti¢e 1 na ekspresiju gena
ukljucenih u biosintezu fosfolipida ¢éelijske membrane, ¢ime se delimi¢no ,,ublazava™ Stetni
efekat [209]. Soni i saradnici su pokazali da je stimulacija LiAc/PEG-posredovane
transformacije DMSO rastvaracem najefikasnija kada je njegova koncentracija 10%, koliko je 1
ovde kori$c¢eno, i da je tada postignut balans izmedu povecanja efikasnosti usvajanja plazmidne
DNK i vijabilnosti ¢elija [275], dok su Tripp i saradnici pokazali da dodavanje DMSO-a moze
uticati na efikasnost ¢ak i1 kod transformacije ¢elija u stacionarnoj fazi rasta [210]. U drugom
protokolu neuspeh transformacije je verovatno posledica duze inkubacije na povisenoj
temperaturi, dok se u tre¢em ¢ini da ,,0poravak® tretiranih ¢elija u kompletnom medijumu pre
zasejavanja nije dovoljan za efikasno usvajanje plazmida ako nisu dodati aditivi-DMSO i
ssDNK. Osvrtom na standardni protokol, gde se za redukciju disulfidnih mostova membranskih
proteina u cilju olak$avanja ulaska DNK u ¢eliju koristi DTT [210], pretpostavlja se da bi
kombinovanje opisana tri protokola sa dodatkom ovog agensa moglo uticati na povecanje

njihove efikasnosti.

1. Protokol 2. Protokol 3. Protokol

Slika 50. Efikasnost transformacije W(hR) soja pRS425-Aro plazmidom upotrebom tri razli¢ita protokola.
Celije W(R) i W(hR) sojeva su crvene boje zahvaljujuéi mutacijama u genima
odgovornim za biosintezu adenina (ade2), zbog ¢ega dolazi do nakupljanja crvenog pigmenta
usled oksidacije intermedijera ovog puta. U toku eksperimentalnog rada kolonije W(R) soja su
nakon odredenog vremena promenile boju iz crvene u belu i doSlo je do smanjenja njihove
veli¢ine (Slika 51.A). Beli fenotip kod ade2 mutanata se moze objasniti mutacijama u okviru
istog biosintetskog puta, zaduZzenim za reakcije uzvodno od reakcije odgovorne za sintezu

crvenog pigmenta, ¢ime se blokira njegovo nakupljanje i rezultat je pojava belih kolonija [277].
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Odsustvo nakupljanja crvenog pigmenta se Cesto javlja kao posledica oStecenja oksidativnog
metabolizma, odnosno respiracije ¢elija usled gubitka funkcije mitohondrija [278], pa su tako

kolonije sa gubitkom respiratorne kompetentnosti male i nazivaju se ,,petite” (fr. mali) [279].

Slika 51. A) Promene u boji i veli¢ini kolonija W(R) soja nakon odredenog vremenskog perioda i vise ciklusa
odmrzavanja glicerolskog Stok rastvora ¢elija B) Rast ¢elija W(R) soja na fermentabilnom (glukoza, YPD) (levo) i
nefermentabilnom (glicerol, YPG) (desno) izvoru ugljenika nakon 3 dana inkubacije na 30°C.

Da bi se proverila respiratorna sposobnost celija, one su zasejane na podlogu sa
fermentabilnim (glukoza) i nefermentabilnim (glicerol) izvorom ugljenika, s obzirom na to da su
kvasci fakultativni a(na)erobi i u slucaju oSte¢enja metabolickog puta oksidativne fosforilacije
prezivljavaju zahvaljujuéi fermentaciji [279]. Celije W(R) soja su, kao $to se na Slici 51.B moze
videti, ipak rasle na podlozi sa glicerolom, $to sugeriSe da njihov respiratorni put nije u
potpunosti disfunkcionalan, medutim ,,petite* kolonije bele boje su svakako indikator da postoji
neka vrsta oSte¢enja u njihovom genomu. U istrazivanjima koja su sledila, kao domacin je
korisc¢en isklju¢ivo W(hR) soj zbog ocuvanih metaboli¢kih puteva i vece otpornosti sistema za

¢elijsku respiraciju. Vazno je spomenuti da promena fenotipa Saccharomyces cerevisiae moze
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posluziti i za izuCavanje razliCitih genetskih rearanzmana (rekombinacija, konverzija,
aneuploidija) [278], kao i da postoji velika potreba za razvojem metoda za ispitivanje
mitohondrijalne disfunkcije, indikovane u razvoju mnogih humanih bolesti, a kvasac je idealan
model sistem za to, jer su njegovi bioloski mehanizmi u velikoj meri analogni onim u humanim
¢elijama [278].

5.7. Mikrozomalna frakcija Saccharomyces cerevisiae kao izvor humane

aromataze i/ili CPR
Aromataza je koeksprimirana u Saccharomyces cerevisiae W(R) soju dizajniranom da

pojacano ekspresuje kvaséevu CPR [162] i kompleks ova dva proteina je prec¢iscen
precipitacijom mikrozoma sa CaCl, nakon gajenja ¢elija u minimalnom medijumu. Mikrozomi
predstavljaju delove endoplazmati¢nog retikuluma slicne vezikulama nakon narusavanja
integriteta eukariotske celije [280]. U prvim pokusajima da se izoluju oba proteina neophodna za
kataliticku aktivnost aromataze koris¢en je rekombinantni W(R) soj, medutim, nakon niza
neuspelih eksperimenata i sumnje na probleme sa respiracijom ovih ¢elija, odluceno je da se
CPR izoluje samo iz mikrozoma W(hR) soja, dok je aromataza eksprimirana u drugom model
sistemu (Escherichia coli).

U prvoj proceduri 48 h od indukcije ekspresije oba CYP450 proteina galaktozom
dobijeno je oko 7 g vlaznog taloga ¢elija kvasaca iz 0,5 1 teéne kulture, iz Cijeg dela (4 g) su
izolovani mikrozomi metodom precipitacije solima, kojom se izbegava ultracentrifugiranje. To je
upravo glavna prednost ove metode koju je mogucée izvesti i u skromnije opremljenim
laboratorijama, jer zahtevane brzine ne prelaze 14000 x g, $to je dostupno veéini centrifuga.
Druga velika prednost ove procedure je i Sto relativno kratko traje (oko 3 h). lako je prema radu
Pompon-a i saradnika za izolaciju mikrozoma iz kultura na manjoj skali (do 500 ml)
preporucljivo izvrsiti digestiju celijskog zida enzimima [231], ovde su ¢elije lizirane mehanicki
upotrebom staklenih kuglica. Upotreba staklenih kuglica je ekonomié¢nija u odnosu na upotrebu
litickih enzima u cilju dobijanja sferoplasta. Tokom optimizacije protokola, pokazano je da se
protein u aktivhom obliku uspesno ekstrahuje iz kvaS¢evih Celija nakon 6 ciklusa mehanickog
liziranja staklenim kuglicama uz pauze na ledu, dok se sa povecanjem broja ciklusa povecava i
rizik od denaturacije. Dodavanjem 15 mM CaCl, u supernatant ekstrakta celija istalozeni su
proteini mikrozomalne frakcije kao jedva vidljivi tragovi na zidovima tubica i resuspendovani do

koncentracije oko 430 pg/ml. S obzirom na to da je procedura od gajenja celija do izolacije
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mikrozoma eksperimentalno zahtevna, a koli¢ina dobijenog proteina nedovoljna za testiranje
razli¢itih koncentracija precipitanata, ostalo je nejasno da li bi promena ovog faktora uticala na
efikasnost. Kappeli i saradnici su pokazali da se precipitacijom sa 12 mM CaCl, znacajna
koli¢ina CYP450 proteina gubi tokom ispiranja, dok se ve¢ sa 16 mM moze istaloziti najveca
koli¢ina mikrozomalnih proteina [281]. Alternativno, mikrozomi mogu biti istalozeni
jednovalentnim solima (NaCl) 10 puta viSe koncentracije u kombinaciji sa PEG-om [231,282].

Budu¢i da nije o¢ekivana visoka koncentracija proteina i da mikrozomi predstavljaju
sirov ekstrakt proteina, kvantitet i kvalitet pre¢i§¢ene aromataze i CPR nisu praceni SDS-PAGE
elektroforezom. Povecanje Cistoce proteina mikrozomalne frakcije verovatno bi se moglo postici
dodatnim korakom centrifugiranja supernatanta mitohondrija pre dodavanja CaCl,, a povecanje
prinosa dodavanjem soli u ¢vrstom obliku umesto rastvora [281]. Mikrozomi precis¢eni ovde
razvijenim postupkom se mogu ¢uvati mesecima u 20% glicerolu na -80°C u stabilnom obliku i
bez gubitka aktivnosti, $to znacajno olakSava planiranje i/ili izvodenje eksperimenata.

Pomenuti nedostatak reproducibilnosti opisane procedure sa W(R) sojem doveo je do
toga da kompletna procedura bude primenjena samo na ¢elije W(hR) bez unetog pRS425-Aro
plazmida, s tom razlikom $to su cCelije gajene u kompletnom medijumu sa 2% rafinozom.
Drugacije receno, plan je bio iskoristiti ove ¢elije kao lako dostupan izvor CPR, umesto skupog
komercijalno precis¢enog proteina i izbegavanje komplikovanih procedura precis¢avanja,

najcesce iz jetre eksperimentalnih zivotinja [283,284] ili placentalnih mikrozoma [139].

5.7.1. Invitro redukcija citohroma c aktivno$éu CPR iz mikrozoma
Nakon izolacije mikrozoma iz W(hR) soja sa genomski integrisanom humanom CPR,

kontinualnom spektrofotometrijom je okarakterisana njena aktivnost pracenjem redukcije
citohroma c, odnosno porastom apsorbance na 550 nm. Ovaj enzim ima klju¢nu ulogu u
kataliti¢koj aktivnosti aromataze, posreduju¢i u prenosu elektrona sa NADPH, stoga je pre
izvodenja kuplovanog enzimskog testa bilo neophodno proveriti njegov redukcioni kapacitet. Na
ovaj nacin moze se spreciti nepotrebno troSenje reagenasa i1 proteina u kuplovanom enzimskom
testu, u slucaju da je sam CPR enzim izgubio aktivnost tokom pre¢is¢avanja. Na Slici 52., koja
predstavlja graficki prikaz promene Assonm tokom reakcije, jasno se uocava hiperboli¢ni porast
apsorbance kod reakcione smesSe mikrozoma kao izvora CPR, NADPH 1 citohroma c,
potvrduju¢i aktivnost enzima. Ni u jednoj od kontrolnih proba nije doslo do promene

apsorbance, ¢ime je iskljuéena moguénost da drugi enzimi prisutni u mikrozomima kvasca vrse
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transfer elektrona na citohrom

= 1-Reakcija
c, kao i da se u odsustvu 074 | e 2:Bezmikrozoma
] 4 3-Bez citohroma c
mikrozoma ili citohroma c 06 L7 4BezNADPH
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Slika 52. Ispitivanje aktivnosti CPR iz mikrozoma W(hR) soja
prenos elektrona sa NADPH prac¢enjem redukcije citohroma ¢ snimanjem Assg nm tokom 10 min u
) 4 razlidite probe. Porast apsorbance oznacava redukciju citohroma ¢
na citohrom ¢ posredovan aktivnoi¢u CPR. 1-Reakcija: 11,5 ug CPR, 40 uM citohrom c,

100 uM NADPH u 10 mM K-fosfatnom puferu, pH 7,4. 2,3 i 4
probe su istog sadrzaja sa izuzetkom mikrozoma, citohroma c ili

mitohondrijalni enzimi NADPH, respektivno.

elektron transportnog lanca, citohrom c¢ reduktaza i citohrom c oksidaza, zatim citohrom c

CPR enzimom, su

peroksidaza, za koje se citohrom c¢ specifi¢no vezuje preko ostataka lizina [285]. Aktivnost CPR
je odredena kao koli¢ina citohroma c¢ redukovana po ml $tok rastvora enzima u min prema
uputstvu Guenbercih-a i saradnika [233] i iznosila je 860 nmol cit. ¢/ml-min, odnosno izrazeno
preko mase proteina 0,19 nmol cit. ¢/pug-min, s tim $to se mora uzeti u obzir da se ovde ne radi o
¢istom CPR enzimu, nego o mikrozomalnoj frakciji. Iako je aktivnost ovako dobijenog CPR
enzima niza od specifi¢ne enzimske aktivnosti CPR iz humanih placentalnih mikrozoma [139],
ovaj test je pokazao izuzetnu osetljivost. Naime, za detektovanje aktivnosti bilo je dovoljno
svega 11,5 pg ukupnih proteina iz mikrozoma po bunari¢u mikrotitar ploCe, ¢ime je ostvarena
usteda proteina, znacajna za buduce eksperimente.

Za pracenje sposobnosti CPR da ucestvuje u prenosu elektrona, osim citohroma c koji je
ovde upotrebljen, moze se Kkoristiti i poznati ,hvata¢ radikala“, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), sa slicnim nac¢inom detekcije [286]. Medutim, iako oba testa mogu da se izvode

direktno u tenom medijumu brzo i jednostavno, citohrom c je, za razliku od sintetskog elektron-
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akceptora, DPPH, zastupljen u zivom sistemu, $to rezultate ¢ini na izgled realisti¢nijim, iako nije
u pitanju pravi fizioloski redoks partner CPR, kao $to se isprva mislilo. Takode, struktura CPR-
citohrom ¢ kompleksa je poznata [287], §to je omogucéilo lakSe razumevanje njihove medusobne
interakcije, za razliku od interakcije sa DPPH. Sa druge strane, potencijalni nedostatak upotrebe
citohroma ¢ kao posrednika u odredivanju redukcione aktivnosti CPR moze biti taj, Sto njegovu
redukciju, osim u potpunosti kataliticki aktivne CPR, moze izvrSiti i ona sa proteoliticki
razgradenim N-terminusom za membransko usidravanje, koja je neaktivna prema CYP450
enzimu zbog gubitka aminokiselina koje uéestvuju u njihovom kontaktu, ali ovaj tip proteolize u
mikrozomima je redak [233]. 1zvedeni NADPH-citohrom c redukcioni test, osim za preliminarni
skrining aktivnosti koji prethodi kuplovanom enzimskom testu, moze posluziti i kao osnova za
izu¢avanje promena u aktivnosti humane CPR W(hR) celija usled eventualnih dodatnih

genetskih manipulacija pomenutog soja.

5.8. Strategija za ekspresiju aromataze u bakterijama i izolovanje proteina u
ligand-nezavisnoj formi
Zbog respiratornih poteSkoca kvasc¢evog W(R) soja, heterologna produkcija aromataze je

prebacena u bakterijski sistem. N-terminalno modifikovana humana aromataza klonirana u
pCWori+ vektor je heterologno eksprimirana u Escherichia coli DH5a ¢elijama, a potom
preciS¢ena na osnovu procedure iz publikacije Nardo-a i saradnika [159], prilagodene postojecoj
laboratorijskoj opremi. Budu¢i da je jedan od specificnih ciljeva ove disertacije ispitivanje
vezivanja liganada za slobodnu formu aromataze, vektor koji je ustupio dr Kagawa nije
upotrebljen za ekspresiju ovog enzima u bakterijama, jer bi aromataza izolovana na ovaj nacin
bila u kompleksu sa supstratom koji je stabiliSe [158], ali kojeg je veoma teSko naknadno
ukloniti. Grupa istrazivaca iz Italije je prva precistila ovaj enzim u stabilnom obliku bez liganda
[159] i pri tome njihovi uslovi za ekspresiju nisu obuhvatali indukciju GroES i GroEL sistema
Saperona za pravilno savijanje proteina [158]. Kao domacin kori§¢ene su DHSa celije, CeSce
koriséene za amplifikaciju DNK tokom molekularnog kloniranja, a rede kao ekspresioni sistem.
Medutim, prema navodima iz literature, ovaj tip ¢éelija, kao i Escherichia coli JIM109, omogucuju
visok nivo ekspresije CYP450 proteina i kompatibilni su sa pCWori plazmidom [288-290].
Njegov snazan tac promotor, prepoznat od strane nativne bakterijske RNK polimeraze, je hibrid
regiona lacUVS5 1 trp promotora sa ¢ak 5 puta veCom efikasno$¢u od samog lacUVS, a ekspresija

je pod kontrolom lacl represora, koji se inaktivira dodavanjem IPTG-a [289,291].
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Zbog nedovoljne sinteze hema u domacinu, heterologna produkcija CYP450 enzima u
formi holoproteina je veoma zahtevna [292], stoga je neophodno dodati prekursor biosintetskog
puta porfirina, 6-aminolevulinsku kiselinu. Zajedno sa dodavanjem &-aminolevulinske kiseline
1 h pre IPTG-a sniZena je i temperatura gajenja na 28°C, da bi se obezbedili povoljni uslovi za
pravilno savijanje aromataze. Na temperaturama vi§im od 28-32°C &esto je formiranje
nefunkcionalnih agregata CYP450 proteina, koji se akumuliraju u bakterijskim inkluzionim
telima [290]. Zbog strukturne i funkcionalne kompleksnosti aromataze ekspresija je trajala 48 hu
bogatom TB medijumu, koji omoguéava veci nivo ekspresije membranskih proteina [291].
Aromataza je preciS¢ena IMEC hromatografijom zahvaljuju¢i histidinskom tagu, nakon Cega je
izvrSena zamena pufera propuStanjem eluata kroz gel filtracionu kolonu kako bi se enzim mogao
skladistiti u optimalnim uslovima. Na Slici 53. su oznacene frakcije nakon obe hromatografske
metode preciS¢avanja u kojima je kvalitativno potvrdeno prisustvo proteina. Za frakcije F3-F6
snimljeni su i apsorpcioni spektri (Slika 54), na osnovu kojih je odlu¢eno da se F4 i F5 spoje, jer
pokazuju najintenzivniji Soretov pik sa maksimumom na oko 415 nm, sugeriSuci najvisi sadrzaj
CYP450 proteina u niskospinskoj formi, i da se koriste kao najkvalitetniji izvor proteina za

planirane eksperimente.

Slika 53. Odredivanje sadrzaja proteina metodom po Bradfordu u frakcijama nakon precis§¢avanja aromataze
afinitetnom (E1-E5) i ekskluzionom hromatografijom (F1-F10).

Ekspresija aromataze je vizualizovana na —r
SDS-PAGE gelu (Slika 55-56) u razlicitim EE§
vremenskim intervalima nakon indukcije i u 0.06
razli¢itim fazama preciS¢avanja. Proteinskim g“s'
molekulima su veli¢ine dodeljene na osnovu g::z
fragmenata markera (M) u prvom bunaricu. " our]

Ocekivano, u uzorku neindukovanih ¢elija nije :Z;
evidentirano prisustvo aromataze, 0dnosno % a0 a0 | 50 50 600 60

. . A A Talasna duzina (nm)
nedostaje traka koja odgovara molekulskoj masi ) o -
Slika 54. Apsorpcioni spektar F3-F6 frakcija sa

karakteristicnim Soretovim pikom na oko 415 nm.
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karakteristicnoj za ovaj protein. Osvrtom na

faze posle indukovanja ekspresije, ve¢ 7 h Marker
nakon dodavanja IPTG-a se primecuje traka na (kDa)
oko 55 kDa, koja odgovara aromatazi i Ciji :: -
intenzitet se ne menja znacajno ni nakon 48 h, i

Sto verovatno znaCi da bi optimalno vreme
43

ekspresije moglo biti krace, ali je neophodno

ispitati da li ¢e enzim biti pravilno savijen i

20 —
aktivan. Uzorke lizata, supernatanta, taloga i
protocne frakcije zbog razmaza usled visokog -
sadrzaja  sporednih  proteina je  teSko B
protumaciti, ali ¢ini se da nije sav CYP450
protein preveden u solubilnu formu, kao i da se Slika 55. Praéenje ekspresije aromataze pre dodatka
d . His t kol Sto i IPTG-a (NI) i nakon 7, 19, 26 ili 48 h ekspresije
eo ne vezuje za His trap kolonu, Sto je (+7, +19, +26, +48): M-marker.

potvrdeno u frakcijama ispiranja, u kojima

enzim koji se nije vezao za Ni?* zaostaje u maloj koli¢ini. Najve¢a koncentracija aromataze je
dobijena u prva tri eluata afinitetne hromatografije, koji su potom dodatno precis¢eni
eksluzionom hromatografijom, $to je uticalo na blago razblazivanje proteina. Za enzimske
testove F frakcije sa najvi§im sadrzajem aromataze su spojene, alikvotirane i zamrznute na
-80°C, a na gelu su oznadene sa P2, kako bi se stekao uvid u &isto¢u i koli¢inu proteina kojom se
raspolaZe u reakciji.

Finalna koncentracija (ukupnih) proteina se kretala oko 0,9 mg/ml, dakle, ukupan prinos
iz 1 1 bakterijske kulture je iznosio oko 5 mg, $to je oko 4 puta manje u odnosu na originalan rad
[159]. Molarna koncentracija aromataze izraCunata na osnovu Apgynm iznosila je 16 uM.
Nedostatak mogucnosti za ultracentrifugiranje nakon liziranja bakterija 1 izostanak
jonoizmenjivacke hromatografije su uticali da frakcija naneta na His trap kolonu ne bude u
dovoljnoj meri dista, Sto je verovatno povecalo Sanse za nespecificna vezivanja. Takode, nizi
prinos proteina dobijen ovakvim postupkom je moguée objasniti i potencijalnim variranjem
temperaturnih uslova u inkubatoru, dok upotrebom dvostruko nize koncentracije IPTG-a u
odnosu na originalni protokol nije uocena znacajna razlika u produkciji proteina, te su

eksperimenti nastavljeni sa koncentracijom 0,5 mM. Pore biogela koris¢enog u rucno
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napravljenoj gel filtracionoj koloni sa gravitacionim protokom nisu zadrzale kontaminirajuce
proteine ve¢e od 20 kDa, dok je u izvornom radu finalna faza koncentrovanja 1 preciS¢avanja
vrSena u tubama sa limitom od 30 kDa. Pomenuti koraci su svakako uticali na smanjenu ¢istocu i
koncentraciju proteina i u buduénosti je nuzna dodatna optimizacija. Medutim, bez obzira na to,
potvrdeno je da je dobijen kataliticki aktivan protein u zadovoljavajucoj kolicini, Sto je bio

postavljeni cilj.

w2 P1 P2

(E1+E2+E3)  (F5+4F6+F7)

‘. "

'

e

45

29

21

14.3
6.5

Slika 56. Pracenje ekspresije aromataze pre dodavanja IPTG-a (NI), nakon 48 h ekspresije (+48) i u razli¢itim
fazama preciS¢avanja (W- frakcije nakon ispiranja His trap kolone vezuju¢im puferom (W1) i vezuju¢im puferom u
prisustvu 20 mM imidazola (W2), E-eluati nakon Ni-afinitetne hromatografije, F-frakcije nakon ekskluzione
hromatografije, P-spojene frakcije (P1: E1+E2+E3; P2: F5+F6+F7)); M-marker.
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Nakon sumiranja ovde predstavljenih rezultata, u buducnosti bi svakako trebalo razmisliti
o faktorima koji bi uticali na dobijanje Cistijeg proteina, kao $to su kloniranje 6xHis taga umesto
4xHis, upotreba duze gel filtracione kolone i1 primena jonoizmenjivacke hromatografije.
Aromataza se u mnogo vecem prinosu dobija iz humane placente [293], medutim, ovaj bogat
izvor, osim eticki komplikovanih procedura dobijanja dozvola, ima jo§ neke nedostatke, poput
nemogucénosti ispitivanja uticaja jedinjenja na gensku ekspresiju i prisustva interferiraju¢ih
steroidogenih enzima u placentalnim mikrozomima, koji mogu indirektno ometati aromatizaciju
[153,155].

U poredenju sa heterolognom ekspresijom u kvascima, prednosti ekspresije u bakterijama
se, pre svega, ogledaju u njihovom brzem rastu, kao i lakSem liziranju ¢elija zbog odsustva
¢elijskog zida. Takode, smrzavanje taloga bakterija nije uticalo na karakteristike precis¢enog
proteina, dok se kod kvasaca javio problem gubitka enzimske aktivnosti, zbog Cega je

precis¢avanje moralo da se izvede istog dana kada su ¢elije istalozene.

5.9. Aktivnost rekombinantne aromataze u jednokomponentnom i
dvokomponentnom enzimskom testu i inhibitorni efekat odabranih
steroidnih derivata

Inhibicija aromataze, klju¢nog enzima steroidogeneze, koji katalizuje konverziju

androgena u estrogene, se zbog velikog farmakoloskog znacaja u leCenju hormon-zavisnih
kancera dojke 1 drugih reproduktivnih tkiva sve viSe proucava. U najveCem broju radova
objavljenih na temu ispitivanja inhibicije aromataze kao izvor ovog enzima KkoriS¢eni su
mikrozomi humane placente za ¢iju upotrebu u nau¢ne svrhe je neophodan pristanak porodilje 1
adekvatno cuvanje placente odmah nakon porodaja, a aktivnost se najceS¢e meri
radioimunoesejem [18,139,294,295], koji, ukoliko se ne preduzmu pravilne mere zastite, moze
biti opasan po ljudsko zdravlje i okolinu.

Sa ciljem prevazilaZzenja pomenutih nedostataka, u sklopu ove doktorske disertacije je
razvijen neradioaktivni test za odredivanje aktivnosti 1 inhibicije aromataze detekcijom
primenom TLC, koji kao izvor enzima koristi mikrozome rekombinantnih kvascevih ¢elija koje
eksprimiraju aromatazu i CPR domacina (jednokomponentni sistem) ili mikrozome kvascevih
¢elija koje pojacano eksprimiraju humanu CPR i rekombinantnu aromatazu eksprimiranu i
pre¢is¢enu iz bakterijskih ¢elija (dvokomponentni, kuplovani sistem). U prvom slucaju nivo

aromatizacije 80 uM supstrata, androstendiona, dejstvom funkcionalnog kompleksa aromataza-
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CPR iz mikrozoma rekombinantnih ¢elija W(R) soja u
prisustvu 100 puM NADPH je prikazan na TLC
hromatogramu na Slici 57. Kolone 1 i 4 se odnose na
referentna jedinjenja androstendion i estron, respektivno, a
»rep™ se javio zbog nanete velike koliCine supstance na
ploCicu. Narandzasta boja je karakteristicna za reakciju
estrona ili estradiola sa 50% H,SO,4 nakon zagrevanja, dok
se androgeni hormoni (androstendion ili testosteron) boje
zeleno-braon [238]. Izolovanom produktu enzimske
reakcije, izvedene na 37°C tokom 1 h odgovara kolona 2, iz
koje se pouzdano na osnovu uporedivanja retencionih
faktora sa retencionim faktorima referentnih jedinjenja
(navedenih u nastavku teksta) moze zakljuciti da je
aromatizacijom androstendiona, kao $to je i bilo o¢ekivano,
nastao estron, dok u negativnoj kontroli u odustvu
mikrozoma nije detektovano ni jedno jedinjenje osim
polaznog androstendiona. Nazalost, jednokomponentni test
nije bio dovoljno reproducibilan, najverovatnije zbog
potencijalnih problema sa respiracijom domacina, te je
sistem promenjen.

Rezultati razdvajanja steroidnih produkata nastalih u
reakciji aromatizacije 100 uM androstendiona u prisustvu
1 mM NADPH u dvokomponentnom sistemu sac¢injenom od
230 ili 460 pg mikrozomalnih proteina W(hR) soja 1 oko
180 pg rekombinantne aromataze precis¢ene iz Escherichia
coli DH5a soja su prikazani na Slici 58. U kolonama 3 i 4,
koje predstavljaju ekstrahovane produkte enzimske reakcije

u prisustvu 460 ili 230 pg mikrozomalne CPR, respektivno,

Slika 57. TLC hromatogram produkata
enzimskog testa u jednokomponentnom
sistemu: 1-ASD, 2- produkt aromatizacije
80 uM ASD u mikrozomima
rekombinantnih ¢elija W(R) sojau
prisustvu 100 uM NADPH, 3-kontrola
bez mikrozoma, 4-E1.

Slika 58. TLC hromatogram produkata
enzimskog testa u dvokomponentnom,
kuplovanom sistemu: 1-E1, 2- produkt
aromatizacije 100 uM ASD delovanjem
rekombinantne aromataze iz bakterija i
460 pg CPR iz kvasc¢evih mikrozoma u

prisustvu 1 mM NADPH, 3- produkt

aromatizacije 100 uM ASD delovanjem
rekombinantne aromataze iz bakterija i
230 pg CPR iz kvaséevih mikrozoma u

prisustvu 1 mM NADPH, 4- kontrola bez
aromataze, 5-kontrola bez mikrozoma,

6-ASD.

jasno je uocljiva narandzasta mrlja koja se moze dodeliti estronu iste Rf vrednosti (0,65) u

razvijacu toluen:etilacetat = 2:1, S§to potvrduje da je u ovom enzimskom testu dokazana

kataliticka aktivnost aromataze.
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Slika 59. TLC hromatogram (sa A-originalnim, B-invertovanim bojama) produkata enzimskog testa u
dvokomponentnom, kuplovanom sistemu: 1-ASD, 2-T, 3- produkt aromatizacije 100 uM ASD delovanjem
rekombinantne aromataze iz bakterija i CPR iz kvas¢evih mikrozoma u prisustvu 1 mM NADPH, 4- produkt
aromatizacije 100 uM T delovanjem rekombinantne aromataze iz bakterija i CPR iz kvas¢evih mikrozoma u
prisustvu 1 mM NADPH, 5- kontrola bez aromataze, 6-kontrola bez mikrozoma, 7-E1, 8-E2.

Takode, ocCigledno je i smanjenje u aktivnosti enzima kada se koncentracija CPR iz
mikrozoma dvostruko smanji, medutim nastala koli¢ina estrona je i dalje detektibilna TLC
hromatografijom. Moguce je da je pri smanjenju odnosa CPR:aromataza doSlo do dominantnijeg
formiranja C-19-oksidovanih androgenih intermedijera, §to su Sethumadhavan i Bellino dokazali
da se odvija pri supersaturiSu¢oj koncentraciji aromatazne komponente u odnosu na CPR [139].
Kontrolne probe u odsustvu aromataze, mikrozoma ili supstrata odgovaraju kolonama 2, 5 i 6,
respektivno, i na osnovu njih se moze zakljuciti da dodatne plave i braon mrlje na TLC
hromatogramu pripadaju molekulima prirodno prisutnim u kvas€evim mikrozomima, a koji se
rastvaraju u ekstrakcionom sredstvu, metilenhloridu. Zbog blizine mrlja ovih sporednih
metabolita mrlji zeljenog produkta, eksperimenti su ponovljeni na isti nacin, s tim $to je kao
supstrat upotrebljen testosteron, ¢iji je produkt aromatizacije, estradiol, polarniji od estrona,
odnosno ima nizu Rf vrednost (0,46) u razvijacu toluen:etilacetat = 2:1. Ovi rezultati su prikazani
na Slici 59, a invertovanjem originalnih boja jo$ je lakSe razlikovanje mrlja i uporedivanje sa
referentnim jedinjenjima, koja su naneta na prva i poslednja dva mesta na plocici. Reakcije
aromatizacije 1 sa androstendionom (kolona 3) i sa testosteronom (kolona 4) su rezultovale
nastankom ocekivanih estrogena, s tim Sto je zbog planirane kvantifikacije nastalog produkta

denzitometrijskom analizom, pogodnije bilo eksperimente nastaviti kori$¢enjem testosterona kao
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supstrata. Kontrolne probe u kolonama 5 i 6 se nisu razlikovale u odnosu na prethodne

eksperimente.

1 23 456 7 8 1 23 456 7 8

Slika 60. TLC hromatogram (sa A-originalnim, B-invertovanim bojama) produkata enzimskog testa u
dvokomponentnom, kuplovanom sistemu: 1-produkt aromatizacije 100 uM T delovanjem rekombinantne aromataze
iz bakterija i CPR iz kva$¢evih mikrozoma u prisustvu 1 mM NADPH i 1 mM formestana sa preinkubacijom, 2-
produkt aromatizacije 100 uM T delovanjem rekombinantne aromataze iz bakterija i CPR iz kvas¢evih mikrozoma u
prisustvu 1 mM NADPH i 1% DMSO rastvarac¢a sa preinkubacijom, 3- produkt aromatizacije 100 uM T
delovanjem rekombinantne aromataze iz bakterija i CPR iz kva$¢evih mikrozoma u prisustvu 1 mM NADPH bez
preinkubacije, 4-8- 125, 100, 75, 50, 25 pM E2.

Posle optimizacije eksperimentalnih uslova sa prirodnim supstratima aromataze, ispitan
je inhibitorni efekat poznatog inhibitora aromataze, formestana, i sintetisanih steroidnih derivata
33, 52 i 63 u koncentraciji 1000 uM, a specificna enzimska aktivnost je kvantifikovana
denzitometrijski. Uslovi koji su prethodili rezultatima prikazanim na Slici 60. su podrazumevali
preinkubaciju aromataze sa formestanom (kolona 1) ili DMSO rastvara¢em (kolona 2) 30 min na
37°C, uobicajen korak u testovima inhibicije da bi se osiguralo vezivanje inhibitora za enzim,
nakon ¢ega je nastavljena inkubacija jo§ 2 h u prisustvu ostalih komponenti reakcione smese
(CPR, NADPH i supstrata), dodatih na prethodno opisan nacin. Osim toga, u cilju kontrole
uslova eksperimenta, u jednoj od proba (kolona 3) ispitana je aktivnost aromataze bez
preinkubacije sa inhibitorom ili rastvaratem. Kada se uporedi koli¢ina nastalog estradiola u prve
tri kolone, moze se zakljuciti da je formestan u testiranoj koncentraciji u potpunosti inhibirao
aromatazu, kao 1 da je preinkubacija aromataze sa DMSO rastvaracem rezultovala smanjenom

aktivno$¢u enzima u odnosu na netretiranu kontrolu. Da bi se nastali estrogeni produkt

140



Doktorska disertacija Sofija Beki¢

kvantifikovao, na plocicu je u isto vreme nanet i estradiol u koncentracijama 25, 50, 75, 100 i
125 pM, a kvantitativna analiza je izvrSena u Imagel programu za denzitometriju merenjem (i
poredenjem) povrsine ispod pikova koji odgovaraju intenzitetu piksela zaokruzenih mrlja.

Nakon odredivanja koncentracije

nastalog estrogenog produkta koriS¢enjem 50000 . .
45000 4
standardne krive (Slika 61) i uzimanja u

40000

obzir faktora razblaZenja izraCunata je 45000 ]

specificna enzimska aktivnost aromataze u 30000
25000

odsustvu inhibitora 0,1 nmol/mg-min. Ova

vrednost je niza u odnosu na specificnu 20000 .

15000

Povrsina ispod pika intenziteta piksela

aktivnost aromataze precis¢ene iz placente

[294], gde je izolacija ovog membranskog w11

proteina jednostavnija i prinos ve¢i. Kada je Koncentracija E2 (M)

utvrdeno da preinkubacija sa samim DMSO  gjika 61. Standardna kriva zavisnosti povrsine ispod pika
rastvaradem moZe uticati na smanjenje intenziteta piksela mrlje E2 od koncentracije.

aktivnosti aromataze, u sledeCem ciklusu eksperimenata enzim je bio izlozen steroidnim
derivatima 33, 52 i 63 u koncentraciji 1000 pM tokom 2 h na 37°C, bez preinkubacije. D-homo
lakton sa modifikacijom na C-19 (33) i 17a-pikolil androstanski derivat 63 su, kao i formestan,
potpuno inhibirali aromatazu (Slika 62, kolone 3 i 5, respektivno), dok je u prisustvu oksima 52
doSlo do slabe inhibicije od 29% (kolona 4). Kada se uporede strukture ovih jedinjenja i procenti
inhibicije aromataze dobijeni enzimskim testom, moglo bi da se pretpostavi da je njihov
inhibitorni kapacitet povezan sa prisustvom 4-en-3-on sistema, koji imaju i prirodni supstrati
ovog enzima, androstendion 1 testosteron, a koji omogucava vezivanje za aktivni centar enzima.
Izmeren jak potencijal za inhibiranje aromataze i izostanak estrogene/androgene aktivnosti
(Tabela 20) cini steroidna jedinjenja 33 i 63 veoma interesantnim kandidatima za dalja
istrazivanja u polju terapije kancera dojke, u kojem je konstantna teznja za razvojem novih
netoksi¢nih terapeutika sa specifiénim na¢inom delovanja, ali ne treba zanemariti da su ovde
testirani u visokim koncentracijama i da bi u budu¢im istrazivanjima trebalo ispitati nizi opseg
koncentracija i odrediti 1Cso vrednost. Purendi¢ i saradnici su za jedinjenje sa 17a-pikolil
supstituentom u homogenatu jajnika zenki pacova tretiranin PMSG hormonom (gonadotropin iz

seruma zdrebnih kobila, engl. pregnant mare's serum gonadotropin) odredili umerenu inhibiciju
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(51,5%) aromataze u koncentraciji 20 puta nizoj od ovde testirane [296]. U enzimskom testu gde
je kao izvor CPR umesto mikrozoma koris¢en ekstrakt lizata ¢elija kvasaca, aktivnost aromataze
nije detektovana (rezultati nisu prikazani).

Enzimski test je u dvokomponentnom, kuplovanom
sistemu pokazao bolju reproducibilnost od
jednokomponentnog, ali je njegov glavni nedostatak duzi
proces ekspresije i precCiS¢avanja, s obzirom na to da je
neophodno izolovati dva proteina iz odvojenih model
organizama. Tokom optimizacije uslova u kuplovanom
sistemu je odredena proporcija aromatazne i reduktazne
komponente neophodna za kataliticku aktivnost, S$to je
dobra osnova za istrazivace koji bi u buducnosti u istom

sistemu testirali inhibiciju aromataze. S obzirom na to da

1 23456

strategijski pristup smanjenja tkivne produkcije estrogena
L ) ) ) Slika 62. TLC hromatogram produkata
inhibicijom aromataze daje obecavajuce rezultate u lecenju enzimskog testa u dvokomponentnom,

.. . . . . kuplovanom sistemu 1 h nakon izvodenja:

pacijenata obolelih od kancera dojke [64] i da je put do 1_pE2 2-produkt aromatizacije 100 HMJT

delovanjem rekombinantne aromataze iz

bakterija i CPR iz kvas¢evih mikrozoma u

znadaj ovde razvijenog in vitro testa je u identifikaciji ~ Prisustvu 1 mM NADPH, 3, 4, 5- produkt
aromatizacije 100 uM T delovanjem

modifikovanih steroida sa efektom inhibiranja aktivnosti  rekombinantne aromataze iz bakterija i CPR
L . . . iz kva$c¢evih mikrozoma u prisustvu 1 mM
aromataze Sto, u stvari, ¢ini ,,prvi stepenik na lestvici® za NADPH i 1 mM jedinjenja 33, 52 i 63,

respektivno, bez preinkubacije, 6-T.

odobrenog leka na trziStu veoma dugacak i zahtevan,

dalja in vitro, in vivo, preklinic¢ka i klinicka ispitivanja, kao

i u eliminaciji jedinjenja bez znacajne aktivnosti, ¢ime se Stede resursi u istraZivanjima.

5.9.1. Rezultati ispitivanja aktivnosti aromataze ostalim testovima
Pored opisanih bioloSkih testova za ispitivanje aktivnosti aromataze, sa teZnjom da se

broj eksperimentalnih faza redukuje, detekcija proizvoda enzimske reakcije izvede direktno
kuplovanim fluorescentnim testom u kvascu umesto TLC hromatografijom ili smanji koli¢ina
potrebnog proteina za analizu i aktivnost indirektno prati oksidacijom kofaktora, u okviru
disertacije su razvijani dodatni testovi. U prvom je praceno vremenski-zavisno formiranje
steroidnih produkata u konverziji androstendiona/testosterona delovanjem Saccharomyces
cerevisiae W(R)/W(hR) soja koji eksprimira aromatazu. Biokonverzija je pracena u vremenskom

intervalu od 48 h posle indukcije ekspresije galaktozom 1 dodavanja supstrata, nakon Cega su
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steroidni produkti, ekstrahovani iz reakcione smese organskim rastvaracem, identifikovani TLC

hromatografijom (Slika 63).

8(h) O 8 2448 (h)

Slika 63. TLC hromatogrami nakon ekstrakcije steroidnih produkata u razli¢itim vremenskim intervalima
biokonverzije ASD/T dejstvom Saccharomyces cerevisiae W(R) i W(hR) sojeva koji eksprimiraju aromatazu.

U ¢elijama tretiranim testosteronom u
koncentraciji 200 uM nije doslo do njegove
detektibilne konverzije u estradiol, dok je
androstendion u oba slu¢aja nakon 48 h skoro
potpuno redukovan do testosterona, S$to je
otvorilo novo pitanje-da li je za metabolizam
androstendiona U ovoQj biokonverziji
dominantno odgovorna kvasc¢eva 17B-HSD,
analogna onoj kod sisara? lako u ovom sistemu
nije dokazana aktivnost aromataze kao S$to je
bilo predvideno, njegova vaznost se ogleda u
moguénosti aktivnosti

ispitivanja drugog

steroidogenog  enzima  (17B-HSD) na

jednostavan nacin, direktno iz te¢ne kulture

bez potrebe za izolacijom mikrozoma.

Rezultati ispitivanja uticaja inhibitora ove
hidroksisteroid-dehidrogenaze, ibuprofena
[297], na intracelularnu konverziju
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Slika 64. TLC hromatogrami nakon ekstrakcije
steroidnih produkata nakon 48 h biokonverzije
steroidnog supstrata dejstvom Saccharomyces
cerevisiae FY250 ili W(R) soja koji ekspresuje
aromatazu u razli¢itim uslovima (1- biokonverzija ASD
u W(R) soju sa eksprimiranom aromatazom u prisustvu
inhibitora 17pSD, 2- biokonverzija ASD u W(R) soju sa
eksprimiranom aromatazom bez inhibitora 173SD, 3-
biokonverzija ASD u FY250 soju sa eksprimiranom
aromatazom, 4- biokonverzija T u FY250 soju sa
eksprimiranom aromatazom) i W(R) sojeva bez
eksprimiranog enzima (5-6).
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androstendiona u testosteron, prikazani na Slici 64. (kolone 1 i 2), pokazuju ve¢u koncentraciju
neizreagovalog supstrata u probi sa inhibitorom (kolona 1) u odnosu na onu bez (kolona 2), §to
bi moglo predstavljati potvrdu da se zaista radi o pretpostavljenom tipu enzima i osnovu za
ispitivanje delovanja drugih (potencijalnih) inhibitora. Nakon 48 h inkubacije supstrata u
medijumu bez Celija dokazana je stabilnost ovog jedinjenja, ¢ime je jo§ jednom potvrdeno da je
pomenuta konverzija rezultat aktivnosti iskljuivo enzima prisutnog u ovom soju kvasca.
Pretpostavka da je odsustvo enzimske aktivnosti aromataze bilo uzrokovano nedostatakom
kofaktora i nedovoljno visokom temperaturom biokonverzije je dovela do novih
eksperimentalnih uslova u kojima je NADPH dodat u te¢nu kulturu gajenu na 36°C, ali ni u
ovom slucaju nije detektovana aktivnost. Zatim, u FY250 soju sa eksprimiranom aromatazom u
procesu biokonverzije androstendiona (kolona 3)/testosterona (kolona 4) nastaje polarnije
jedinjenje od polaznog, za koje nije bio dostupan referentni standard da bi se okarakterisalo, dok
se u domacinima bez unetog gena za aromatazu (kolona 6) ili bez indukovane ekspresije
aromataze (kolona 5) dominantno odvijala konverzija androstendiona u testosteron. Da bi se
povecao prinos ciljnog produkta, reSenje bi mozda moglo biti inaktiviranje gena za enzime, koji
su odgovorni za ovu nezeljenu dominantnu biokonverziju steroida [241], u ovom slucaju
17p-HSD.

Narednim testom, koji je dizajniran tako da proizvodi, nastali
biohemijskom reakcijom aromataze unutar rekombinantne ¢elije kvasca sa
koeksprimiranim ERP LBD-YFP, budu detektovani optimizovanim
fluorescentnim biosenzorom u kuplovanom sistemu, nisu dobijeni
oc¢ekivani rezultati ni u slucaju FY250, niti W(hR) domacina. To svakako
ne umanjuje znacaj ove originalne ideje na ¢ijem razvoju u naucnoj
zajednici jo§ uvek nije radeno, a pregled prepoznate dragocene primene

enzimskih biosenzora u biomedicinskim istrazivanjima su dali Rocchitta i

saradnici [298]. Celije tretirane estronom su pokazale jak intenzitet

fluorescencije rasporeden po Citavoj citoplazmi, dok su ¢elije izlozene Slika 65. Fluorescencija
. .. . . rekombinantnih ¢elija
androstendionu u istoj koncentraciji pokazale lokalizovan, znatno niZi  kvasaca FY250 soja sa

koeksprimiranom

fluorescentni signal, slican kontrolnim ¢elijama u odsustvu steroida (Slika aromatazom i ERp

. " .. . .. . . LBD-YFP tretiranih
65), Sto znaci da nije postignuta koverzija u estrogeni proizvod, estron, ., DMSO rastvaradem,
delovanjem eksprimirane aromataze. Izostanak identifikacije estrogena u 10 uWM E1 1 ASD.
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ovom fluorescentnom enzimskom biosenzoru moze biti objaSnjen slede¢im cinjenicama:
heterologna ekspresija aromataze u ovim domacinima nije optimizovana, nedostatak CPR
esencijalne za aktivnost aromataze u FY250 soju, dejstvo metaboliSuc¢ih enzima kvasca na
supstrate (dokazano u prethodnom testu), nedovoljna osetljivost fluorescentnog biosenzora na
koncentraciju nastalih estrogena ili interferencija testa sa komponentama medijuma, i drugo.
Stepen oksidacije NADPH, pra¢en smanjenjem apsorbance na 340 nm usled potro$nje
ovog molekula u reakciji aromatizacije, predstavljao je jo$S jedan od nadina da se dokaze
aktivnost aromataze. Reakcija je izvedena u puferu ¢ija je osnova 100 mM K-fosfat, jer postoje
podaci da aromataza nije stabilna u rastvoru nize jonske jacine [242]. Nakon inicijacije reakcije
dodavanjem NADPH u reakcionu smeSu rekombinantne aromataze iz Escherichia coli DH5a
soja, mikrozoma iz W(hR) soja sa eksprimiranom kvas¢evom i humanom CPR i testosterona u
odgovaraju¢em puferu, Azsonm J€ Shimana u intervalima od 10 sekundi tokom 10 min. Rezultati
su predstavljeni na Slici 66. i prikazuju promenu Agsonm pocevsi od 6 min nakon inicijacije
reakcije, tj. nakon $to su prestale pocetne oscilacije u signalu. Vrednosti su normalizovane, tako
da poCinju iz iste tacke radi lakSeg poredenja. U probi koja je oznacena kao ,,reakcija“, odnosno

gde niSta nije ometalo izvodenje

m  Reakcija
.. . - B I¢
reakcije aromatizacije testosterona 076 sestennag,, L peoRiee
. . . 0,74 e®e °® A 2

u prisustvu CPR, zabelezen je ozl e®  Ceeee® s I

’ . AAA A A

.. 070 jgassnnasasattiuL, A

najveéi  pad  Aszsonm, 0dnosno 0‘68 . e

,68 + l.
najvece  iskoriS¢enje  NADPH 066 "

£ 0,64 -
kofaktora. U kontrolnim probama S 0s2] . .
ili H < - .I l-. ..-

odsustvo aromataze ili CPR je 00 LTI .

0,58 ]
rezultovalo skoro konstantnom 056 "

0,54 4 ]
vrednoSéu Aszsonm tOKOm vremena, 052 .
ukazuju¢i da verovatno ni u 400 450 500 650 60O 680 700
. . Vreme (s)
jednom od ova dva uzorka proteina
nakon preci$¢avanja nisu prisutni Slika 66. Ispitivanje aktivnosti rekombinantne aromataze iz

Escherichia coli DH5a soja prac¢enjem oksidacije NADPH snimanjem
enzimi koji bi mogli izvrsSiti Ass0nm tokom 10 min u 3 razli¢ite probe. Pad apsorbance oznadava
. oksidaciju NADPH aktivno$¢u aromataze. Reakcija: 76,5 ug CPR,

transfer elektrona na NADPH i da 1,4 uM aromataza, 200 M T, 200 M NADPH u 100 mM K-

fosfatnom puferu, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1% Tween20. Ostale dve
probe su istog sadrzaja sa izuzetkom aromataze ili CPR.

je visok stepen oksidacije NADPH

rezultat samo funkcionalne
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aromataze u prisustvu CPR. U ovom testu zahvaljuju¢i visokoj osetljivosti UV-VIS
spektroskopije, dodata je ¢ak 10 puta manja koli¢ina oba proteina u odnosu na kuplovani
enzimski test, ¢ime je njihova upotreba svedena na minimum.

Sohl i Guengerich su po istom principu spektrofotometrijski detektovali oksidaciju
NADPH, uzrokovanu aktivno$¢u aromataze [242] upotrebom razli¢itih liganada, pri ¢emu je
najveéi stepen oksidacije uocen kod androstendiona, zatim intermedijera, 19-hidroksi
androstendiona i 19-oksoandrostendiona, i na kraju estrona. Ovim jednostavnim testom je

opisana i aktivnost drugih enzima, poput aldoketoreduktaza [191], CYP1A2 [299] i drugih.

5.10. Skrining vezivanja liganada za aromatazu apsorpcionom
spektroskopijom
Sposobnost rekombinantne aromataze da veze ligande potvrdena je apsorpcionom

spektroskopijom. Nakon vezivanja 100 ili 500 uM androstendiona, Soretov maksimum u
apsolutnom spektru se sa 415-416 nm pomerio ka nizim talasnim duzinama (401-403 nm) (Slika
67.A i C), Sto je tipi¢no za vezivanje supstrata koji istiskuje molekul vode menjajuci stanje
hemskog Fe iz niskospinskog heksakoordinovanog u visokospinsko pentakoordinovano [165].
Tokom optimizacije eksperimenta ispitano je da li 15-minutna inkubacija proteina sa supstratom
na 25°C uti¢e na vezivanje. Nisu zabeleZzene razlike u odnosu na apsolutni spektar snimljen
odmah po dodavanju liganda. Diferencijalni spektar vezivanja androstendiona za aromatazu
prikazan na Slici 67.B i D takode potvrduje tip I spektralne promene, sa maksimumom na 388-
390 i minimumom na 419 nm.

Nardo i saradnici su takode detektovali spektralne promene tipa I prilikom vezivanja
androstendiona za aromatazu, sa pomerenjem Soretovog maksimuma sa 418 na 394 nm [159].
Potpuni prelazak iz niskospinskog u visokospinsko stanje moze zavisiti od pH pufera u kom se
protein nalazi, pa tako pri vrednostima visSim od pH 7 efikasnost ovog prelaska moze biti
smanjena [172], kao §to je slucaj ovde. Vezivanje 500 uM eksemestana je rezultovalo slicnom
spektralnom promenom, odnosno pomeranjem Soretovog maksimuma sa 413 na 400 nm (Slika
68.A), upucujuéi na to da se eksemestan vezuje za supstrat-vezujue mesto enzima, te ga
inhibira, $to je u skladu sa podacima iz literature [300]. Manje pomeranje Soretovog maksimuma
izazvano vezivanjem eksemestana u odnosu na podatke iz literature (gde je maksimum pomeren
sa 418 na 394 nm) [172] moglo bi da se dovede u vezu sa eksperimentalnim uslovima, konkretno

pH vredno$¢u pufera, s obzirom na to da je u ovom slucaju koriS¢en pufer pH vrednosti 7,4.
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Prilikom interakcije proteina sa formestanom, u istoj koncentraciji kao eksemestan, doslo je do
promene spektra prikazane na Slici 68.B. Pomeranje maksimuma Soretovog pika ka nizim
talasnim duzinama Karakteristi¢no je za strukturne analoge supstrata, androstendiona, kakav je i
formestan (4-hidroskiandrostendion), koji je u ovom slucaju izazvao blago pomeranje od 412 do

408 nm.
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Slika 67. A/C) Apsolutni spektar aromataze u 100 mM K-fosfathom puferu, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1% Tween20 sa
i bez dodatog 100 pM/500 uM ASD, B/D) Diferencijalni spekatar dobijen oduzimanjem apsolutnog spektra
nevezanog oblika aromataze od vezanog sa 100 uM/500 uM ASD.

Vezivanje sildenafila za aromatazu nije detektovano, tj. nije doslo do pomeranja Soretovog
maksimuma nakon dodavanja sildenafila (Slika 68.C), iako je na osnovu rezultata Baravalle-a i

saradnika bilo o¢ekivano da dode do blagog pomeranja ka ve¢im talasnim duZinama, s obzirom
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na to da se radi o molekulu koji u
svojoj strukturi poseduje atome
azota preko kojih se moze
koordinativno vezati za hemsko Fe
ili indirektno vodoni¢nim vezama
sa Sestim aksijalnim ligandom,
vodom [134]. Razlog za izostanak
spektralnih  promena, moze biti
molekula

nedovoljna  Cistoca

sildenafila, tj. uticaj interferiraju¢ih

komponenti iz DMSO
ekstrakta Sildena® tablete na
rezultate. Blage varijacije u

Soretovom maksimumu proteina u
odsustvu liganda u razliitim
eksperimentalnim ciklusima (412-
416 nm) mozda bi se mogle
pripisati promenama u stabilnosti
proteina, osetljivom na oksidaciju.
Apsorpcionom spektroskopijom je
ispitano i vezivanje Sest odabranih
steroidnih derivata za aromatazu:
42, 52, 53, 55, 63 i 64
Steroidi za ispitivanje interakcija
apsorpcionom spektroskopijom su
odabrani iz baze modifikovanih
steroida na osnovu prisustva 4-en-
3-on sistema, kao kod prirodnih
liganada (D-homolakton 42) ili

prisustva atoma azota u strukturi D

A

prstena (52, 53, 55, 63, 64), za koje je
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Slika 68. Apsolutni spektar aromataze u 100 mM K-fosfatnom puferu,
pH 7,4; 20% glicerol, 0,1% Tween20 sa i bez dodatog 500 uM
eksemestana (A), 500 pM formestana (B), 500 uM sildenafila (C).
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potencijalno moguca koordinacija sa hemskim gvozdem, neophodna za vezivanje liganda. Medu
ispitivanim jedinjenjima, jedinjenja 55 i 52 su dovela do najveteg pomeranja Soretovog
maksimuma ovog CYP450 enzima (za 5 nm ka plavom delu spektra), dok je za jedinjenja 42 i 63
on bio pomeren u suprotnom smeru za 3 nm (Slika 69). Interakcija jedinjenja 53, koje se od 55
razlikuje samo po funkcionalnoj grupi na polozaju 16, sa aromatazom nije dovela do promena u
spinu, sugeriSu¢i znac¢aj oksimino funkcije u ovom polozaju steroidnog skeleta za vezivanje za
enzim.

Jedinjenje 64 nije dovelo do znacajnih promena u polozaju Soretovog maksimuma, §to bi
se verovatno moglo objasniti prisustvom rigidnog pikolinilidenskog supstituenta u polozaju 17
ovog steroida. Korelacijom sa rezultatima dobijenim u testovima inhibicije, moze se pretpostaviti
da jedinjenje 63, koje dovodi do tipa Il spektralnih promena, mozda preko koordinativnog
vezivanja sa atomom azota fleksibilnog 17-pikolil supstituenta stabilizuje niskospinsko stanje Fe
iz hema, delujuci kao Sesti ligand nakon istiskivanja vode, te na taj nacin inhibira aktivnost

aromataze.

Sa druge strane, jedinjenje 52 je pokazalo slabu inhibiciju, $to je u saglasnosti sa tipom
spektralne promene koju izaziva, odnosno verovatno dolazi do kompeticije sa prirodnim
supstratom za vezujuce mesto. S obzirom na to da se radi o veoma blagim promenama u
Soretovom maksimumu, moze Se pretpostaviti i to da se ispitivana jedinjenja mozda vezuju na
periferiji aktivnog centra i na indirektan nac¢in menjaju okolinu hem grupe, za §ta su potrebna
dodatna istraZzivanja. Osim testiranih modifikovanih steroida, vezivanje izmedu nesteroidnih
tetrazola 57 i 58 i aromataze je takode ispitano apsorpcionom spektroskopijom, ali bez

izmerenog znacajnog afiniteta.
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Slika 69. Apsolutni spektar aromataze u 100 mM K-fosfatnom puferu, pH 7,4; 20% glicerol, 0,1% Tween20 sa i bez
dodatog 500 uM jedinjenja 55 (A), 53 (B), 52 (C), 42 (D), 64 (E), 63 (F). Plavom bojom su ozna¢ena pomeranja ka
plavom delu spektra, a crvenom ka crvenom delu spektra.
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5.11. Promene u konformaciji aromataze usled vezivanja liganda pracene
fluorescencijom triptofana

Za selekciju potencijalnih liganada aromataze apsorpciona spektroskopija je najcesce
kori§¢ena procedura, medutim Nardo i saradnici, pioniri u proucavanju dinamike i fleksibilnosti
ovog enzima fluorescentnom spektroskopijom, navode prednosti ove tehnike [159]. Ova
istrazivaCka grupa je zahvaljuju¢i promenama u fluorescentnom spektru aromataze dokazala
vezivanje anastrozola i androstendiona, dok je u okviru disertacije fluorescentnom
spektroskopskom tehnikom prvi put ispitan uticaj poznatih inhibitora, eksemestana i formestana,
na konformaciju rekombinantne humane aromataze, kao i vezivanje odabranih steroidnih
derivata. Rezultati dobijeni snimanjem fluorescentnih spektara preciS¢ene rekombinantne
aromataze na talasnim duZinama karakteristi¢cnim za ekscitaciju i emisiju Trp su pokazali
maksimum na oko 330 nm, tipi¢no za indolni prsten ove aminokiseline u hidrofobnom
okruzenju. Od pet ostataka triptofana prisutnih u molekulu aromataze, jedan se nalazi unutar
aktivnog centra, pa je na ovaj nacin izvrSena dodatna evaluacija aktivnosti odabranih jedinjenja,
¢ijjim vezivanjem su nastale promene u okruZenju hem grupe, detektovane apsorpcionom
spektroskopijom. Na dinamiku Trp ostatka, odnosno na ,,gasenje unutrasnje fluorescencije je

najvise uticalo dodavanje eksemestana (Slika 70).
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Slika 70. Fluorescentni emisioni spektri rekombinantne aromataze tretirane sa 0-200 uM eksemestanom (levo) i
DMSO rastvara¢em (desno) u porcijama istih zapremina (po 2 pl).
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Enzim je tretiran rastvorom 10 mM ecksemestana u porcijama od 2 ul i, radi kontrole,

DMSO rastvaratem u istim zapreminama. Poredenjem fluorescentnih spektara ovih proba

primecuje se mnogo veci pad intenziteta
fluorescencije  Trp prilikom tretiranja
inhibitorom, koji svojim jakim
vezivanjem, koje je potvrdeno i
apsorpcionom spektroskopijom, verovatno
menja konformaciju aromataze. Osim u
vidu sirovih spektara, ovi rezultati su na
Slici 71. predstavljeni i u obliku zavisnosti
intenziteta  korigovane  fluorescencije
(Fkorigovano) od koncentracije dodatog
eksemestana, odakle se takode jasno vidi
uticaj ovog agensa na fluorescenciju

triptofana.
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Slika 71. Zavisnost korigovane vrednosti fluorescencije Trp od

koncentracije eksemestana i DMSO-a dodatog u istim zapreminama.

Takode, prilikom tretiranja proteina formestanom ili ispitivanim steroidnim derivatima u

finalnim koncentracijama 100 i 200 uM intenziteti maksimuma fluorescentnih spektara i njihov

polozaj u odnosu na spektar slobodnog proteina su se razlikovali (Slika 72).
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Slika 72. Fluorescentni emisioni spektri rekombinantne aromataze tretirane DMSO rastvaracem i ispitivanim
jedinjenjima u koncentracijama 100 uM (levo) i 200 uM (desno).

Naime, posle eksemestana najveci efekat ,,gaSenja“ unutra$nje proteinske fluorescencije

je izazvao formestan, $to je bilo i ofekivano na osnovu rezultata apsorpcione spektroskopije, u
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kojima je pomeranje Soretovog pika indukovano ovim inhibitorom. U odsustvu liganda uticaj
DMSO-a na fluorescenciju je pri nizoj dodatoj zapremini blag, dok pri viSoj zna¢ajno smanjuje
intenzitet fluorescencije, ali ne u meri u kojoj to €ine inhibitori, eksemestan i formestan. Kada su
u pitanju steroidni derivati, koji su u testovima apsorpcione spektroskopije pokazali najvecu
sklonost ka vezivanju (jedinjenja 42, 52, 55 i 63), rezultati dobijeni fluorescentnom
spektroskopijom su pokazali da svi oni izazivaju promenu u fluorescentnom spektru nativnog
proteina porastom intenziteta fluorescencije triptofana, od kojih najvise jedinjenja 63, 55 1 52. S
obzirom na to da na fluorescenciju triptofana, osim polarnosti mikrookoline, moze da utice i
promena u tercijarnoj strukturi u blizini ove fluorofore, poput formiranja intra- ili
intermolekulskih vodoni¢nih veza i1 drugih nekovalentnih interakcija, kao i elektronski 1
energetski transferi [176], za dobijene rezultate se moze re¢i da su obecavajuci, odnosno da
ispitivani modifikovani steroidi zaista dovode do konformacionih promena u blizini aktivnog
centra, medutim za kompletno rasvetljavanje mehanizma su neophodne dodatne studije. Slika
73. prikazuje molekularnim dokingom predvideni polozaj jedinjenja 52 i 63 u odnosu na Trp224
(W224) u aktivnom centru aromataze, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da piridinski prsten
pikolina 63 ucestvuje u nekovalentnim interakcijama sa indolnim sistemom Trp224 ili okolnim
aromaticnim aminokiselinama koje indirektno uti€u na promenu u njegovoj unutrasnjoj

fluorescenciji, a da jedinjenje 52 uti¢e na ovaj fenomen formiranjem vodoni¢nih veza sa Trp224.

Slika 73. Predvideni polozaj jedinjenja 52 (zuto) i 63 (zeleno) u odnosu na Trp224 (W224) u aktivnom centru
aromataze (PDB ID: 3EQM).

Na kraju, ovom jednostavnom metodom za ispitivanje protein-ligand interakcija je
potvrdeno da jedinjenja koja su uticala na promene u poloZaju Soretovog pika aromataze kao
potencijalni ligandi, zaista mogu opravdati tu ulogu, s obzirom na to da u kontaktu sa proteinom

indukuju i promene u fluorescentnom emisionom spektru Trp ostataka (od kojih je jedan u
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aktivnom centru enzima), sugeriSu¢i postojanje interakcija. Kombinacijom osetljivih metoda
apsorpcione i fluorescentne spektroskopije, potencijalni ligandi aromataze mogu biti testirani na

ekoloski prihvatljiv nacin, upotrebom male koli¢ine proteina.
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6. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije uspesno su realizovani postavljeni ciljevi istrazivanja.
U prvom delu disertacije je, kroz viSe eksperimentalnih faza, optimizovan test u kvascu, koji se
ne zasniva na pracenju transkripcije niti koriS¢enju radioaktivnih proba, nego na merenju
intenziteta fluorescencije u cilju ispitivanja relativnog afiniteta vezivanja Sirokog spektra derivata
steroidnih hormona za LBD ERa, ERP i/ili AR, sa visokom specificnos¢u i osetljivoscu. S
obzirom na to da je emitujuc¢a fluorescencija posledica FRET fenomena izmedu dva YFP
molekula usled dimerizacije LBD domena steroidnog receptora nakon vezivanja liganda,
intenzitet fluorescentnog signala je korelirao sa relativnim afinitetom vezivanja liganda. U
poredenju sa transkripcionim testovima, koje istrazivaci naj¢e$ée upotrebljavaju za ispitivanje
estrogenog ili androgenog potencijala molekula, prednost fluorescentnog testa u kvascu je
mogucnost identifikacije svih jedinjenja koja ostvare vezivanje za LBD, bez aktivacije
transkripcione masinerije, kao i izostanak upotrebe dodatnih supstrata za vizuelizaciju. Osim
toga, nije neophodno lizirati ¢elije, jer se fluorimetrom direktno meri intenzitet fluorescencije
celih ¢elija u suspenziji, dok su za detaljniju analizu na nivou pojedina¢ne ¢elije, uglavnom kod
odabranih liganada koji su pokazali znaCajno vezivanje, umesto sortiranja proto¢nom
citometrijom, koja zahteva skupu specijalizovanu opremu, celije fotografisane pod
fluorescentnim  mikroskopom i analizirane odgovaraju¢im dostupnim programom za
denzitometriju, pri ¢emu su dobijeni rezultati pokazali odli¢nu korelaciju.

Ovim testom otvorena su vrata novom nacinu identifikacije i kvantifikacije vezivanja
jedinjenja iz citavih biblioteka liganada steroidnih receptora, kao $to su steroidni derivati. Veliki
znacaj studije ogleda se u primeni preciznog i jednostavnog fluorescentnog c¢elijskog testa kao
skrining ,alatke* u identifikaciji potencijalnih antikancerskih agenasa koji deluju putem
modulacije signalnih puteva posredovanih steroidnim receptorima. Ograni¢enje koje treba uzeti
u obzir je nemogucénost da se njegovom upotrebom odgovori na pitanje da li vezano jedinjenje
deluje kao agonist ili antagonist, te je neophodna njegova kombinacija sa drugim metodama za
procenu aktivnosti. Posebno je znaCajno naglasiti i da ovaj brz i pouzdan test u kvascu
omogucava direktnu proveru bioloske aktivnosti velikog broja jedinjenja odmah nakon njihove
sinteze, pri ¢emu bi se sinteza jedinjenja mogla usmeriti na osnovu prepoznavanja farmakofora

vaznih za ispoljavanje aktivnosti.

155



Doktorska disertacija Sofija Beki¢

Procenjeno je da se androstanski D-homolaktoni 5, 9 i 18 i D-seko estranski derivati 2 i 3
vezuju za ERa, sli¢no kao prirodni ligandi, dok su kao ligandi sa visokim afinitetom za ER]
izoformu identifikovani estranski derivati 2, 3, 59, 60 i 73. Sto se liganada visokog afiniteta AR
tice, izdvojena su jedinjenja androstanske serije 72, 75 i 76. Ispostavilo se da su neki od
identifikovanih liganada (2, 3, 59, 60, 73, 75 i 76) posedovali strukturne slicnosti u A prstenu sa
prirodnim supstratom odgovarajuceg receptora, sugeriSu¢i znacaj tog dela molekula u vezivanju
za LBD. Suprotno, kod nekih jedinjenja sa istom strukturnom Kkarakteristikom nije
identifikovano vezivanje, §to je razumljivo, jer ¢ak i minimalne razlike u strukturi mogu dovesti
do drasti¢nih razlika u nacinu i afinitetu vezivanja. Razlozi za to mogu biti brojni-od prisustva
velikih supstituenta u kljuénim poloZajima steroidnog skeleta, koji dovode do sternih smetnji i
onemogucéavaju smestanje jedinjenja u ,,dzep” za vezivanje, zatim razlike u aranzmanu
nezasicenih veza koje menjaju planarnost i geometriju molekula, odsustvo farmakofora bitnih za
formiranje polarnih kontakata i mnogi drugi. S obzirom na to da se kod dizajniranja novih lekova
teZi njihovom $to specifi¢nijem na¢inu delovanja, kod jedinjenja 2, 3 i 18 se moze javiti problem
unakrsne aktivnosti prema obe izoforme ER, a kod jedinjenja 9 neselektivno vezivanje za ERa i
AR. Sa druge strane, kod razvoja novih inhibitora pojedinih enzima steroidogeneze ili
onemogucavanja drugih endokrinih signalnih puteva u terapeutske svrhe ¢esto je vazno iskljuciti
mogucu interakciju sa steroidnim receptorima, odnosno neZeljena androgena i/ili estrogena
svojstva, gde fluorescentni celijski biosenzor moze omoguciti brzu eliminaciju jedinjenja sa
takvim karakteristikama iz daljeg ispitivanja.

Rezultati fluorescentnog Celijskog testa potvrdeni su simulacijama molekularnog
dokinga, dok je poredenjem ovih rezultata i antiproliferativnog efekta odabranih liganada prema
¢elijama kancera dojke koje eksprimiraju ER prouc¢avan mehanizam delovanja ovih jedinjenja.
IzraCunata energija vezivanja D-seko estranskog bromnog derivata 2 i predvidena orjentacija
slicna kao kod estradiola u vezujuéem mestu obe izoforme ER u studijama molekularnog
dokinga, kao i izmereni in vitro antiproliferativni efekat prema c¢elijskoj liniji ER+ kancera dojke
(ICsp vrednost 26,22 uM), u saglasnosti su sa identifikovanim visokim afinitetom vezivanja za
ER testom u kvascu. Kombinacijom navedenih metoda dobijen je bolji uvid u mehanizam
delovanja ispitivanih jedinjenja, pa su tako rezultati dobijeni za jedinjenje 2 ukazali na to da
postoji mogucnost da je mehanizam njegovog antiproliferativnog delovanja posredovan

blokiranjem signalnog puta putem ER.
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Afinitet vezivanja izmedu fitoestrogena i ERpB, pa time i estrogeni potencijal ekstrakata
virka, crvene deteline i sladi¢a su takode ispitani optimizovanim fluorescentnim ¢elijskim testom
u kvascu, $to predstavlja jo§ jednu, do sada neistraZzenu, moguc¢nost primene Ove metode u
biohemiji i karakterizaciji biljnih ekstrakata za ispitivanje postojanja fitoestrogena u odabranim
biljkama ili ksenoestrogena u okolini. Naime, u ovoj doktorskoj disertaciji ustanovljene su
optimalne vrednosti ispitivanih koncentracija standarda fitoestrogena: genisteina, daidzeina,
formononetina, biohanina A 1 gliciteina, pri kojima se detektuje znacajno vezivanje, a usled pada
intenziteta fluorescencije nakon tretiranja rekombinantnih ¢elija pojedinim predstavnicima
(biohanin A, glicitein) pretpostavljena je njihova toksi¢nost u visokim dozama. Svi ispitivani
fitoestrogeni su u finalnoj koncentraciji 10 uM pri fluorimetrijskoj kvantifikaciji pokazali snazno
vezivanje za ERp, u rangu sa prirodnim ligandom, estradiolom, $to je potvrdeno i detekcijom
fluorescencije ¢elija pod mikroskopom, koja je obuhvatala ¢itavu citoplazmu, za razliku od
lokalizovane fluorescencije koja se javlja kod kontrolnih ¢elija tretiranih rastvaratem (DMSO).
Rezultati ispitivanja biljnih ekstrakata su pokazali da je ekstrakcija fitoestrogenih komponenata
iz virka bila uspesnija maceracijom u 70% etanolu u odnosu na vodeni ekstrakt, koji je ispoljio
afinitet vezivanja za ERp tek pri 100 puta viSoj koncentraciji, a za etanolne ekstrakte crvene
deteline i sladi¢a detektovan je zavidan estrogeni potencijal pri koncentracijama 0,5 mg/ml i
0,1 mg/ml, respektivno, sve zajedno sugerisuci znacajan farmakolo$ki potencijal biljaka sa ovih
prostora, bogatih bioaktivnim molekulima. Istrazivanja u ¢ijem su fokusu strukturni analozi
estrogenih hormona koji dospevaju u organizam ishranom ili izloZeno$¢u se dramati¢no povecao
u poslednjih nekoliko godina. Za nau¢nu javnost fitoestrogeni i dalje predstavljaju intrigantnu
temu i dok se sa jedne strane njihova terapeutska ili preventivna upotreba odobrava, sa druge se
odbacuje zbog jos§ uvek nepotpuno istrazene bezbednosti po reproduktivno zdravlje Zena. Razvoj
ovde opisane metode za ispitivanje njihove aktivnosti prema ERP predstavlja dobru osnovu za
rasvetljavanje efekata koje ispoljavaju.

Inhibitori aromataze danas spadaju medu terapeutske agense koji najviSe obecavaju kada
je u pitanju leCenje estrogen-zavisnih kancera, stoga je drugi deo ove doktorske disertacije
posvecen razvoju procedura za ispitivanje aktivnosti ovog enzima steroidogeneze i njegovih
inhibitora kori$¢enjem kvasca i/ili bakterije kao model-sistema. Na osnovu poznatih povoljnih
redoks karakteristika Saccharomyces cerevisiae W(R) soja za ekspresiju CYP450 proteina,

enzimski test je prvobitno razvijen u jednokomponentnom sistemu, odnosno upotrebom
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kompleksa aromataza-CPR iz jednog izvora-mikrozoma rekombinantnih W(R) celija,
dizajniranih da pojacano eksprimiraju kvas¢evu CPR, transformisanih genom za aromatazu.
Medutim, nakon dokazane kataliticke aktivnosti aromataze u ovom sistemu nije bilo moguée
uspe$no ponoviti proceduru, verovatno usled problema sa ¢elijskom respiracijom, Koji se
spontano pojavljuje u ovom soju kvasca nakon izvesnog vremena. Iz tog razloga, razvijen je
neSto kompleksniji, dvokomponentni enzimski test u kome se mikrozomi respiratorno
kompetentnih ¢elija W(hR) soja, sa genomski integrisanom humanom CPR, kombinuju sa
izolovanom rekombinantnom humanom aromatazom eksprimiranom u DHS5a c¢elijama
Escherichia coli. Ovim testom je, od svih ispitivanih modifikovanih steroida, prepoznato dva
androstanska jedinjenja kao inhibitora aromataze, D-homo lakton 33 i 17a-pikolil derivat 63, sa
inhibitornim potencijalom sliénim poznatom inhibitoru aromataze, formestanu, u ispitivanoj
koncentraciji 1000 uM. Znacajno je i to $to za ova jedinjenja nije detektovana androgena niti
estrogena aktivnost fluorescentnim celijskim testom u kvascu, ukazujuéi na to da, zahvaljujuci
mogucnosti modulacije aktivnosti aromataze specificnim na¢inom delovanja bez aktiviranja ER 1
AR, ovi steroidni derivati zasluzuju dalja ispitivanja u polju razvoja selektivnih terapeutika za
leCenje estrogen-zavisnih kancera dojke i drugih reproduktivnih tkiva zene. Osim poboljsane
reproducibilnosti testa za ispitivanje aktivnosti aromataze, u dvokomponentnom sistemu je
odreden i optimalan odnos koncentracija obe komponente aromataza-CPR kompleksa,
neophodan za kataliticku funkciju.

U okviru ove doktorske disertacije proucavana je i mogucnost vezivanja pojedinih
steroida za aromatazu i izazivanje konformacionih promena koje se manifestuju promenama u
unutra$njoj fluorescenciji proteina ili promenama spinskog stanja Fe iz hem grupe pracenjem
poloZaja Soretovog maksimuma proteina. Izvodenjem dodatnih biohemijskih eksperimenata koji
su ukljucivali apsorpcionu 1 fluorescentnu spektroskopiju, kao jedinjenja sa potencijalom da se
vezu za aromatazu su okarakterisani steroidni derivati 52, 55 i 63. Sumiranjem rezultata
dobijenih u okviru drugog specificnog cilja ove doktorske disrtacije, moze se zakljuciti da postoji
odlicna saglasnost izmedu ovde razvijenih eksperimentalnih metoda za merenje vezivanja za
aromatazu, koji su, zajedno sa testom inhibicije enzimske aktivnosti aromataze od esencijalnog
znacaja kada je u pitanju otkri¢e novih inhibitora sa terapeutskim svojstvima u lecenju kancera
dojke, globalno rasprostranjene bolesti i vode¢eg uzro¢nika smrti medu zenskom populacijom,

naro€ito u postmenopauzi.
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Strategijski pristup smanjenju produkcije steroidnih hormona inhibicijom steroidogenih
enzima i/ili modulaciji njihovog delovanja preko steroidnih receptora omogucio bi efektivnije
lecenje steroid hormon-zavisnih bolesti, najcesc¢e reproduktivnih tkiva. Stoga, kombinacija ovde
razvijenih in vitro testova za identifikaciju liganada ERo, ERpB i AR i inhibitora aromataze, uz
dodatne in silico studije i ispitivanje uticaja na proliferaciju celija steroid hormon-zavisnih
kancera, predstavlja preliminarnu fazu ispitivanja koja prethodi daljim in vitro, in vivo,
preklini¢kim i klini¢kim testovima i od kljucne je vaznosti za selekciju jedinjenja-kandidata, koja
zasluzuju dalju paznju na dugom putu razvoja leka. Slikovito, zna¢aj metoda razvijenih u ovoj
doktorskoj disertaciji moze se uporediti sa vazno$¢u jednog komada slagalice za njenu
celovitost, odnosno ulozi koju ovde razvijene metode imaju u procesu identifikacije,
razotkrivanja kompleksnog mehanizma delovanja i farmakoloskog potencijala buduceg leka u
polju estrogen- i androgen-zavisnih bolesti, i ne mogu funkcionisati nezavisno od ostalih metoda

sa istim ciljem, odnosno od drugih delova slagalice.
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studija. U zvanje istrazivaCa-pripravnika za uzu nauc¢nu oblast Biohemija izabrana je 2015., a u
zvanje istrazivaca-saradnika 2018. godine. Od aprila 2018. godine zaposlena je na projektu
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije 172021 pod nazivom
,olinteza, karakterizacija i bioloska ispitivanja steroidnih derivata i njihovih molekulskih
agregata“. Tokom doktorskih studija angaZovana je na izvodenju praktiéne nastave na
predmetima Biohemija, Biohemija hormona i Biohemija steroida-visi kurs na Katedri za
biohemiju i hemiju prirodnih proizvoda, Departmana za hemiju, biohemiju i zastitu Zivotne
sredine Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu.

Sofija je obogatila svoje eksperimentalne vestine iz oblasti biohemije tokom tronedeljnog
volonterskog rada u Laboratoriji za mikotoksine Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu.
Tokom dosadasnje naucne karijere ucestvovala ja kao saradnik na 4 medunarodna projekta i tom

prilikom boravila i radila na Fakultetu za hemiju i hemijsku tehnologiju u Ljubljani u Sloveniji,
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Institutu za organsku hemiju u Pragu, u Ceskoj i na Institutu za bioorgansku hemiju Nacionalne
akademije nauka Belorusije u Minsku, u Belorusiji. Pored toga, stru¢no se usavrSavala na letnjoj
Skoli ,,Advances in drug discovery“, u Pragu i na naprednom kursu organizovanom od strane
Federacije evropskih biohemijskih drustava (FEBS) "Ligand-binding theory and practice” u
Novim Hradima i za pohadanje oba kursa je bila nagradena stipendijom. Pohadala je i niz
seminara u Srbiji iz oblasti dizajna lekova, strukturne biologije, recenziranja nauc¢nih radova i
TRAIN kurs za usavr$avanje akademskog osoblja. Osim toga, doprinela je i popularizaciji nauke
uces¢em na manifestacijama ,,Hemijski vikend* i ,,Festival nauke*.

Autor i koautor je 2 rada u medunarodnim casopisima kategorija M22 i M23, 13
saopStenja sa medunarodnih nau¢nih skupova, kao i 7 saopStenja sa skupova od nacionalnog
znadaja. Clan je Srpskog hemijskog drustva, Biohemijskog drustva Srbije i Srpskog drustva za

molekularnu biologiju.

Novi Sad, 22.01.2020. Sofija Beki¢
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1z potencijalnih prirodnih ili sinteti¢kih liganada ERa,
ERP ili AR i kvantifikaciju njihovog afiniteta
vezivanja sa moguénoS¢u testiranja  Citavih
biblioteka modifikovanih steroida i ksenoestrogena.
Takode, opisana je primena optimizovanog
biosenzora za procenu estrogenog potencijala
sintetskih steroida i odabranih biljnih ekstrakata
bogatih jedinjenjima fitoestrogenih osobina. U cilju
potpunijeg sagledavanja mehanizma delovanja
odabranih  modifikovanih steroida ispitana je
njihova antiproliferativna aktivnost prema celijskim
linijama estrogen receptor pozitivnog kancera dojke
(MCF-7) i kancera prostate (PC-3), dok su in silico
metodom  molekularnog  dokinga predvidene
energije i geometrije vezivanja ovih jedinjenja za
ligand-vezujuée domene ERa i ERP. Drugi deo
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receptora i inhibitora aromataze. Jedinjenja kod
kojih je detektovana znaajna bioloska aktivnost
mogu potencijalno posluziti kao osnova za razvoj
terapeutika u leCenju hormon-zavisnih bolesti i
stanja, koja danas predstavljaju globalni zdravstveni

problem.
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evaluation of the estrogenic potential of synthetic
steroids and selected plant extracts rich in
phytoestrogen content. The assay could be used to
screen libraries of modified steroids and
xenoestrogens. In order to better understand the
biomedical potential of selected modified steroids,
results were compared to antiproliferative activity
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(MCF-7) and prostate cancer (PC-3) cell lines.
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treatment of hormone-dependent diseases and
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